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ABSTRAK

Nama . Febriane Trendy Tasbichaty
Program Studi : Farmasi
Judul : Analisis Simulasi Dinamika Molekuler Kompleks 12-

Lipoksigenase dengan Beberapa Senyawa Antiinflamasi
Golongan Kurkumin Hasil Penambatan Molekuler

Produksi mediator inflamasi secara abnormal perlu ditangani dengan obat
antiinflamasi. Kurkumin merupakan salah satu inhibitor lipoksigenase (LOX),
suatu enzim yang berperan pada awal inflamasi, yang memiliki bentuk tautomer
yang dapat mempengaruhi interaksi ligan dengan protein target secara signifikan,
terutama dalam pengikatan hidrogen. Penelitian ini bertujuan mengamati
dinamika interaksi inhibisi ikatan kurkumin dan turunannya dengan mempelajari
pergerakan kompleks 12-LOX, salah satu tipe LOX, dengan kurkumin dan
turunannya hasil penambatan molekuler penelitian sebelumnya. Struktur kristal
12-LOX yang digunakan dalam penelitian tersebut terputus sehingga terlebih
dahulu perlu dilakukan pemodelan homologi. Pengujian dinamika interaksi
dilakukan secaran silico melalui simulasi dinamika molekuler selama sepuluh
nanodetik menggunakan GROMACS 4.0. Simulasi pada kompleks 12-LOX
dengan kurkumin menunjukkan konformasi yang cenderung stabil, sedangkan
kompleks dengan demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin menunjukkan
perubahan konformasi pada situs pengikatan 12-LOX berturut-turut menjadi
konformasi tertutup dan terbuka. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ketiga
kompleks memiliki dinamika inhibisi yang berbeda.

Kata kunci : 12-LOX, antiinflamasi, pemodelan homologi, simulasi
dinamika molekuler

xv +108 halaman : 28 gambar; 14 tabel; 21 lampiran
Daftar acuan : 57 (1986-2010)
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ABSTRACT

Name . Febriane Trendy Tasbichaty
Study Program . Pharmacy
Title . Molecular Dynamics Simulation Analysys of 12-Lipoxygenase

Conplex with Curcuminoid as Antiinflamation Compound
from Docking Result

Abnormally inflammatory mediator’s production needs medicated treatment
with anti-inflammatory drug. Curcumin is one of lipoxygenase (LOX) inhibitor,
an enzyme that has role in initiation of inflammation and has tautomer form that
could madify its interaction significantly between ligand, especially on hydrogen
binding. This aim of this research is to analyze the dynamics of inhibition’s
interaction curcumin bonds and derivatives by observing 12-LOX complex
movement with its ligands docking result from previous research. Crystal
structure of 12-LOX which was used in the previous research was disordered so
that homology modelling needs to do. Molecular dynamic (MD) simulation was
done within silico method, GROMACS 4.0. The result of MD simulation during
10 nanoseconds showed that complex 12-LOX with curcumin tend to form a
stable conformation whereas complex with demetoxycurcumin and
bisdemetoxycurcumin showed the conformation change of binding site of 12-
LOX to closed and opened conformation respectively. The conclusion of this
research was these complexes have different inhibition dynamics.

Keywords : 12-LOX, anti inflammation, homology modelling, molecular
dynamics simulation

xv+ 108 pages : 28 figures; 14 tables; 21 appendices
Bibliography :57 (1986-2010)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang

Inflamasi merupakan tanda terjadinya kerusakan jaringan yang ditandai dengan
timbulnya gejala nyeri atau radang. Nyeri dapat bersifat mengganggu jika
intensitasnya berlebihan karena produksi mediator inflamasi secara abnormal,
yang memicu timbulnya berbagai penyakit inflamasi seperti asma, artritis, dan
tukak lambung sehingga perlu diatasi dengan obat antiinflamasi. Obat
antiinflamasi didesain mempengaruhi sintesis mediator inflamasi yang berkaitan
dengan metabolisme asam arakidonat. Salah satu enzim yang berperan pada reaksi
tersebut adalah lipoksigenase (LOX), suatu oksigenase non-heme mengandung Fe
yang mengkonversi asam arakidonat dan asam lemak tidak jenuh ganda lainnya
menjadi derivat hidroksiperoksida seperti asam hidroperoksieikosatetraenoat
(HPETE), dan asam hidroksieikosatetraenoat (HETE), leukotrien, dan lipoksin,
yang penting dalam sistem pertahanan tubuh dan homeostasis secara metabolik
(Toledo, Masgrau, Marechal, Lluch, & Lafont, 2010).

Penjualan obat antiinflamasi menduduki peringkat lima belas besar pada
perdagangan obat dunia (Top 15 Global Therapeutic Classes, 2009) menandakan
prospek pengembangan obat tersebut cukup menjanjikan. Sayangnya,
pengembangan obat antiinflamasi berbasis inhibisi LOX selama ini kurang
mendapat perhatian. Beberapa obat inhibitor LOX telah terbukti efektif mengatasi
inflamasi  (Whitehouse & Rainsford, 2006). Untuk menunjang proses
pengembangan obat baru berdasarkan prinsip terapetik inhibitor LOX, diperlukan
pengetahuan tentang mekanisme molekulernya.

Banyak studi mengenai inhibitor LOX diupayakan untuk meneliti sifat anti
kankernya. Mayoritas risiko/aktivator kanker pada karsinogenesis merangsang
proliferasi sel dan metastasis melalui mekanisme inflamasi (Hyde & Missailidis,
2009). Mekanisme inhibisi LOX terhadap obat antiinflamasi lipoksigenase
menarik untuk diteliti, salah satunya adalah inhibisi dengan senyawa dari tanaman
obat. Salah satu tanaman obat yang bekerja sinergik mengurangi inflamasi kronik
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adalah kurkumin (lkawati, Asmara, & M., 2007). Kurkumin telah terbukti
bermanfaat dalam pencegahan dan pengobatan sejumlah penyakit inflamasi
berkaitan dengan aktivitas antiinflamasinya (Aggarwal, Sundaram, Malani, &
Ichikawa, 2006). Kurkumin memiliki efek antiinflamasi non imunologis melalui
mekanisme penghambatan aktivitas siklooksigenase dan lipoksigenase (lkawati,
Asmara, & M., 2007).

Mekanisme interaksi antara lipoksigenase dengan berbagai molekul termasuk
inhibitornya, dapat diteliti melalui berbagai metode yang meliputi penelitian
vivo, in vitro, danin silico. Dalam penelitian ini digunakan 12-LOX, salah satu
tipe LOX yang terdapat pada manusia. Penelitian terhadap interaksi enzim dengan
ligan, dalam hal ini 12-LOX dengan inhibitor kurkumin, demetoksikurkumin, dan
bisdemetoksikurkumin akan lebih efisien jika dilakukan dengan metogidico
dibandingkann vivo danin vitro. Metodein silico yang dapat digunakan untuk
menganalisis interaksi inhibisi tersebut adalah penambatan moleakkinQ),
sedangkan untuk menganalisis dinamika interaksi inhibisinya dapat digunakan
simulasi dinamika molekuler.

Penelitian mengenai interaksi inhibisi tingkat molekuler 12-LOX (ldentitas
PDB: 3D3L) terhadap senyawa aktif antiinflamasi kurkumin dan turunannya
alaminya (demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin) dengan penambatan
molekuler telah dilakukan oleh Utami (2009). Untuk melakukan simulasi
dinamika molekuler diperlukamput struktur protein yang lengkap, sedangkan
12-LOX yang digunakan dalam penambatan molekuésebut merupakan
struktur 12-LOX dengan rantai terputudisorder pada tiga tempat sehingga
perlu dilakukan pemodelan homologi terhadap 12-LOX.

Kurkumin memiliki dua bentuk tautomer, yaitu enol dan keto (Sharma,
Gescher, & Steward, 2005). Tautomer memiliki perbedaan pengikatan hidrogen
sehingga dapat mengubah kemungkinan interaksi antara ligan dan protein secara
signifikan (Kalliokoski, Salo, Lahtela-Kakkonen, & Poso, 2009). Penambatan
molekuler oleh Utami (2009) hanya menambatkan tautomer keto dari kurkumin
dan turunan alaminya sehingga perlu dilakukan penambatan mol&kaiali

antara ligan kurkumin dan turunan alaminya (sebagai tautomer keto dan enol)
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dengan model 12-LOX yang lengkap sebelum melakukan simulasi dinamika
molekuler.

Pada analisis hasil penambatan molekuler kompleks oleh Utami (2009)
diperoleh konformasi terbaik dimana His360, His365, dan His540 berperan
penting dalam pengikatan substrat pada 12-LOX disertai adanya ikatan hidrogen
yang bertanggung jawab pada aktivitas inhibisi enzim tersédnalisistersebut
memperlihatkan nilai kekuatan interaksi senyawa dari tanaman obat terhadap
struktur 12-LOX yang bersifat kakurigid). Kekakuan struktur pada proses
penambatan molekuler bermakna bahwa 12-LOX tersebut dibekukan terhadap
ruang dan waktu, yang merupakan keterbatasan proses tersebut. Namun pada
kondisi sebenarnya, molekul protein seperti 12-LOX memiliki torsi sehingga ia
bersifat dinamis, seperti bergerak, menekuk, memuai, relaksasi maupun kontraksi
(Teodoro, Jr., & Kavraki, 2001). Analisis penambatan molekgliesebut belum
mengamati kestabilan ikatan yang terjadi terhadap ruang dan waktu. Oleh karena
itu, simulasi dinamika molekuler perlu dilakukan untuk mengamati interaksi
secara lebih lanjut, melihat kestabilan ikatan yang terjadi. Upaya mengamati
mekanisme inhibisi 12-LOX dengan dinamika molekuler ini diharapkan dapat
menjadi pendekatan terapetik baru dalam perancangan obat antiinflamasi berbasis

inhibitor lipoksigenase.

1.2 Tujuan Penelitian

1. Membandingkan hasil penambatan  molekuler ligan  kurkumin,
demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin antara bentuk keto dan enol
terhadap model lengkap 12-Lipoksigenase hasil pemodelan homologi

2. Menganalisis pergerakan kompleks molekul 12-Lipoksigenase tanpa ligan,
dengan ligan kurkumin, demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin
bentuk tautomer terpilih hasil perbandingan penambatan molekuler

menggunakan simulasi dinamika molekuler
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Protein

Protein adalah polimer dari asam amino yang bersama-sama dihubungkan oleh
ikatan amida (Bruice, 2004). Meskipun tidak ada sistem klasifikasi yang bisa
diterima secara universal, protein diklasifikasikan berdasarkan kelarutan, bentuk,
fungsi biologi, atau struktur tiga dimensinya. Dalam bentuk keseluruhannya,
protein diklasifikasikan menjadi protein globular dan protein fibrosa. Protein
globular mempunyai rantai polipeptida berpilin serta berlipat secara padat dengan
rasio aksial (rasio panjang terhadap lebar) kurang dari 10 serta umumnya tidak
lebih dari 3-4. Protein fibrosa memiliki rasio aksial lebih besar dari 10.

Berdasarkan fungsi biologinya, protein diklasifikasikan sebagai enzim
(dehidrogenase, kinase), protein penyimpanan (feritin, mioglobulin), protein
pengatur (protein pengikat-DNA, hormon peptida), protein struktural (kolagen,
proteoglikan), protein pelindung (faktor pembekuan darah, imunoglobin), protein
pengangkut (hemoglobin, lipoprotein plasma), dan protein kontraktil seperti aktin
dan tubulin (Murray, Granner, Mayes, & Rodwell, 2003).

Protein diklasifikasikan dalam 2 tipe utama berdasarkan komposisinya, yakni
protein sederhana, seperti serum albumin darah, yang hanya menghasilkan asam
amino jika terhidrolisis dan protein terkonjugasi, menghasilkan substansi lain
selain asam amino jika terhidrolisis. Protein terkonjugasi diklasifikasikan lagi
sesuai kandungan non-asam aminonya, seperti glikoprotein yang mengandung
karbohidrat, lipoprotein yang mengandung bagian berlemak, nukleoprotein yang
mengandung bagian asam nukleat. Saat mendeskripsikan struktur protein, para
ahli kimia membagi empat tingkatan berbeda, yaitu struktur primer, sekunder,
tersier, dan kuartener (Mc Murry, 199Brotein tersusun dari dua elemen
struktur sekunder utama, heliks dgineet dimana bersama dengmop, tersusun

bersama membentuk struktur super-sekunder dan tersier (Seshasayee, 2005).
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1. Struktur Primer

Struktur protein yang paling sederhana disebut struktur primer, yaitu sekuens
dari residu asam amino terikat bersama (Mc Murry, 1992). Struktur primer rantai
polipeptida sebuah protein adalah susunan bagaimana asam-asam amino disatukan
oleh ikatan peptida dan mencakup lokasi setiap ikatan disulfida (Murray, Granner,
Mayes, & Rodwell, 2003).

2. Struktur Sekunder

Struktur sekunder protein mencakup konformasi regular berupa &gliks-
lembaranf dan tekukar§ (B-bend), dan konformasi ireguler yang disebut gelung
(loop) dan kumparancpil) (Gambar 2.1). Helike- merupakan struktur berbentuk
spiral dengan rantai utamdé&ckbong melingkar mengelilingi suatu axis dari
molekul protein, dan rantai samping (gugus R) yang menghadap ke arah luar
sumbu heliks untuk meminimalkan gangguan sterik. Permukaan lenfbeaatai
utama polipeptida meluas berstruktur zigzag menyerupai bentuk lipatan sehingga
seringkali disebut lembaran terlipgildated shegt Adanya struktur tekukaf-
mengibah arah dari suatu rantai polipeptida. Tekukatibentuk oleh 4 asam
amino, diantaranya prolin atau glisin. Gelungan atau kumparan tersusun secara
tidak teratur dan umumnya berperan sebagai tempat interaksi ligan. Konformasi
pada struktur sekunder ini distabilkan oleh interaksi non-kovalen diantaranya
ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, dan interaksi Van der
Waals (Murray, Granner, Mayes, & Rodwell, 2003; Bruice, 2004).

3. Struktur Tersier

Struktur tersier merujuk pada keseluruhan konformasi tiga dimensi dari suatu
polipeptida (Gambar 2.1). Struktur tersier menggambarkan posisi struktur
sekunder dalam membentuk suatu domain dan hubungan antara domain-domain
yang terbentuk. Domain adalah bagian dari struktur protein yang dapat melakukan
aktivitas tertentu secara fisika atau kimia, misalnya pengikatan ligan (Murray,
Granner, Mayes, & Rodwell, 2003).

Sbagian besar struktur tersier protein ditentukan dengan kristalografi sinar-x.
Kristal pertama yang ditemukan adalah mioglobin (1957). Hingga kini, ribuan
Kristal lainnya telah ditentukan, didepositkan dalam format koordinat
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kristalografi, dan secara bebas dapat diakses di Protein Data Bank (PDB) (Carey,
2000).

4. Struktur Kuartener

Struktur kuartener menggambarkan komposisi rantai polipeptida dari protein
oligomerik dan hubungan spasial antara subunit-subunit protein tersebut. Rantai
polipeptida penyusun protein oligomerik dapat berupa rantai yang sama (homo)

atau berbeda (hetero) (Seshasayee, 2005).

2.2 Reseptor

Reseptor adalah suatu makromolekul jaringan sel hidup yang mengandung
gugus fungsional atau atom-atom terorganisasi, reaktif secara kimia dan bersifat
spesifik, dapat berinteraksi secara reversibel dengan molekul obat yang
mengandung gugus fungsi spesifik dan menghasilkan respon biologis yang
spesifik pula. Untuk dapat berinteraksi dengan reseptor spesifik, molekul obat
harus mempunyai faktor sterik dan distribusi muatan yang spesifik pula (Harmita,
Harahap & Hayun, 2006). Kebanyakan obat berikatan dengan reseptor, kemudian
obat-obatan tersebut memulai serangkaian reaksi biokimia yang mengubah
fisiologi sel. Reseptor umumnya berupa protein atau glikoprotein yang ada pada
permukaan sel, pada organel di dalam sel atau dalam sitoplasma. Reseptor obat
merupakan makromolekul fungsional yang mencakup 2 konsep penting, yaitu
obat dapat mengubah kecepatan kegiatan faal tubuh dan obat tidak menimbulkan
suatu fungsi baru, tetapi hanya memodulasi fungsi yang sudah ada.

Setiap komponen makromolekul fungsional dapat berperan sebagai reseptor
obat, tetapi sekelompok sekelompok reseptor obat tertentu juga berperan sebagai
reseptor untuk ligan endogen seperti hormon dan neurotransmiter. Substansi yang
efeknya menyerupai senyawa endogen disebut agonis, sedangkan senyawa yang
tidak mempunyai aktivitas intrinsik tetapi menghambat secara kompetitif efek
suatu agonis di tempat ikatan agonggdnist binding site disebut antagonis
(Ganiswarna, 1995). Berdasarkan respon farmakologi maksimum yang terjadi bila
semua reseptor telah digunakan, maka agonis dibagi dalam 2 kelas, yaitu agonis
parsial, yang menghasilkan respon maksimum lebih rendah pada penggunaan

semua reseptor, dibandingkan agonis penuh (Harmita & Radji, 2005).
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Ikatan obat dengan reseptor dapat berupa ikatan ion, hidrogen, hidrofobik, van
der Waals, atau kovalen, tetapi umumnya merupakan campuran berbagai ikatan di
atas (Tabel 2.1). Ikatan kovalen merupakan ikatan yang kuat sehingga lama kerja
obat seringkali panjang. Meski demikian, ikatan non kovalen yang afinitasnya
tinggi juga dapat bersifat permanen (Ganiswarna, 1995). Semakin besar energi
interaksi obat reseptor yang diperlukan, semakin kuat ikatan yang terbentuk.
Berikut ini adalah jenis interaksi obat—reseptor dan energi yang menyertainya
(Tabel 2.1).

Tabel 2.1. Beberapa jenis interaksi obat—reseptor

Jenis Ikatan Energi Antaraksi
(kkal/mol)
Ikatan Kovalen -(170 - 460)
Ikatan lonik Diperkuat -10
Ikatan lonik -20
Ikatan lon — Dipol -(4 - 30)
Ikatan Dipol — dipol -(4 - 30)
Ikatan Hidrogen -(4 - 30)
Alih Muatan -(4 - 30)
Antaraksi Hidrofobik -4
Antaraksi Van der Waals -(2-4)

[Sumber: Harmita, Harahap & Hayun, 2006]

Langley dan Ehrlich pertama kali mengemukakan bahwa kerja obat
diperantarai oleh resptor kimia. Tahun 1933, Clark mengembangkan teori dosis-
respon yang menyatakan bahwa peningkatan respon terhadap obat bergantung
pada peningkatan ikatan obat dengan reseptor. Pada tahun 1956, Stephenson
menyajikan teori respon dosis yang telah dimodifikasi, yaitu respon obat
bergantung pada afinitas obat terhadap reseptornya, maupun pada kemanjuran
obat (Olson).

2.3Inhibisi Enzim (Harmita, Harahap & Hayun, 2006)

Inhibisi enzim oleh obat dapat bersifat reversibel dan ireversibel dengan dua
tipe inhibisi, yaitu inhibisi kompetitif dan non kompetitif. Disebut inhibisi
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kompetitif apabila obat membentuk kompleks dengan enzim atau enzim substrat
dengan kemudahan yang sama, tetapi pada sisi yang berbeda dengan sisi untuk
substrat. Inhibisi non kompetitif dapat dikaitkan dengan inhibisi allosterik.

Enzim dapat dihambat oleh inhibitor allosterik, suatu senyawa kimia yang
strukturnya tidak mirip dengan substrat. Aksinya dapat berkompetisi langsung
dengan senyawa aktivator. Adanya inhibitor allosterik menyebabkan perubahan
konformasi permukaan aktif, sehingga menurunkan afinitas substrat dengan
permukaan katalitik.

Inhibitor allosterik berikatan dengan enzim pada tempat di luar bagian aktif
enzim sehingga hambatan ini tidak bisa diatasi dengan penambahan substrat
dalam jumlah besar. Terbentuknya ikatan antara enzim dengan inhibitor
memperngaruhi konformasi enzim dehingga bagian aktif mengalami perubahan
bentuk. Akibatnya adalah penggabungan substrat pada bagian aktif enzim
terhambat. Hambatan allosterik ini dapat diakibatkan oleh hasil akhir dari
serangkaian reaksi kimia. Inhibisi allosterik disebut inhibisi umpan balik atau

inhibisi produk akhir.

2.41katan (Fessenden & Fessenden, 1986)

Atom dapat terikat menjadi molekul dengan berbagai cara karena memiliki
struktur elektron berbeda-beda. G. N. Lewis dan W. Kossel (1916)
mengemukakan teori mengenai ikatan ion dan ikatan kovalen. lkatan ion
dihasilkan dari perpindahan elektron dari satu atom ke atom yang lain. lkatan
kovalen dihasilkan dari penggunaan sepasang elektron secara bersama-sama oleh
dua atom. Tiap ikatan memiliki panjang dan sudut ikatan. Jarak yang memisahkan
inti dari dua atom yang terikat kovalen disebut panjang ikatan. Panjang ikatan
kovalen dapat ditentukan secara eksperimental dan memiliki selang harga dari
0,74 A hingga 2A. Bila ada lebih dari dua atom dalam molekul, ikatan
membentuk sudut yang disebut sudut ikatan. Sudut ikatan bervariasi dari kira-kira
60° hingga 180°.

Kecuali dalam gas yang terdispersi, molekul saling tarik-menarik dan tolak
menolak, terutama timbul dari antaraksi dipol-dipol, yaitu tarik-menarik antara

muatan yang berlainan tanda dan tolak-menolak antara muatan yang sama tanda.
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Disebut gaya London, jika molekul non polar saling ditarik oleh antaraksi dipol-
dipol yang lemah. Gaya ini timbul dari dipol yang diinduksi dalam satu molekul
oleh molekul yang lain. Antaraksi berbagai dipol-dipol (tarikan dan tolakan)
secara kolektif disebut gaya Van der Waals. Jarak antar molekul memiliki
pengaruh penting terhadap gaya ini. Jarak dimana gaya adalah terbesar disebut
jari-jari Van der Waals. Bila dua atom saling mendekat lebih dekat dari jari-jari
Van der Waals, timbul tolakan antara kedua inti dan antara kedua perangkat
elektron. Bila jarak antara kedua molekul menjadi lebih besar dari jari-jari Van
der Waals, gaya tarik antara kedua molekul berkurang.

Jenis antaraksi dipol-dipol yang teristimewa kuat terjadi antara molekul yang
mengandung atom hidrogen yang terikat kuat pada nitrogen, oksigen atau fluor.
Atom hidrogen yang parsial positif dari satu molekul ditarik oleh pasangan
elektron sunyi dari atom suatu molekul lain yang elektronegatif. Tarikan ini

disebut ikatan hidrogen.

2.5Interaksi Ligan-Reseptor (Schneider & Baringhaus, 2008)

Secara termodinamika, interaksi ligan dengan reseptor dapat terjadi apabila
kompleks ligan-reseptor yang dihasilkan memiliki energi yang lebih rendah.
Perubahan energi bebad@) yang menyertai interaksi ligan dengan reseptor
diddinisikan melalui persamaan Gibbs:

AG = AH - TAS

Badasarkan persamaan tersebut, perubahan energi bebas dipengaruhi oleh
perubahan entalpiA) dan perubahan entroph$). Perubahan entalpi mengacu
padagaya molekuler yang terlibat dalam interaksi ligan-reseptor, seperti ikatan
hidrogen, interaksi ionik (polar), interaksi aromatik, dan interaksi van der Walls,
sedangkan perubahan entropi terkait dengan perubahan derajat bebas dari suatu
sistem molekuler. Tanda negatif untuk perubahan entropi menunjukkan bahwa
interaksi ligan dengan reseptor cenderung disertai peningkatan entropi. Penurunan
derajat bebas molekul ligan dan reseptor pada saat berinteraksi menyebabkan
penurunan entropi, tetapi penurunan entropi ini dikompensasi oleh peningkatan
entropi yang disebabkan peningkatan derajat bebas molekul air yang terlepas dari

permukaan ligan dan reseptor pada saat ligan dan reseptor berinteraksi.
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Konstanta disosiasi (Katau lebih dikenal sebagai konstanta inhibis) @éri
sudu ligan terhadap suatu makromolekul umumnya ditentukan melalui
biochemical competition assays ini diperkirakan dari konstanta disosiasi ligan
referensi (Kdref) dan konsentrasi ligan yang diperlukan untuk menyebabkan 50%
ligan referensi terlepas dari ikatannya dengan makromolekul (IC50) melalui
persamaan Cheng-Prusoff:

Y _ L 1C50
L2 [Ligan ref]
G -

Interaksi ligan-reseptor untuk tujuan modeling umumnya membedakan jenis-
jenis interaksi ke dalam beberapa kategori seperti elektrostatik, van der Walls,
ikatan hidrogen, lipofilik, aromatik, dan polar. Ikatan hidrogen yang terjadi antara
protein dengan ligan umumnya memiliki jarak rata-ratA 8an jumlah ikatan
hidrogen yang terbentuk tidak menunjukkan korelasi langsung dengan nilai K
karena adanya perbedaan kekuatan ikatan hidrogen yang bergantung pada jenis
atom yang berinteraksi dan geometri ikatan hidrogen. Interaksi kation dengan
muatan parsial negatif dikenal dengan interaksi katiodan interaksi ini
umumya terjadi antara kation dan elektranyang terdelokalisasi pada cincin
aromatik. Cincin aromatik umumnya memiliki muatan parsial negatif pada daerah
tengah cincin dan muatan parsial positif pada tepi cincin sehingga dua cincin
aromatik dapat berinteraksi melalui interaksi aromatik. Gugus alifatik juga dapat
membentuk interaksi hidrofobik dan jarak interaksi dari interaksi hidrofobik dapat
mencapai 6. Interaksi hidrofobik merupakan jenis interaksi ygegting untuk
pengikatan inhibitor tetapi tidak terlalu berperan dalam pengenalan ligan secara

selektif.

2.6 12-Lipoksigenase

Lipoksigenase (LOX) merupakan enzim anggota kelas dioksigenase yang
membentuk hidroperoksi asam lemak dengan konfigurasi posisi dan stereo yang
berbeda. Sesuai dengan nomenklatur yang kini digunakan, LOX diklasifikasikan
dengan mempertimbangkan spesifisitas posisi oksigenasi asam arakidonat. LOX
ditemukan pada tahun 1974, diketahui terdapat dalam tiga isoform berdasarkan
distribusinya dalam jaringan yaitu tipe platelet, tipe leukosit dan tipe epitel. Pada
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sel manusia, secara umum terdapat empat tipe lipoksigenase, yaitu 5-LOX, 12-
LOX, 15-LOX-1, dan 15-LOX-2.

Asam Linoleat
lcPLAZ
] 5-LOX
12-LOX et
125-HpETE AN CH, = COH
e e COH Asam Arakidonat B e P
Uit i i i 58-HpETE |
o \ 5-LOX
* 125-HETE
Mcozﬂ
| ¥
e e LTA,
i W0
A, B, LXA, 12-.LOX -
| Hepoksilin OH OH
s Lo LXE 1
(?\/W ‘l S e COH
OH i
OoH OH

[Sumber: Hyde & Missailidis, 2009 “telah diolah kembali’]

Gambar 2.2. Diagram alur metabolisme asam arakidonat pada jalur 12-LOX

disertai struktur kimianya

LOX mengkatalisis reaksi konversi asam arakidonat dan asam lemak poli-tak
jenuh ganda lainnya menjadi turunan hidroksiperoksida. Senyawa-senyawa ini
antara lain adalah asam hidroperoksieikosatetraenoat (HpETE), asam
hidroksieikosatetraenoat (HETE), leukotrien (LTs), lipoksin, dan hepoksilin
(Gambar 2.2). Secara kolektif, LOX mengkatalisis dioksigenasi asam arakidonat
menjadi HpETE yang kemudian dikonversi menjadi HETE, mendorong
pembentukan LHs, lipoksin, dan hepoksilin (Coffa & Alan, 2004; Roome, 2007;
Hyde & Missailidis, 2009; Roome, 2007).

Sintesis berkenaan dengan LOX ini dimulai dengan hidrolisis asam arakidonat
(AA) dari fosfolipid oleh fosfolipase sistolik A(cPLA2). Kemudian, 12/15-
lipoksigenase (12-LOX) mengkonversi asam arakidonat menjadi 12S-HETE.
Sebagai alternatif, 5-lipoksigenase (5-LOX) berinteraksi dengan protein
pengaktivasi 5-lipoksigenase, mendorong konversi asam arakidonat menjadi
leukotrien (LT) A, Leukotrien A dapat dimetabolisme lebih lanjut, baik oleh

leukotrien A, hidrolase untuk menghasilkan leukotrien,, Bmaupun oleh
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leukotrien G sintase untuk memproduksi leukotriens. CLeukotrien G
dimetabolisme lebih lanjut menjadi sistenil leukotrien lainnya, yaitu leukotrien D
dan E4. Leukotrien memainkan peranan penting dalam proses anti inflamasi.
Eikosanoid sebagai hasil dioksigenasi asam arakidonat, diketahui penting dalam
patogenesis keadaan inflamasi kronik seperti asma, arthritis, dan kolitis.

Pada stimulasi kanal ion kalsium A23187, 12-LOX melintasi membran sel,
kemudian berikatan dengan substrat dan mengkatalisis reaksi dengan
menggabungkan molekul oksigen pada atom C-12. Penggabungan ini
menghasilkan metabolit asam-12S-hidroksi-5,8,10,14-eikosatetraeno&)- (12(
HPETE) yang kemudian dikonversi menjadi 12-HETE (Roome, 2007). 12S-
HETE berperan pada berbagai macam proses biologik, termasuk oksidasi LDL
pada arterogenesis, pertumbuhan sel kanker dan apoptosis neuron setelah stress
oksidatif. 12S-HETE memiliki efek proinflamasi seperti kemotaksis dan regulasi
pelekatan leukosit (Hyde & Missailidis, 2009).

12-LOX tipe platelet dan 12-HETE menaikkan pertumbuhan sel maligna,
proliferasi, dan angiogenesis. Over ekspresi 12-LOX dan peningkatan level 12-
HETE telah diamati pada berbagai macam tipe kanker termasuk kanker mulut,
payudara, prostat, dan saluran cerna. 12-HETE mengatur agragrasi platelet dan
neurotransmisi. la merupakan kemotaktik poten dan agen kemokinetik, dengan
demikian ia terlibat dalam permulaan inflamasi. Kenaikan level 12-HETE juga
berhubungan dengan penyakit inflamasi dan imun seperti inflamasi saluran cerna
dan psoriasis (Roome, 2007).

Struktur kristal 12-LOX merupakan sebuah unit asimetrik yang terdiri dari dua
unit monomer serupa, dengan atom besi pada tiap monomer. Pada N-terminal
terdapat 8loop antiparalel -barrel dan pada C-terminal membentuk daerah
katalitik enzim dan terdapat Wop antiparaleB-sheet Dua buah struktur heliks
yang panjang terletak berseberangan di atas daerah situs aktif dari 12-LOX.
Dalam heliks tersebut terdapat residu-residu asam amino yang penting dalam hal
pengikatan pada daerah sisi aktif.

Beberapa residu asam amino histidin berada pada posisi 360, 365, 425, dan
540 berperan penting terhadap pengikatan Fe. Masing-masing residu histidin ini

berperan penting sebagai agen pengkhelat atom besi. Daerah sekitar pengikatan
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ini merupakan daerah situs aktif 12-LOX yang dijaga oleh struktueliks a-1.
Struktur ini terdiri dari residu asam amino ke-181 hingga 196. Adanya residu
isoleusin di sekitar daerah situs aktif berperan penting dalam menjaga ukuran
rongga dari daerah situs aktif 12-LOX. Rongga tersebut merupakan pusat dari

terjadinya reaksi oksigenasi dan pengikatan substrat (Khana, et al., 2003).

2.7Inhibisi Lipoksigenase

Inhibisi LOX dapat dilakukan oleh antioksidan, alkaloid benzoisokuinolin,
sebaik protoberberin, alkaloid aporfin, dan agen peroksidase (Rackova, Marek,
Daniela, Viktor, & Lydia, 2007; Hyde & Missailidis, 2009). Inhibisi oleh
antioksidan dapat tercapai dengan khelasi Fe non-heme yang terikat pada LOX
atau oleh reduksi bentuk feri, dimana terjadi semacam inhibisi kompetitif. Akan
tetapi, inhibisi non-kompetitif atau inhibisi campuran kompetitif/non-kompetitif
LOX juga terjadi pada tokoferil asetat ataldroten.

Sfat inhibisi LOX diuji pada arakidonat-12-LOX yang telah dimurnikan dari
fraksi sitosol paru-paru tikus. 12-HETE, merupakan mediator poten inflamasi dan
salah satu regulator kesehatan pembuluh paru-paru, dan produksinya meningkat
selama cedera pembuluh paru-paru. Hasilnya meliputi sejumlah kejadian biologik
seperti inflamasi. 12-HETE terlibat dalam perkembangan arthritis rematik,
psoriasis, respon asma, dan nefritis glomerular (Coffa & Alan, 2004).

LOX memiliki kesamaan tipe pelipatan protein. Meski demikian, interaksi
molekular LOX bervariasi pada enzim yang satu dengan enzim lainnya.
Mekanisme pembedanya terletak pada ukuran, bentuk, dan mode interaksi
kesatuan katalitik dari saluran pengikatan substratnya. Substrat LOX dipercaya
berikatan dengan protein melalui elektrmnmuatan, dan interaksi hidrofobik.
Dalam keadaan khusus, diduga bahwa terdapat ikatan rangkap pagtan@G
terkandung dalam asam arakidonat yang berperan dalam interakslalam
saluran pengikatan substrat (Hyde & Missailidis, 2009).

2.8Inflamasi

Inflamasi berasal dari bahasa latin, inflanmyaeg artinya terbakar. Inflamasi

merupakan proses terpenting dalam pertahanan organisme melawan cedera lokal
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dan infeksi. Inflamasi dapat berkembang menjadi nyeri atau penyakit kronik
berbahaya sehingga memerlukan pegobatan secara farmakologi. Inflamasi kronik
dapat menambah perkembangan bermacam penyakit termasuk kanker,
kardiovaskuler, dan gangguan neurodegeneratif (Roome, 2007).

Fenomena inflamasi meliputi kerusakan mikrovaskuler, meningkatnya
permeabilitas kapiler, dan migrasi leukosit ke jaringan radang. Gejala inflamasi
yang sudah dikenal adalah kalor, rubor, tumor, dolor, fdatio laesa. Selama
proses inflamasi berlangsung, banyak mediator kimiawi dilepaskan secara lokal,
antara lain histamin, 5-hidroksitiptamin (5-HT), faktor kemotaktik, bradikinin,
leukotrien, dan progstaglandin (PG) (Ganiswarna, 1995).

2.9Kurkumin

Kurkumin merupakan konstituen kimia berupa pigmen kuning yang
terkandung dalam rimpang tanam@urcuma Xxanthorrhizagtemulawak) dan
jugaCurcuma longa. Pad&urcuma xanthorrhizagerkandung 1,2-2% kurkumin
dan monodemetoksikurkumin, sedangkan padecuma longaerkandung 3-4%
kurkumin, monodemetoksikurkumin / demetoksikurkumin, dan bisdemetoksi-
kurkumin (Gambar 2.3). Kurkumin relatif tak larut air, tetapi larut dalam aseton,
dimetil sulfoksida dan etanol. Kurkumin mutu komersial mengandung
demetoksikurkumin(BM 338, sejumlah 10-20%), dan bisdemetoksikurkumin
(BM 308, sejumlah kurang dari 5%).

o o
HO (c) OH

Gambar 2.3. Struktur (a) kurkumin (1,7 bis (4-hidroksi-3-metoksifenil) 1,6-

heptadien-3,5-dion); (b) demetoksikurkumin; dan (c) bisdemetoksikurkumin
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Kurkumin beraksi sebagai antioksidan melawan radikal aktif oksigen, juga
menunjukkan efek antiinflamasi yang ekivalen dengan beberapa OAINS pada
model inflamasi akut dan setengah poten pada inflamasi kronik. la menginhibisi
lipoksigenase, sikloksigenase juga pembentukan leukotrien dan prostaglandin,
menginhibisi produksi radikal peroksinitrit dan nitrit pendorong inflamasi, juga
menghambat ekspresi gen pendorong inflamasi (Wiryowidagdo, 2000).

Kurkumin dapat mengalami tautomerisasi dari bentuk keto menjadi bentuk
enol, dan sebaliknya. Dalam pH netral maupun asam (pH kurang dari 7),
kurkumin terdapat dalam bentuk keto, sedangkan dalam pH diatas 8 berbentuk
senyawa enol. Pada pH 3-7, kurkumin berperan sebagai donor atom H yang luar
biasa poten. Ini disebabkan pada kurkumin bentuk keto, sambungan heptadienon
antara dua cincin metoksifenol mengandung atom karbon yang sangat aktif, dan
ikatan-ikatan C-H pada karbon ini sangat lerkalenadelokalisasi elektron tak
berpasangan pada oksigen-oksigen yang berdekatan (Gamba&ébd)iknya,
dibawah pH 8, bentuk enolat dari rantai heptadienon lebih menonjol, dan
kurkumin berperan utama sebagai donor elektron, sebuah mekanisme yang lebih
khas untuk aktivitas antioksidan golongan fenol. Bentuk bis-keto dari kurkumin
banyak terdapat pada larutan asam encer, larutan netral, dan membran sel.
Meskipun demikian, ia terdapat dalam kondisi setimbang dengan bentuk

tautomernya berupa senyawa bis-enol (Sharma, Gescher, & Steward, 2005).

(6] O

MeO OMe

O 2 - ‘
HO OH

i
N
Grl o

/

MeO 1e
e - OMe

HO OH

[Sumber: Sharma, Gescher, & Steward, 2005]

Gambar 2.4. Tautomerisasi senyawa kurkumin

Beberapa sumber menghubungkan aktivitas antiinflamasi kurkumin dengan
adanya gugus hidroksil dan fenol pada molekulnya penting dalam menghambat
prostaglandin dan leukotrien. Di sisi lain, sumber lainnya mengatakan aksi
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antiinflamasi kurkumin berhubungan dengan adanya sigt@hkarbonil yang
menmniliki ikatan rangkap terkonjugasi (dien). Adanya sistem dien diketon
memberikan sifat lipofil pada senyawa (Araujo & Leon, 2001).

Gugus o-metoksi dapat mempengaruhi densitas elektron gugus diketo
sehingga dapat mempengaruhi kemampuan khelasi senyawa tersebut.
Hidrogenase dari heptadien pada kurkumin  sehingga terbentuk
tetrahidrokurkumin akan menurunkan aktivitas antiinflamasinya secara signifikan.
Bagian hidroksifenil pada kurkumin memberi aktivitas antiinflamasi karena asilasi
dan alkilasi gugus hidroksifenolik diketahui dapat secara drastis menurunkan
aktivitas antiinflamasinya.

Beberapa studi sifat antiinflamasi dari kurkuminoid seiraexgro danin vivo
telah dilaporkan. Kurkumin dan demetoksikurkumin memiliki potensi yang
hampir sama dalam menghambat 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) yang
menginduksi inflamasi pada telinga tikus, dibandingkan dengan
bisdemetoksikurkumin.

Tabel 2.2. Distribusi kurkumin pada serum dan jaringan setelah pemberian

oral pada manusia

Dosis Plasma/jaringan Level
2 g/kg Serum 0,006 = 0,005 ¢g /mL
4-8g Serum 04-3,6 M
10g Serum 50,5 ngm
12 g Serum 51,2 ng/mL
3,69 Plasma 11,1 + 0,6 nmol/mL
04-36¢g kolorektum 7 — 20 nmol/g

[Sumber: Anand, Kunnumakkara, Newman, & Aggarwal, 2007 “telah diolah kembali”]

Bdberapa studi mengenai distribusi kurkumin di jaringan dapat dilihat pada
tabel 2.2. Kurkumin memiliki absorbsi yang buruk dan dimetabolisme dengan
cepat. Studi klinis fase | dengan 15 pasien dan kurkumin dengan pemberian oral
dengan dosis 36 - 180 mg kurkumin per hari yang diberikan selama 4 bulan
menunjukkan tidak ditemukan adanya kurkumin dan metabolitnya di sampel urin.

Waktu paruh absorbsi dan eleminasi kurkumin pada tikus dari dosis 2 g/kg
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dilaporkan 0,31 = 0,07 jam dan 1,7 £ 0,5 jam. Pada manusia, uji dengan konsumsi
oral dengan dosis kurkumin 3,6 g per hari tidak dapat diukur karena level serum
kurkumin dan konjugat sulfat maupun glukoronida dari kurkumin berada dibawah
limit deteksi (5 pmol/mL).

OH
Hﬁcé@/\)\ifﬁ OCH,
Ho~ “ > oH
Kurkumin

|

lOraI l i.vii.p
\ji/t/ i
H,C A A ra\KUCH: H,CO ,/J\j\/\ /T,OC’%
00 D:CI E\,/\ o HOD/\' L/ “~OH
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[Sumber: Anand, Kunnumakkara, Newman, & Aggarwal, 20@fah diolah kembali”]
Gambar 2.5. Struktur kurkumin dan metabolitnya

Kurkumin mengalami konjugasi melalui proses sulfatasi dan glukoronidasi
pada berbagai jaringan, terutama pada hati (Gambar 2.5). Hoddeal.
melaporkan dari studi pada tikus bahwa metabolit mayor kurkumin oleh empedu
adalah tetrahidrokurkumin, sedangkan metabolit minornya adalah asam
dehidroferulat bersama dengan sejumlah kecil asam ferulat. Sebagai tambahan,
konjugat glukoronida ditemukan dalam jumlah kecil pada urin. Hidrolisis dari
sampel plasma yang mengandung konjugat glukoronida oleh d®aal.
menunjukkan bahwa 99% kurkumin pada plasma terdapat dalam bentuk
glukoronida. Kurkumin sulfat dan kurkumin glukoronida diidentifikasi pada

jaringan kolorektal dari pasien kanker kolorektal yang diberi kapsul kurkumin.
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Kurkumin juga direduksi secara luas, kemungkinan besar melalui alkohol

dehidrogenase diikuti dengan reaksi konjugasi (Anand, et al., 2008).

2.10 Bioinformatika

Bioinformatika, sesuai dengan asal katanya yaitu “bio” dan “informatika”,
adalah gabungan antara ilmu biologi dan ilmu teknik informasi (Tl). Pada
umumnya, Bioinformatika didefenisikan sebagai aplikasi dari alat komputasi dan
analisa untuk menangkap dan menginterpretasikan data-data biologi. llmu ini
merupakan ilmu baru yang yang mencakup berbagai disiplin ilmu termasuk ilmu
komputer, matematika dan fisika, biologi, dan ilmu kedokteran, dimana
semuanya saling menunjang dan saling bermanfaat satu sama lainnya.

lImu bioinformatika lahir atas insiatif para ahli ilmu komputer berdasarkan
kecerdasan artifisial. Mereka berpikir bahwa semua gejala yang ada di alam ini
bisa dibuat secara artifisial melalui simulasi dari gejala-gejala tersebut. Untuk
mewujudkan hal ini diperlukan data-data yang yang menjadi kunci penentu
tindak-tanduk gejala alam tersebut, yaitu gen yang meliputi DNA atau RNA.
Perangkat utama bioinformatika adalah program perangkat lsofikvarg dan
didukung oleh kesediaan internet.

Dalam bidang pengobatan, bioinformatika berguna dalam mengelola data-data
klinis pasien melaluElectrical Medical RecordEMR), mengidentifikasi atau
mendiagnosis penyakit baru melalui analisis genom dan sekuens, juga
menemukan obat baru melalui teknik pemodelan homef@gipun penambatan
molekuler.

Walaupun senyawa yang berinteraksi dan menekan fungsi suatu enzim dapat
diperkirakan dengan sarana biocinformatika, hasilnya harus dikonfirmasi melalui
eksperimen di laboratorium. Namun dengan bioinformatika, semua proses ini bisa
dilakukan lebih cepat sehingga lebih efesien baik dari segi waktu maupun
finansial (Utama, 2003).

2.11 Pemodelan Homologi

Penodelan homologi adalah pembuatan model struktur berdasarkan

perbandingan sekuens homolog antara protein target dengan cetakan protein lain
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yang telah diketahui struktur tiga dimensinya. Dasar metode ini adalah kesamaan
pelipatan antara dua protein yang berkembang dari protein yang memiliki
keturunan yang sama. Pelipatan lebih kekal melewati evolusi dibandingkan
sekuens. Kualitas model yang dihasilkan bergantung pada persamaan residu antar
protein homolog, vyaitu protein yang memiliki kesamaan sekuens. Untuk
menghasilkan model terbaik dibutuhkan kesamaan antar sekuens target dengan
cetakan lebih dari 30%. Protein dengan persamaan residu relatif lebih besar dapat
menghasilkan model dengan RMSD kurang dari 1 A (Sanchez & Sali, 1997).

2.12 Penambatan Molekuler ©ocking)

Proses pencarian ligan yang dapat cocok pada sisi laktiir{g sit¢ protein,
baik secara geometrik maupun dengan energi, secara komputasional disebut
penambatan molekuler (Utama, 2003). Proses penambatan molekuler ini memiliki
kelemahan dimana terbatas pada molekul yang kadaal)( sedangkan molekul
tersebut, yaitu protein, bersifat fleksibel. Kebanyakan metode penambatan
molekuler yang dipakai pada akademik dan riset industri saat ini, mengasumsikan
bahwa protein bersifat kaku. Metodologi tersebut digunakan pada program-
program seperti Autodock, Dock, dan FlexX.

Autbdock menggunakan model kinematika untuk ligan dimana ligan tersebut
mulai proses pencarian secara acak dihiading sitedan dengan menyelidiki
nilai translasi, rotasi dan derajat bebas internal, hingga secepatnya mencapai
konformasi tertuju. Metode penambatan molekiler mengikuti asumsi bahwa
struktur protein merupakan kesatuan yang kaku dan adanya ligan dapat mengubah
struktur tiga dimensi dari protein tersebut selama proses pengikatan untuk
menemukan ruangspatial) terbaik dan kecocokan energi pada sisi pengikatan
protein. Asumsi ini mengikuti model pengikatktk-and-keyyang pertama kali
diusulkan oleh Fischer (Teodoro, Jr., & Kavraki, 2001).

Deskripsi mekanisme interaksi antara protein dan ligannya diberikan oleh
Koshland pada tahun 1958 dengan model sesuai bentlucé¢d-fi). Pada model
ini, baik protein dan ligannya bersifat fleksibel. Saat protein dan ligan berinteraksi
membentuk kompleks, kedua struktur tersebut mengubah konformasinya

Universitas Indonesia

Analisis simulasi..., Febriane Trendy Tasbichaty, FMIPA Ul, 2010



20

membentuk energi minimum yampegrfect-fit(Toledo, Masgrau, Marechal, Lluch,
& Lafont, 2010).

2.13 Dinamika Molekuler

Pemahaman terhadap hubungan antara struktur tiga dimensi dinamika suatu
protein sangatlah penting dalam rangka memahami cara kerja suatu protein.
Namun, eksperimen lebih mendalam terhadap dinamika protein cukup sulit
dilakukan secara nyata. Oleh karenanya dikembangkan simulasi dinamika
molekuler sebagai metode eksperimen virtual yang dapat menganalisis hubungan
antara struktur dan dinamika protein dengan melibatkan eksplorasi terhadap
energi konformasi molekul protein bersangkutan. Dinamika molekuler merupakan
perhitungan pergerakan atom dalam sistem molekuler menggunakan mekanika
molekuler yang menunjukkan struktur molekuler, pergerakan dan fungsi suatu
molekul. Dinamika suatu molekul protein dipengaruhi oleh struktur protein dan
merupakan elemen penting dari fungsi khusus maupun umum protein tersebut.

Dinamika molekuler merupakan teknik simulasi yang menyelesaikan
persamaan pergerakan Newton pada sistem atdfmkm g, dimanaF adalah
gaya,m adalah massa danadalah percepatan. Gaya pada tiap atom dikalkulasi
dari perubahan energi potensial (pada umumnya berdasarkan hubungan mekanika
molekuler) diantara posisi saat ini dan posisi b&fs -(dEr;), dimanar adalah
jarak. Gaya atom dan massa kemudian dipakai untuk menentukan posisi atom
daripada seri irama waktu yang sangat kegike my (d’r/dt®), dimanat adalah
waktu. Ini memberikan perubahan trayek posisi atom terhadap waktu. Singkatnya
akan lebih mudah untuk menentukan posisi atom bergantung waktu dengan
menghitung percepatam dari gaya dan massa, lalu kecepatadari a = dv/dt
dan akhirnya, menentukan posisi dgri= dr/dt (Kitchen, Decornez, Furr, &
Bajorath, 2004).

Simulasi dinamika molekuler terhadap protein pertama kali dilaporkan pada
tahun 1977 dan terdiri dari lintasan 9,2 ps untuk protein kecil dalam ruang vakum.
Sebelas tahun kemudian dilaporkan simulasi protein yang sama selama 210 ps dan
dilakukan dalam air. Perbaikan signifikan pada fungsi potensial berdampak

simulasi menjadi makin stabil dan akurat.
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Hingga kini, perkembangan terhadap simulasi dinamika molekuler terus
berlanjut. Simulasi dinamika molekuler secara luas digunakan untuk memperoleh
informasi mengenai pergerakan serta perubahan konformasi struktur suatu protein
maupun makromolekul biologis lainnya tiap satuan waktu. Melalui simulasi
dinamika molekuler ini pula, informasi kinetika dan termodinamika suatu protein
dapat ditelusuri (Karplus & Kuriyan, 2005).

Jika model tiga dimensi (dengan konformasi tertentu atau konfomer) yang
didapat belum mencapai kondisi stabil (energi besar) perlu dilakukan minimisasi
energi. Pada suatu fase dimana konfomer masih memiliki energi yang tinggi,
pendekatarsteepest descedtlakukan. Tiap atom digerakkan ke satu arah dalam
ruang dan perubahan energi yang terjadi direkam. Saat semua atom berpindah
tempat, konformer berubah arah menuju penurunan energi total terbesar. Proses
ini berhenti setelah sejumlah langkah atau jika perbedaan energi yang terekam
cukup kecil.

Steepest descenterupakan pencarian kondisi minimum secara lambat dan
berdekatan, sedangkan perbaikan penyetelan konformasi dilakukan dengan
metode alternatif. Salah satu metode tersebut adalah konjugat gradien, suatu
metode yang dilakukan dengan merekam langkah sebelumnya dan mereferensikan
rekaman tersebut untuk penentuan langkah selanjutnya. Ini mencegah suatu proses
minimisasi kembali ke kondisi semula. Dibandingkan densjaepest descent
konjugat gradien memiliki kerugian, yaitu membutuhkan kekuatan komputasi dan

memori yang lebih besaTiikkainen, 2010).

2.14 PSI-BLAST

PSI-BLAST merupakan program pencari kesamaan sekuensdptalzase
protein dan DNA. Program ini merupakan pengembanganGigsped BLAST
sehingga lebih sensitif. PSI-BLAST menerima sekuens protein target sebagai
input dan membuat profil ppsition specific scoring matrixPPSM)  dari
penyejajaran ganda/ multipel. Algoritma menghitung nilai posisi spesifik untuk
setiap posisi penyejajaran dimana residu asam amino yang sama pada posisi
tertentu akan diberi skor tinggi, sedangkan yang tidak sama diberi skor mendekati
nol. PSI-BLAST menggunakan substitusi matriks yang menandakan nilai untuk
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pasangan residu. Matriks substitusi yang berbeda dibuat untuk mendeteksi
kesamaan pada jangkauan tertentu dari jarak evolusi. Validasi secara eksperimen
menunjukkan bahwa matriks BLOSUM 62 sangat cocok mendeteksi hubungan

evolusi (Orengo, Jones, & Thornton, 2003).

2.15 Clustalw?2

ClustalW2 merupakan program yang digunakan secara luas dalam biologi
molekuler untuk membuat penyejajaran ganda, baik sekuens asam nukleat atau
protein dan untuk membuat silsilah filogenetik. Clustal\W2 dirilis pada tahun 1994
dengan pengembangan dari ClustalV dan ClustalX, seri sebelumnya. Kini terdapat

server yang menyediakan ClustalW2 seperti EBUr¢pean Bioinformatics

Institute dengan URLhttp://www.ebi.ac.uk/clustalw{Fiser & Sali, Comparative
protein structure modeling with MODELLER: a practical approach, 2001).

2.16 PyMOL

PyMOL merupakan salah satu program visualisasi yang digunakan untuk
memahami struktur biologi dan dapat menampilkan gambar tiga dimensi
berkualitas dari suatu molekul kecil maupun makromolekul seperti protein.
Software ini dikomersilkan oleh DelLano Scientific LLC. Visualisasi sangat
penting dalam memahami dan mendalami struktur suatu molekul (DeLano &
Bromberg, 2004).

2.17 MODELLER 9v7

Modeller merupakan program komputer untuk membuat struktur protein
berdasarkan pemodelan homologi. MODELER melakukan pemodelan struktur
protein dengan penahanan ruang yang memuaskamsfication of spatial
restraintg (Sali & Blundell, Comparative Protein Modelling by Satisfication of
Spatial Restraints, 1993). Input yang digunakan adalah penyejajaran sekuens
cetakan dan target model yang akan dicetak, koordinat atom cetakan dan berkas
perintah sederhana. Pembuatan model dengan MODELLER ini dilakukan secara
otomatis. MODELLER dapat pula melakukan pekerjaan tambahan skpé+ti

assignment penyejajaran sekuens protein, penyejajaran sekuens dan struktur
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protein ganda dan pembuatan moldelp secaraab initio pada struktur protein
(Fiser, Gian, Richard, & Sali, 2003). Modeller 9v7 membuat struktur dengan
pengendalian ruang yang memuaskasati¢fication of spatial restraints
Modeller 9v7 mengekstrak pengendalian jarak dan sudut dihedral sekuens target
dari penyejajaran dengan struktur cetakan. Pengendalian diperoleh dari cetakan,
dikombinasikan dengan bidang energi CHARMM, digunakan untuk mendapatkan
fungsi objektif. Optimasi fungsi target dengan gradien konjugasisdanlated
annealingmelalui dinamika molekuler menghasilkan model dengan pengendalian
ruang yang memuaskafbali, MODELLER a program for protein structure
modeling release 9v7, r6923, 2009).

2.18 Vega ZZ

Vega ZZ merupakan sebuah evolusi terkenal yang dirilis berdasarkan sebuah
aplikasi komputeVEGA OpenGL packaggang di dalamnya terdapat beberapa
materi baru untuk memudahkan pengguna dalam melakukan penelitian,
khususnya berkaitan dengan suatu pemodelan kimia. Vega ZZ dapat beroperasi
pada sistem Windows sebagai suatu pemodelan molekuler yang lengkap. Vega ZZ
dapat digunakan untuk pembacaan, analisis dan visualisasi lintasan dinamika
molekuler, analisis klastedari data lintasan secara tiga dimensi (Vega ZZ -

Molecular modeling toolkit for Windows, 2006).

2.19 CCP4 Packages

CCP4 The Collaborative Computational Project, Numdgradalah kumpulan
program yang dapat digunakan untuk menentukan struktur makromolekul
berdasarkan data kristalografi sinar-x. Rangkaian program ini dirancang secara
fleksibel dan menyediakan beberapa metode yang dapat digunakan pengguna
untuk mencapai tujuannya. CCP4 dibentuk tahun 1979 oleh sebuah grup
kristalografer protein yang mengelompokkan program mereka yang digunakan
untuk memproses dan menganalisis data kristalografi protein. Program yang
digunakan pada penelitian ini adalah PROCHECK dan Superpose (The CCP4
Suite: Program for protein crystallography, 1994).
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2.20 Superpose

Superposisi adalah penyejajaran struktur sekunder yang satu dengan struktur
lainnya. Progransuperposenelakukan superposisi dengan mencocokkan struktur
tiga dimensi dari protein dengan menggunakan dua berkas koordinat sebagai
input. Struktur protein yang dijadikan tetap disebiixed’ dan yang berpindah
mengikuti struktur tetap disebunbving’. Output yang dihasilkan adalah struktur
protein moving yang menempati koordinat struktfixed. Programsuperpose
dapat dijalankan melalui kumpulan program CCP4 dengan memilih opsi
Superpose topolog{TOP PROGRAN padaSuperpose molecule tagkoltje,

Sippl, Rognan, & Folkers, 2008).

2.21 PLOT RAMACHANDRAN

Secara umum, hanya 20 asam amino yang secara natural membentuk protein.
Sifat fisikokimia dari rantai samping seperti ukuran, bentuk, hidrofobisitas,
muatan dan ikatan hidrogen yang beragam. Asam-amino tersebut menghindari
konformasi dengan reaktivitas kimia yang ekstrim dan juga memiliki derajat

kebebasan yang terbatas, kecuali prolin.

[Sumber: Orengo, Jones, & Thornton, 2003]
Gambar 2.6. Sudut (phi) dan (psi) pada struktur asam amino

Sudut torsi rantai utama dari protein diseblbit(phi), ¥ (psi), dano (omega)
(Gambar 2.6). Rotasi antara ikatan N dan dijelaskan dengan suddt, rotasi
antaa ikatan @ dan C’ dinamakanV, rotasi antara ikatan peptide C’ dan N
disebut . Sudut torsi rantai samping disebt(chi) dimana; adalah jumlah
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ikatan yang dihitung dari luar dari atona.GSetiap residu asam amino mempunyai
sau sudut® dan satu sudu¥ sehingga tiap residu dapat digambarkan sebagai
sau plot. Sudut® dan ¥ inilah yang kemudian dianalisis pertama kali oleh
Ramachandran et al

Plot Ramachandaran atau peta Ramachandran yang dikembangkan oleh
Gopalasamudram Narayana Ramachandran, merupakan plot-plot dua dimensi
yang menggambarkan residu asam amino pada struktur protein, juga visualisasi
koordinat tiga dimensi protein yang telah direalisasikan melalui eksperimen ke
dalam koordinat internal yang terdiri dari sudut dihedradebagai sumbu x dan
sudut¥ sebagai sumbu y residu asam amino dari strukturipr@@ambar 2.7).
Plot ini memperlihatkan konformasi yang memungkinkan dari sddutan ¥
untuk polipeptida. Program yang dapat menghasilkan plot ini diantaranya
PROCHECK, PyMOL, VMD, Swiss PDB Viewer, STING, dan Sirius (The CCP4
Suite: Program for protein crystallography, 1994).

180

Left
handead
w-helix.

Right handed
w-helix,

1
E?‘I B0 —gh 0 i) 180

[Sumber: Holtje, Sippl, Rognan, & Folkers, 2008]
Gambar 2.7. Daerah struktur sekunder pada plot Ramachandran

Rot Ramachandran terdiri dari empat kuadran dan empat daerah. Keempat
daerah tersebut adalamost favoured regionsadditional allowed regions
generously allowed region, dan disallowed regioRsda plot Ramachandran,
klaster yang terbentuk dari beberapa residu menunjukkan struktur sekunder yang
terbentuk (Cooper, 1996).

Universitas Indonesia

Analisis simulasi..., Febriane Trendy Tasbichaty, FMIPA Ul, 2010



26

Dari plot ini dapat diketahui kualitas struktur dari suatu protein dengan melihat
plot residu non glisin yang terletak pada wilayah sudut dihedral yang dilarang
(disallowed region). Glisin tidak memiliki rantai samping sehingga s®digny¥
yang dimilikinya berada pada empat kuadran dari plot Ramachandran. Suatu
struktur protein dikatakan baik jika memiliki jumlah plot residu padast
favoured regiorebih dari 90% darr-factor tidaklebih dari 20% . Karena sudut
® dan¥ merupakan deskripsi komplit secara virtual dari kamfsibackbone
plot ramachandran dua dimensi ini menjadi penting dan menjadi salah satu cara
dalam menganalisis validasi struktur tiga dimensi suatu protein (Holtje, Sippl,
Rognan, & Folkers, 2008).

2.22 MOE (The Molecular Operating Environment

MOE merupakan suatisoftware Program Pengembangan Metodologi
terintegrasi yang digunakan untuk pengembangan dan penyebaran kimia
komputasi. MOE mengintegrasikan visualisasi, simulasi dan pengembangan
aplikasi dalam satu paket berdasarkan modul metodologi yang dikembangkan
dengan bahasa program data parallel kinerja tinggi SStie(tific Vector
Languagé¢. MOE didesain untuk dapat digunakan pada molekul dengan berbagai
macam force field. MOE dapat digunakan untuk mengatur input file untuk
mekanisme molekuler dan MOPAC (kalkulasi orbital) (MOE: The Molecular
Operating Environment, 2009).

2.23 AutoDock

AutoDock merupakariool penambatan molekuler otomatis yang didesain
untuk memprediksi bagaimana molekul kecil, seperti substrat atau kandidat obat,
terikat pada reseptor yang diketahui struktur tiga dimensinya. AutoDock terdiri
dari dua program utama, yaitu Autodock dan Autogrid. Autodock melakukan
penambatan molekuler ligan protein target dengan set grid yang telah terdeskripsi.
Pendeskripsian grid ini dilakukan oleh Autogrid.

AutoDock diantaranya dapat digunakan untuk kristalografi sinar-x,
perancangan obat berbasis struktur, memudahkan optimasi, skrining virtual,

penambatan protein ke protein, studi mekanisme kimia (Morris, et al., 2010).
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2.24 PRODRG

Seiring dengan perkembangan teknik perancangan obat berbasis struktur,
diperlukan suatu program pendukung ligan atau inhibitor untuk melewati semua
proses perancangan. Sebelum ligan ditambatkan ke sisi aktif protein, harus
dilakukan penentuan koordinat ligan berdasarkan data difraksi sinar-x kompleks
protein ligan. Oleh karena itu, diperlukan suatu program yang mendukung
pembuatan informasi topologi dari input dengan berbagai format (dua dimensi dan
tiga dimensi), seperti PRODRG.

PRODRG merupakasoftware pembuat informasi topologi untuk molekul
kecil. Topologi ini dapat digunakan untuk perbaikan struktur sinar-x, pemodelan
molekuler dan studi penambatan molekuler. Topologi yang dapat dibuat dengan
PRODRG terbatas pada molekul yang mengandung H, C, N, O, P, S, F ClI, Br, |,
atom dengan lebih dari empat jenis ikatan, dan atom yang memiliki tipe ikatan
tertentu diantara atom halogen dan atom non karbon. Berkas yang harus
dikiimkan ke PRODRG dapat berupa berkas koordinat berformat PDB,
penggambaran sederhana ASCIlI dengan mode TXT, maupun berkas berformat
MDL Molfile / SDfile dengan mode MOLOutput hasil program ini berupa
berkas tabel koneksi yang terdiri dari ikatan antara atom non hidrogen, tetapan
hibridisasi dan informasi kiralita®utputterdapat dalam berkagpdb dan .gr o.
Topologi PRODRG dapat digunakan sebagai input untuk program SDF, MOL2,
O, REFMAC, Coot, CNS, SHELX, GROMOS, GROMACS, WHATIF, dan
AutoDock (Schuettelkopf & van Allen, 2004).

2.25 GROMACS (Gronigen Machine for Chemical Simulations)

GROMACS pertama kali dikembangkan oleh grup Herman Berendsens,
departmen Biofisika Kimia, Universitas Groningen, dengan kontribusi dari
beberapa pengembang pendahulu dan masa kini di seluruh dunia (Supercomputing
Centre, 2009). GROMACS merupakan palkeftware gratis sebaguna untuk
melakukan dinamika molekuler, dengan kata lain mensimulasikan persamaan
gerak Newton terhadap suatu sistem yang mengandung ratusan hingga jutaan
partikel. Softwareini dirancang khusus untuk molekul biokimia seperti protein
dan lipid yang memiliki banyak interaksi ikatan yang rumit. GROMACS sangat
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cepat dalam menhitung interakabn-bonding yang seringkali mendominasi
simulasi, sehingga dapat digunakan untuk meneliti sistem non biologik seperti
polimer.

GROMACS mudah dioperasikan dengan file topologi dan parameter yang
ditulis dengan format teks yang jelas. Program ini menggunakan antarmuka
(interfacg sederhana dengan pilihdime perintah untuk input dan output file
(Spoel, Erik, Berk, Gerrit, Alan, & Herman, 2005).

2.26  VMD (Visual Molecular Dynamics) NAMD

VMD merupakarsoftwaregrafis yang didesain untuk visualisasi dan analisis
struktur molekuler, khususnya biopolimer seperti protein dan asam nukleat. VMD
dapat menampilkan beberapa struktur secara bersamaan menggunakan atau tanpa
menggunakan seleksi, serta menggunakan metode pewarnaan dan penampilan
yang bervariasi (Lampiran 6). Lintasan simulasi dinamika molekuler dapat
diamati dengan VMD dengan menput file hasil simulasi dinamika molekuler
berformat .gr o dan lintasan berupa .trr. ataut c (berkas. trr yang telah
dikompresi) (Humphrey, Dalke, & Schuelten, 1996).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1Bahan

(1) Data ligan hasil penambatan molekuterkumin, demetoksikurkumin, dan
bisdemetoksikurkumin pada 12-LOX yang diperoleh dari penelitian
sebelumnya

(2) File ligan kurkumin, demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin bentuk
tautomer enol dan tautomer keto

(3) Struktur tiga dimensi 12-LOX dan homolognya yang diperoleh dari database
Protein Data Bank (Berman et.al, 2000)

3.2Alat
3.2.1 Perangkat Keras ardware)

(1) Komputer terhubung internet dengan spesifikasi procesesor Core 2 Duo
1,8 GHz (Inte?, Amerika), RAM 2 GB (ASUSTek Computer Inc.,
Amerika),graphic card Radeon Extreme AX 300 (ATI Technologies Inc.,
Taiwan), dan sistem operasi Windows (Microsoft, Amerika)

(2) Komputer dengan spesifikasi processor fht@uad Cor&' CPU Q8200
@ 2,33 GHz (Intef@, Amerika), RAM RandomAccess Memojy4 GB
(ASUSTek Computer Inc., Amerikagraphic card nVidia GeForce GTS
250 (nVidia, Taiwan), dan sistem operasi Windows (Microsoft, Amerika)

(3) Komputer terhubung internet dengan spesifikasi processof® |l
Core™ CPU Q8200 @ 2,33 GHz (Infel Amerika), RAM 4 GB
(ASUSTek Computer Inc., Amerikagraphic card nVidia GeForce GTS
250 (nVidia, Taiwan), dan sistem operasi Linux (Red Hat Inc., Amerika)

(4) Kelengkapan komputer lainnya sepeniouse (Simbadda, Indonesia;
Logitech, Cina)keyboard(Microsoft, Amerika; Logitech, Cina), monitor
(AOC, Amerika), UPS Wninterrupted Power Supplyproduksi APC,

Amerika
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3.2.2 Perangkat Lunak (Software)

Beberapa softwaggang digunakan dalam penelitian ini antara lain yaitu:

(1) PSI-BLAST (National Center for Biotechnology Information, Amerika)

(2) ClustalW2 (European Bioinformatics Institute, Inggris)

(3) Modeller 9v7 (University of lllionis, Amerika)

(4) CCP4 (The Collaborative Computing Project Number 4, Inggris)

(5) UCSF Chimera (Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatic, University of California san Fransisco, Amerika)

(6) PyMol (DeLano scientific LLC, Italia)

(7) Vega ZZ 2.3.1 (The Drug Design Laboratory, University of Milan, Italia)

(8) PROGRG2 Server (University of Dundee, Inggris)

(9) AutoDock Tools (The Scritps Research Institute, Amerika)

(10) GROMACS 4.0 (University of Gronigen, Belanda) dengan perantara
Cygwin (Red Hat Inc., Amerika)

(11) MOE (Chemical Computing Group, Kanada)

(12) VMD (University of lllionis, Amerika)

3.3Cara Kerja
3.3.1 Pembuatan Model Lipoksigenase

Pemodelan homologi 12-LOX perlu dilakukan karena simulasi dinamika
molekuler memerlukan makromolekul bersekuens lengkap (tidak ada residu yang
terputus). Tahapan pembuatan model 12-LOX yaitu sebagai bef#alt,
MODELLER A Program for Protein Structure Modeling Release 9v7, r6923,
2009):

a. Pencarian Homolog Lipoksigenase

Proses pencarian homolog Lipoksigenase dilakukan dengan mengirimkan
sekuens target Lipoksigenase hasil modifikasi dari penelitian sebelumnya ke
server PSI BLAST (Lampiran 1)nput data berkas Lipoksigenase ini berupa
berkas FASTA yang diciptakan dari konversi format PDB, menggureanare
Vega ZZ (Lampiran 2). PSI-BLAST memberikan rekomendasi database homolog
Lipoksigenase.
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b. Pemilihan Homolog

Setelah didapat daftar rekomendasi database homolog dari PSI-BLAST,
dilakukan pengurutan homolog berdasarkan skor kemiripan tertinggi. Karena
homolog yang dapat digunakan sebagai cetakan pemodelan homologi juga adalah
homolog bersekuens lengkap, maka dipilih homolog yang sesuai dari hasil
rekomendasi PSI-BLASTSoftwarePyMol digunakan dalam melihat kelengkapan
sekuens secara visual (Lampiran 3). Jika homolog memiliki lebih dari satu rantai
(chain), maka perlu dilakukan seleksi salah sdtain dengarsoftwareChimera

(Lampiran 4).

c. Pembuatan Cetakan

Dalam membuat cetakan dari homolog, dapat dibuat cetakan tunggal maupun
kombinasi. Homolog terpilih atau kombinasinya disejajarkan terhadap target
Lipoksigenase dengasoftware ClustalW2 (Lampiran 5) yang dilakukan secara

interaktif pada situsittp://www.ebi.ac.uk/clustalw/File output yang dihasilkan

berupa berkas PIR.

d. Pembuatan Model Lipoksigenase
Berkas PIR ini disalin ke berkas i gn-mul tiple.ali. Subprogram
Modeller 9v7 yang digunakan adalatodel-multiple.py.

e. Pemilihan Cetakan

Struktur yang didapat damodel-multiple.py disuperposisi terhadap target.
Superposisi dapat dilakukan dengan menjalankan fleug&Erposeadasoftware
CCP4Package Kombinasi cetakan yang dipilih adalah kombinasi dengan RMSD

terkecil.

f. Pemodelan Homologi
Setelah diperoleh cetakan terbaik, dicari lokasi sekuens yang terputus untuk
menentukan nomor residu asam amino yang akan dijadikaryéogpbaru. Tahap

ini dilakukan dengan menjalankamodel-loop-define.py dari Modeller 9v7.
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g. Evaluasi Model

Evaluasi Model 12-LOX mencakup evaluasi visual, stereokimia, dan RMSD
(Fiser & Sali, Comparative protein structure modeling with MODELLER: a
practical approach, 2001). Model 12-LOX yang dihasilkan dievaluasi secara
visual menggunakasoftwarePyMol. Dalam visualisasi ini diperhatikan apakah
model loop yang didapat memiliki sekuens yang lengkap. Evaluasi secara
stereokimia dilakukan dengassoftwvare PROCHECK (Lampiran 11) lalu
dihasilkan Plot Ramachandran. Dari plot ini dilihat nitadst favoured region
(persentase regio yang paling disukai). Evaluasi juga dilakukan dengan
membandingkan rantai utama menggunakan fusggerposeyang terdapat
dalam software CCP4. Dari superposisi dapat dilihat nilai RMSD. Model yang
dipilih harus unggul dalam ketiga proses evaluasi tersebut. Model Lipoksigenase

terbaik dapat digunakan sebagai input simulasi dinamika molekuler.

3.3.2 Optimasi Makromolekul dan Ligan

Makromolekul dan ligan perlu disiapkan terlebih dahulu sebelum dilakukan
penambatan molekuler. Optimasi makromolekul dilakukan dengan melakukan
minimisasi terhadap model 12-LOX dengan Vega ZZ.

File-file hasil penambatan molekuleada penelitian sebelumnya yang terdiri
dari set hasil penambatan molekudenyawa kurkumin, demetoksikurkumin, dan
bisdemetoksikurkumin pada 12-LOX dikumpulkan dalam kategori ligan masing-
masing. Senyawa tiga dimensi penelitian sebelumnya tersebut dioptimasi kembali.
Optimasi geometri struktur tiga dimensi ini berupa minimisasi energi struktur
untuk memperoleh konformasi struktur molekul ligan terstabil dengan
menggunakan piranti lunak Vega ZZ. Minimisasi energi mengubah geometri
molekul ke energi yang lebih rendah dari suatu sistem dan untuk menghasilkan
konformasi yang lebih stabil. Selama minimisasi berlangsung, akan dicari suatu
struktur molekul yang tidak mengalami perubahan energi jika geometri molekul
diubah dengan besaran tertentu.

Optimasi dengan Vega ZZ ini meliputi penambahan hidrogen, pembacan
field SP4 dan muatan parsighsteiger chargespenerapan minimisasi dengan
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metodetrust sebanyak 1000 langkah minimisasi dan pencarian konformasi terbaik
berdasarkan torsi fleksibel yang dimiliki.

3.3.3 Penambatan molekuler Ligan terhadap Target Model Lipoksigenase

Setelah diperoleh model Lipoksigenase bersekuens lengkap dan ligan yang
telah dioptimasi, dilakukan penambatan molekuler ligan terhadap target model
lipoksigenase. Tahapan penambatan molekuler adalah sebagai lfeakumio,

Tramontano, Martinelli, & Tuccinardi):

a. Struktur 12-LOX dipersiapkan pada program AutoDgc&mpiran 12), lalu
ditambahkan molekul hidrogen dah dihilangkan hidrogen non polar,
ditambahkan muatan #edengan bantuan Wordpad, ditambahkan muatan
pasial gasteiger chargesalu disimpan dalam format . pdb dan . pdbqt

b. Struktur ligan yang telah dioptimasi juga dipersiapkan pada AutoDock untuk
dikonversi menjadi format . pdbqt melalui AutoDock Tools (ADT).

c. PembuatanGrid Parameter File (. gpf) melalui ADT yang meliputi
pembuatan berkas map yang disesuaikan terhadap ligan dan penentuan batasan
ruang penambatan molekulegril boX yang memiliki pusat koordinat
(X,Y,2): 20.222, 2.247, 19.5 dan volugrid box 50 x 50 x 50 A(Utami,
2009).

d. Proses komputasigpf menjadi. gl g dijalankan melalui program AutoDock
melalui software Cygwin

e. PembuatanDocking Parameter File(. dpf) melalui ADT yang meliputi
penentuan berkaspdbqgt dari makromolekul dan ligan yang akan digunakan
serta penentuan parameter docking algorithm

f. Penambatan molekuler dengan Autodock melalui Cygwin dengan mengubah

format . dpf menjadi . dl g

3.3.4 Analisis Hasil Penambatan Molekuler

Analisis hasil penambatan molekuldifakukan dengan PyMol, MOE, dan
ADT (AutoDock Tools Ketigasoftwaretersebut dapat dipakai untuk visualisasi.
Dari kumpulan berkas hasil penambatan molekuler, diambil berkas-berkas yang
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berada dalam formatdl g, kemudian dilakukan pemilihan konformasi terbaik
yang disarankan dari klaster. Ekstraksi berkas-berkas tersebut menjagidile
dilakukan dengan ADT. Ekstraksi filedl g ini dilakukan untuk memisahkan
hasil penambatan molekulgang terdiri dari kumpulan konformasi ligan menjadi
satuan ligan yang dipilih dari klaster terbaik. ADT juga digunakan untuk
mengamati histogram dari tiap klaster yang kemudian dipilih konformasi ligan
denganhit penambatan molekulderbanyak, jugaAG hasil penambatan yang
terendah AG hasil penambatan dengan persentase klgsbanyak dapat diamati
dalam histogram yang sama.

Berkas hasil penambatad| g dapat dibuka dengan Wordpad untuk melihat
keterangan klastgrang terbentuk. Nilai Ki untuk penambatan terbaik dan klaster
terbaik dapat diamati padidle tersebut. Evaluasi ini kemudian dibandingkan

dengan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya.

3.3.5 Simulasi Dinamika Molekuler
Tahap-tahap simulasi dinamika molekuler yaitu sebagai berikut (Kerrigan):

a. Pembuatan Topologi Ligan

Software GROMACS untuk simulasi dinamika molekuler tidak dapat
mengkonversi berkas ligan. Oleh karena itu diperlukan bantuan PRODRG2.
Berkas koordinat ligan berupa heteroatom (HETATM) yang terdapat dalam
berkas . pdb dikirimkan ke server PRODRG2 untuk mendapatkan berkas
topologi ligan tersebut. Pengaturan PRODRG2 adalah memasukkaDharadity
dan Full chargesakan tetapi tidak memasukkan ofsiergy Minimization. File
yang diunduh berupa arsipzi p. lon Fé* tidak digunakan dalam simulasi

dinamika molekuler karena memerlukan persiapan topologi khusus yang rumit.

b. Konversi Berkas PDB menjadi Berkas GROMACS

Konversi berkas struktupdb menjadi berkas GROMACS ¢r o dan. t op)
dilakukan dengan menggunakan perinfadtb2gmx. Untuk simulasi 12-LOX
tanpa ligan digunakarorcefield G43A1, sedangkan untuk simulasi 12-LOX
dengan ligan digunakaforcefield gmx. Untuk simulasi berligan, diperlukan

penyisipan ligan setelah tahgpdb2gmx. Penyisipan ini dilakukan dengan
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menyalin koordinat dariDRGPOH. PDB ke bagian akhir berkasox2. pdb
dengan teks editor. Kemudian penomoran residu asam amino diubah sehingga
sesuai dengan urutan jumlah atom total dalam file. Tahap berikutnya adalah
mengedit berkas topologi ox.top dengan teks editor. Tulisan #include
“bides.itp” ditambahkan pada bagian bawah tulisan pararfwetafield, lalu pada
bagian [molecules] ditambahkan pula tulisan UNK di bawah €atapounddan

angka 1 di bawah #mols.

c. Pengaturan Kondisi Sistem

Pengaturan kondisi sistem terdiri dari bentuk sistem dan jenis pelarut. Bentuk
sistem yang digunakan adalah kotadulic), diatur menggunakan perintah
editconf. Pelarut yang digunakan adalah air untuk membuat simulasi berada pada

kondisi mendekati nyata, diatur menggunakan perintah genbox.

d. Penyusutan Energt(ergy Minimization)

Pengaturan peyusutan energi dilakukan dengan pegrdafipp berdasarkan
berkas em ndp (Lampiran 15). Parameter-parameter penyusutan energi
dimasukkan dalam berka&sm ndp dengan bantuan teks editor. Jika pengeditan
ini_dilakukan dalam Windows, perlu ditambahkan perintidds2unix untuk
mengkonversi berkas . ndp menjadi bentuk unix.

Penyusutan energi harus disertai dengan proses penetralan muatan sistem.
Penetralan muatan ini dilakukan dengan penambahan sejumlah kation atau anion,
yang diimbangi dengan pengurangan sejumlah pelarut (SOL). Proses penetralan
dilakukan dengan perintalgenion kemudian dilakukan pengeditan berkas
topologi untuk memasukkan keterangan ion yang ditambahkan dan menyesuaikan

jumlah atom pelarut. Penyusutan energi dilakukan dengan perintah mdrun

e. Penahanan Posisi

Penahanan posisi diatur dalam bergasndp (Lampiran 16). Pengaturan
parameter dilakukan dengan perintghompp, sementara penahanan posisi
dijalankan dengan menggunakan perintadirun. Parameter yang diatur adalah

temperatur.
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f. Simulasi Dinamika Molekuler

Simulasi dijalankan dengan menggunakan perintdlun, yang dijalankan
dari Unix shell Cygwin. Simulasi dinamika molekuler dilakukan terhadap 12-
Lipoksigenase dengan ligan dan atau tanpa ligan kurkumin, demetoksikurkumin,
dan bisdemetoksikurkumin (blanko negatif). Tahapan menjalankan MD dengan
Gromacs ini terdiri dari penentuan kondisi sistem (kotak dan pelarut), penyusutan
energi, penahanan posisi, dan pengaturan parameter. Penentuan kondisi kotak
dilakukan dengan perintaditconf. Penentuan parameter dapat dilakukan dengan
perintahgrompp. Parameter yang dapat diatur pada berihsndp (Lampiran
17) diantaranya waktu simulasi, temperatur, dan jenis pelarut. Simulasi
berlangsung selama 10 nanodetik, temperatur yang digunakan adalah 300°K, dan

jenis pelarut yang digunakan adalah air.

3.3.6 Analisis Hasil Simulasi Dinamika Molekuler

Setelah diperoleh hasil simulasi dinamika molekuler terhadap kompleks 12-
Lipoksigenase  dengan ligan  kurkumin,  demetoksikurkumin,  dan

bisdemetoksikurkumin, dilakukan analisis terhadap:

(1) Energi Potensial

Energi potensial dievaluasi untuk menentukan waktu untuk mengevaluasi
RMSF. Data energi potensial diperoleh dari sistem dengan pegnetergy.
Data hasil dari perintah tersebut dikonversi menjadi beMasosoft Excel

kemudian dibuat plot energi potensial terhadap waktu.

(2) RMSD (Root Mean Square Deviation) atau akar kuadrat rata-rata deviasi

Data RMSD dari sistem diperoleh dengan perifaims dengan memilih
opsi protein dan ligan. Data hasil dari perintah tersebut dikonversi menjadi berkas
Microsoft Excel kemudian dibuat plot RMSD terhadap waktu. Evaluasi RMSD
dilakukan untuk membandingan konformasi struktur pada waktu tertentu terhadap

konformasi semula pada awal simulasi.
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(3) RMSF Root Mean Square Fluctuation) atau akar kuadrat rata-rata fluktuasi

Data RMSF dari sistem diperoleh dengan perigtaimsf. Data hasil dari
perintah tersebut dikonversi menjadi berkdrosoft Excel kemudian dibuat
plot RMSF terhadap waktu. Evaluasi RMSF dilakukan untuk menganalisis
fleksibilitas protein pada sistem selama simulasi berlangsung.

(4) Kondisi lkatan Hidrogen (perintah g_hbond

Data kondisi ikatan hidrogen dari sistem diperoleh dengan pegntdiond
dengan memilih opsi protein dan ligan. Data dari perintah tersebut dikonversi
menjadi berkasMicrosoft Excel kemudian dibuat plot jumlah ikatan hidrogen

(dalam data jumlah donor dan akseptor atom hidrogen) terhadap waktu.

(5) Visualisasi lintasan simulasi dinamika molekuler

Pergerakan molekuler yang dinamis dapat diamati secara visual dengan
softwareVMD. VMD memerlukaninput berkasgr o sebagai molekul dant r r
sebagai data pergerakan tlpme Pengamatan interaksi ligan terhadap residu
12-LOX secara lebih lenjut dilakukan dengaritwareMOE dan PyMOL dengan
mengambil frame simulasi setiap 2 nanodetik dengan funggconv dari
GROMACS.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Model Lipoksigenase

a. Pencarian Homolog Lipoksigenase

Pencarian protein homolog 12-LOX dengan server PSI-BLAST (Lampiran 1)
menghasilkan 23 homolog yang memiliki kemiripan sekuens dengan 12-LOX.
Homolog-homolog tersebut diurutkan menurut skor dawalue dari yang

terbesar hingga yang terkecil (Tabel 4.1).

Tabel 4.1. Tampilan antarmuka output homolog target LOX dari

PSI-BLAST
Soore E

Sequences producing significant alignments: [Bita) Value

HiEe pdl |3D3L & Chain A, The 2.6 A Crystal Structure Of The Lipoxy... _B887F IS E
nee [v] pdbliLozla Chein A, Rebbit Reticulocyte 15-Lipoxygensse _B05 oe-172 EIEN
HEW ILI pdb [Z2P0M[2  Chain &, ‘Revised Structure Of Rabbit Reticulocyte ... 604 ie-173 E
HEwW lz‘ pdb [3FEE |A  Chain &, Crystal Structure Of Deltsd13-417:gs I1205... _250 Ze-£9 E
MW |Z| pdb [3FG4 |2 Chain &, Crystal Structure Of Deltad413-417:gs IS05... _259 2e-59 E
HEW pdb [2FG1 |2 Chain A, Crystal Strusture Of Deltadl3-417:gs Lox ... 259 ze-co H
HEwW T pdb [30¥5 |A  Chain &, Allene Oxdde Synthase 8r-Lipoxygenase Fro... 2509 Ze-£9 E
HEwW |Z| pdb |Z2FHG A Chain A, Insights From The E-Ray Crystal Structure... _Z258 Je-69 E
M [v] pdb|2TUT|x Chain &, Crystal Structure Of Soyhean Lipoxygensse-B 150 ge-37 H
Hbw _v_‘ pdb [1RCGYV [A  Chsin A, Lipoxygensse-3 Treated With Cumene Hydrop... _145 4=-35 E
HEw |Z| pdb |1TES |5 Chain A, Lipoxygenase-3 (Soybean) Complex With 13(... _144 EEHD E
e ’_7‘ pdb |1FGQ A Chain A, Lipoxygenase-1 (Soybean) At 100k, ©495e M... 137 Be-33 E
MW Ll pdb [3EWE [A - Chsin A, Lipoxygensse-1 [(Sovhean) I553a Mutant BEEC Ze-32 E
L pdb |3END |& Chain A, Lipoxyvgenase-1 (Sovbean), IS53v Mutant 136 de-32 E
MW LI pdb|Z5BL|E  Chain B, The Three-Dimensional Structure Of An Ara. .. 136 Ze-32 E
DR |Z| pdb [3ENC |A  Chain A, Lipoxygensse-1 [(Soyhean) I553g Mutant 1R 2e-32 E
HiEe lz‘ pdb |2TUE & Chain A, Crystal Structure Of Soybean Lipoxygenase... 136 2e-32 E
Hew 1] pdb|3ENE|:  Chain A, Lipoxygensse-1 (Sovhean) I5531 Mutant 136 ze-3z2 B
DL v pdb |1FGOTA  Chain A, Lipoxygenase-1 (Soybean) At 100k, 0495 M... 135 4e-32 E
HEwW '_v-_: pdb |1FGR|A Chain A, Lipoxygenase-1 [(Soybean) At 100k, QE97e M... 135 Se-32 E
MW v pdb [1FGT|2  Chain A, Lipoxygenase-1 (Soybean) At 100k, QfS97n M... 134 Te-32 E
MEW v pdb|1FeM|2 Chain &, Lipoxygensse-1 (Sovbean) At 100k, NE94h M... _134 Oe-33 E
BhY v pdb [174¥ |4  Chain A, Lipoxygensse-1 (Soybean) At 100k, WeO4g M... _134 le-31 E

Homolog protein yang berkualitas baik akan digunakan sebagai protein
cetakan. Kualitas yang harus dipenuhi adalah memiliki kesamaan sekuens yang
tinggi terhadap sekuens target, jumlah, dan panjang agai yang rendah, serta
memiliki resolusi yang baik. Nilai resolusi yang semakin kecil menunjukkan
struktur protein tersebut semakin baik (Sali & Tom, Comparative protein

modeling by satisfication of spatial restraints, 1993).
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b. Pemilihan Homolog

Diantara 23 homolog hasil pencarian PSI-BLAST tersebut, dipilih 8 homolog
yang memiliki persen kemiripan dengan 12-LOX diatas 30%, yaitu homolog
dengan kode protein 3D3L, 1LOX, 2POM, 3FG3, 3FG4, 3FG1, 3DY5, 2FNQ.
Kedelapan homolog tersebut disuperposisi terhadap target 12-LOX dengan CCP4,
kemudian dilihat kelengkapan sekuensnya (Tabel 4.2).

Tabel 4.2. Data hasil pencarian homolog target LOX dari PSI-BLAST

Identitas Persen Idenitas Persen

PDB Kemiripan (%) PDB Kemiripan
3D3L 92 3BNE 25
1LOX 58 3BND 25
2P0OM 58 3SBL 25
3FG3 31 3BNC 3]
3FG4 32 2IUK 26
3FG1 32 3BNB 25
3DY5 32 1FGO 25
2FNQ Bl 1FGR 24
11UJ 26 1FGT 24
1ROV % 1FGM 24
11K3 27 1Y4K 24
3FGQ 25

Dari 8 homolog tersebut diperolen 2POM adalah satu-satunya homolog
bersekuens lengkap, dengan RM3tb¢t Mean Square Deviation) 0,973 (Tabel
4.3). Ranking teratas hasil PSI-BLAST dimiliki oleh struktur 3D3L dengan
persentase kemiripan sebesar 91,5% sehingga 3D3L digunakan sebagai peningkat

keakuratan model.

Tabel 4.3. Data hasil superposisi homolog target LOX terhadap target LOX

Identitas RMSD Homolog terhadap  Jumlah Regio yang

PDB Target_Lox (A) Terputus
3D3L 0,001 3
1LOX 0,866 3
2P0OM 0,973 0
3FG1 1,302 1
3DY5 1,499 5
3FG3 1,372 1
3FG4 1,331 2
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c. Pembuatan Cetakan

Penyejajaran sekuens 12-LOX dilakukan dengan progtamtalWw2, lalu
dihasilkan berkas PIR (Lampiran 7). Homolog 2P0M, 1LOX, 3FGS3, 3FG4, 3FG1,
3DY5, 2FNQ digunakan sebagai cetakan, dengan target 12-LOX. Hasil
penyejajaran sekuens disalin pada berk&s gn-rultiple.ali dengan

menggunakan Wordpad (Lampiran 8).

d. Pembuatan Model Lipoksigenase

Berkas PIR yang telah disalin ke bergas gn-mul ti pl e. al i (Lampiran
8) dijalankan melalui subprogram Modeller 9v7 bernamadel-multiple.py
(Lampiran 9).

e. Pemilihan Cetakan
Model hasil yang didapat akan digunakan sebagai cetakan, sehingga tidak

perlu dilakukan pemilihan cetakan.

f. Membuat Model Loop Lipoksigenase

Model yang akan dibuat perlu pendefinisian nomor residu terputus yang
disusun dalam berkasmodel -1 oop-define. py. Penomoran residu ini
mengubah residu pertama enzim (Trpl76) sebagai residu pertama (Trpl) dan
seterusnya. Untuk menentukan norftmp yang akan dibuat, model hasibdel-
multiple.py disuperposisi dengan target 12-LOX. Berdasarkan visualisasi hasil
superposisi dengan PyMOL (Gambar 4.1), diperoleh residu yang sejajar adalah
111-117 loop 1), 220-238 lpop II), dan 423-428 Igop Ill). Penomoran ini
mengikuti penomoran model hasmodel-multiple.py. Model loop dibuat
menggunakan cetakan dengan mengisi penomoran residu yang akanadipuat
pada subprogrammodel-loop-define.py (Lampiran 10). Dari hasil pemodelan ini
didapat 12 variasi model dengan struktur rantai utama yang mirip dengan target
(Gambar 4.2).

g. Evaluasi Model
Dari evaluasi visual, didapatkan mod&l99. pdb merupakan satu-satunya

model yang memilikio-heliks paddoop Il. Persentase residu yang berada pada
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daerahmost favoureddari Plot Ramachandran adalah petunjuk terbaik untuk
mengetahui kualitas stereokimia model protein. Idealnya, suatu struktur dikatakan
baik apabila memiliki lebih dari 90% residu pada daerah tersebut (The CCP4
Suite: Program for protein crystallography, 1994). Dari evaluasi stereokimia
dengan Plot Ramachandran didapatkan mBU&I9. pdb sebagai model terbaik
denganmost favoured region 91,5% dafisallowed region0% (Gambar 4.3,
Tabel 4.4).

Tabel 4.4. Data Plot Ramachandran

Model Plot Ramachandran RMSD

LOX Most  Additional Generously Disallowed Jumlah  Model
Favoured Allowed Allowed Regions Disallowed terhadap
Regions Region Region (%) (%) Regions 3D3L_A

(%) (%) (A)

B99 91,5 7,5 0,9 0,0 0 1,048
BLO1 87,7 9,4 1,4 1.4 6 1,062
BLO2 87,0 8,5 3,3 1,2 5 1,077
BLO3 88,2 9,2 2,1 0,5 2 1,046
BLO4 89,4 8,7 1,4 0,5 2 1,083
BLO5 88,2 9,2 1,9 0,7 3 1,043
BLO6 88,7 9,9 1,2 0,2 1 1,043
BLO7 90,1 8,7 0,9 0,2 1 1,076

BLOS8 89,6 9,2 1,2 0,0 0 1,024
BLO9 89,9 9,0 1,2 0,0 0 1,060
BL10O 88,9 8,3 2,1 0,7 3 1,074
ILOO 85,1 9,4 3,1 2,4 10 1,108
B99min* 81,8 16,5 1,2 0,5 2 1,107

*B99 yang telah diminimisasi

RMSD terkecil dimiliki oleh modeBLO8. pdb sedangkam99. pdb terdapat
pada urutan ke-5 terkecil, yaitu 1,048 A (Tabel 4.4). Model Lipoksigenase terbaik
dapat digunakan sebagmput simulasi dinamika molekuler. Oleh karena itu,
model B99. pdb dipilih sebagai model 12-LOX yang digunakan pada tahap

berikutnya.

4.2 Optimasi Makromolekul dan Ligan

Hasil minimisasi makromolekul 12-LOX dievaluasi dengan melihat Plot
Ramachandran (Tabel 4.4). Saat dilakukan perbandingan antara model 12-LOX
setelah dan sebelum diminimisasi, diketahui bahwa model 12-LOX yang telah

diminimisasi memberikan hasil yang tidak lebih baik karena memitikist
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favoured regionsebesar 81,8% dadissallowed regionsebesar 0,5 %. Oleh
karena itu, 12-LOX yang digunakan dalam tahap penambatan molekiakh
model 12-LOX tanpa minimisasi.

Dari literatur, diketahui bahwa kurkumin memiliki 2 tautomer karena terjadi
tautomerisasi antara bentuk keto dan bentuk enol yang dipengaruhi oleh pH
(Sharma, Gescher, & Steward, 2005). Tautomerisasi dapat mengubah
kemungkinan interaksi antara ligan dan protein secara signifikan karena tautomer
memiliki perbedaan pengikatan hidrogen (Kalliokoski, Salo, Lahtela-Kakkonen,
& Poso, 2009). Gardner (1989) menemukan bahwa pH mempengaruhi spesifitas
LOX pada kedelai dimana berhubungan dengan bentuk asam atau anion dari
substrat (Xhen & Funk, 1993). Oleh karena itu, penambatan molekuler akan
dilakukan dengan ligan kurkumin, demetoksikurkumin, dan
bisdemetoksikurkumin bentuk enol dan keto. Modifikasi molekul ligan dilakukan
menggunakarsoftwareMOE (Lampiran 14), kemudian optimasi ligan dilakukan
menggunakan Vega ZZ (Lampiran 2) dengan menambahkan hidrogen, pemberian
force fieldSP4, muatan parsighsteiger chargedDan minimisasi dengan metode
trust sebanyak 1000 langkah minimisasi. Struktur yang paling baik akan diperoleh
di akhir minimisasi. Makin banyak torsi pada tiap ligan akan menambah lamanya

proses ini.

4.3 Penambatan Molekuler Ligan terhadap Target Model Lipoksigenase

Penambatan molekuler dijalankan dengan programodock4 melalui
Cygwin dengan algoritm&amarckian Genetic Algorithnkarena algoritma ini
merupakan perpaduan ddocal search(pencarian optimum lokal) dagenetic
algorithm (pencarian optimum global). Penambatan molekuler dilakukan terhadap
ligan kurkumin, demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin bentuk tautomer
enol dan keto. Pada penelitian ini dilakukan penambatan molekuker menggunakan
pengaturangrid penelitian sebelumnya (Lampiran 14). Penambatan molekuler
dilakukan di komputer Windows Quad Core dan berlangsung selama 61 jam
(kurkumin), selama 56 jam (demetoksikurkumin), dan selama 55 jam

(bisdemetoksikurkumin).
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Secara ringkas, perbedaan penambatan molekuoiledengan penelitian
sebelumnya mencakup tiga hal. Pertama, muatan Fe yaitu +3 ditambahkan pada
makromolekul 12-LOX dengan bantuan Wordpad, sedangkan Fe dibuat netral
pada penelitian sebelumnya. Kedua, 12-LOX yang digunakan pada penelitian ini
telah dilengkapi dengan pemodelan homologi sehingga dapat langsung digunakan
untuk tahap berikutnya, yaitu simulasi dinamika molekuler. Ketiga, struktur ligan

yang digunakan meliputi tautomer enol dan keto.

4.4 Analisis Hasil Penambatan Molekuler

Afinitas dan selektivitas ligan yang ditambatkan terhadap target makromolekul
dapat dilihat dari skor penambatan molekuler dari hasil penambatan molekuler.
Skorini mencakup energi bebas®) dan konstanta inhibisi (Ki). Semakin rendah
nilai konstanta inhibisi maka semakin efektif aktivitas hambatan protein target.
Kedua parameter penambatan molekulensebut dicantumkan dalam berkas
. dl g berupa data yang telah diranking dalam klaster. Dari hasil penambatan
molekuler makromolekul 12-Lipoksigenase dengan ketiga ligan, diambil klaster
terbaik (Tabel 4.5). File tersebut diekstraksi menjadi filpdb dengan
menggunakan ADT.

Tabel 4.5. Perbandingan hasil penambatan molekuler

Tautomer Enol Tautomer Keto AG
Nama AG Ran- Y AG Pt B> (kcal/
Ligan ~  (kcal/mol) king Klaster (kcal/mol) king Klaster mol)
Kurkumin +7,64 1 58 -0,25 1 23 -7,72
Demetoksi- -0,93 i g 3 -2,73 1 61 -8,12
kurkumin +4,93 2 93
Bisdemetok -4,85 i 11 -6,64 1 5 -8,06
skurkumin 13 53 5 47 -3,60 2 90

“dilakukan pada 12-LOMisorder[Sumber: Utami, 2009]

Pada tabel 4.5 dapat dilihat bahwa terdapat perbedaan menonjol dari
penanbatan  molekuler ligan  kurkumin,  demetoksikurkumin,  dan
bisdemetoksikurkumin bentuk enol dan keto. Pada bentuk enol dihagiRan
yang bernilai positif, yaitu +7,64 kkal/mol untuk kurkumin, +4,93 kkal/mol untuk
demetoksikurkumin, dan +2,53 kkal/mol untuk bisdemetoksikurkumin. Ini

menunjukkan tidak terjadinya ikatan antara ligan tautomer enol dengan 12-LOX.
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Dari penambatan molekulbentuk keto dihasilkanG bernilai negatif yaitu -0,25
kkal/mol untuk kurkumin, -2,73 kkal/mol untuk demetoksikurkumin, dan -3,60
kkal/mol untuk bisdemetoksikurkumin, menandakan terjadinya ikatan ligan enzim
yang kuat pada kompleks 12-LOX dengan ligan tautomer keto. Oleh karena itu,
simulasi dinamika molekuler dibatasi pada tautomer keto dari kurkumin,
demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin.

Konstanta inhibisi (K penambatan dari ketiga ligan tautomer keto dengan 12-
LOX menunjukkan nilai K sebesar 657,19 mMolar (mM), demetoksikurkumin
10,4 nM, dan bisdemetoksikurkumin 2,28 mM (Tabel 4.6). Terdapat beda yang
sangat jauh dibandingkan penelitian sebelumnya, yaitu@antuk kurkumin,

1,13 M untuk demetoksikurkumin, dan 1,2¥untuk bisdemetoksikurkumin.

Tabel 4.6. Perbandingan konstanta inhibisi (K)

Senyawa K; Docking K; Jurnal Ki Docking(mM)
(M) (M)
Kurkumin 2,22 1,7-4,3(41) 657,19
Demetoksikurkumin 1,13 1,7-4,3 10,4
Bisdemetoksikurkumin 1,24 1,7-4,3 2,28

“dilakukan pada 12-LOXisorder[Sumber: Utami, 2009]
“[Sumber: Khana, 2009]

SHain AG dan K, dapat pula diketahui interaksi ligan antara senyawa aktif
tanaman obat terpilih bengan protein target dengan membukadfilg dibantu
ADT. Pada hasil penambatan molekukato, diketahui bahwa interaksi ligan
kurkumin dengan 12-LOX memiliki 2 ikatan hidrogen, yaitu pada residu Glisin
590 dengan jarak 1,692 A dan Leusin 597 dengan jarak 2,054 A (Gambar 4.4).
Ligan Demetoksikurkumin memiliki 1 ikatan hidrogen dengan 12-LOX, yaitu
pada residu Trpl76 dengan jarak 2,774 A (Gambar 4.5). Ligan
bisdemetoksikurkumin tidak memiliki ikatan hidrogen (Gambar 4.6).
Perbandingan konformasi hasil penambatan molekefgga ligan dari penelitian
ini dengan penelitian sebelumnya ditunjukkan pada gambar 4.7 hingga gambar
4.9.

Kegagalan penambatan molekulstu¢k dump) sempat terjadi karena belum

dilakukannya pengaturan torsi ligan pada tahap minimisasi ligan. Tahap ini tidak
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dapat dilakukan jika minimisasi dilakukan dengsoftware MOE. Pada tahap
minimisasi ligan, Vega ZZ digunakan untuk menambahkan hidrogen dengan opsi
generic organic, menghilangkan molekul air, lalu mengkalkulasikan muatan dan
potensial dengaforce fieldSP4 sesualengarforce field yang direkomendasikan
program Vega ZZ untuk ligan. Muatan parsial yang digunakan beyagiger
charges sesuai dengan muatan parsial yang direkomendasikan oleh program
AutoDock4. Kemudian minimisasi dilakukan dengarust sebanyak 1000
langkah.

Berdasarkan “Rule of five”, senyawa yang digunakan dalam penambatan
molekuler dari sejumlah besar senyawa adalah senyawa dengan berat molekul
kurang dari 500, nilai cLogP antara -5 hingga +5, gugus donor ikatan hidrogen
kurang dari 5, gugus akseptor ikatan hidrogen kurang dari 10, dan jumlah ikatan
yang dapat berotasi (torsi fleksibel) kurang dari 10 (Felton, 2000). Torsi ketiga
ligan yang ditambatkan telah memenuhi syarat ini, yaitu berjumlah 7 torsi
(kurkumin), 6 torsi (demetoksikurkumin), dan 5 torsi (bisdemetoksikurkumin).
Pengaturan torsi sebaiknya dilakukan dengan meninjau letak torsi ligan dengan
membuka ADT bersamaan dengan Vega ZZ. ADT dibuka hingga tahap persiapan
ligan untuk membantu menunjukkan letak torsi, sedangkan Vega ZZ digunakan
untuk meminimisasi torsi. Setelah dilakukan pengaturan semua torsi pada Vega
ZZ dilakukan minimisasi, lalu berkas ligan disimpan pada ADT dalam format
. pdbqt .

4 5 Simulasi Dinamika Molekuler

a. Pembuatan Topologi Ligan

Topologi ligan dibuat dengan mengirimkan berkas PDB ke server PRODRG2
(Lampiran 13). Sebagai hasil, diperoleh arsip berisi parameter topologi ligan. Dari
arsip tersebut, hanyBdRGGWX. | TP dan DRGPOH. PDB yang digunakan dalam
simulasi dinamika molekuler. Untuk mempermudah kddRGGVX. | TP diubah
nama menjadi nama ligan masing-masiogr(. i tp, des.itp, bis.itp)
danDRGPCOH. PDB diubah nama menjadi nama ligan masing-massug ( pdb,
des. pdb, bis. pdb).
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b. Konversi Berkas PDB menjadi Berkas GROMACS

Berkas hasil perintapdb2gmx adalahl ox2. pdb danl| ox. t op, Output
PRODRG yang akan digunakan dikelompokkan dalam direktori yang sama
dengan berkas GROMACS, kemudian dilakukan penyisipan ligan

bisdemetoksikurkumin untuk simulasi dinamika molekuler berligan.

c. Pengaturan Kondisi Sistem

Pengaturan kondisi sistem dilakukan sebelum proses simulasi dinamika
molekuler. Dari perintaheditconf dihasilkan berkad ox2. pdb. Output ini
dimasukkan ke dalam kotak simulasi berisi pelarut air supaya mendekati kondisi
nyata dengan perintagenbox, lalu dihasilkan berkasox b4i on. pdb dan
| ox.top. Genbox membaca struktur 12-LOX dengan ukuran kotak dan
sejumlah air akan ditambahkan sesuai dengan kebutuhan hingga memenuhi kotak.
Hasil genbox ini berupa struktur 12-LOX yang terlarut dalam air dan tentunya
akan mengubah berkas topologi dimana air disertakan. Jenis air yang digunakan
adalah SPC216&f{mple Point Charge

d. Penyusutan Energitfergy Minimization)

Sistem lox bermuatan negatif sehingga perlu dilakukan penetralan. Sistem 12-
LOX tanpa ligan dan dengan ligan bisdemetoksikurkumin masing-masing
bermuatan -5 sehingga dilakukan penambahan lima buah ién Pases
penambahan ion ini dilakukan dengan perintafpenion dengan input
| ox_b4i on. tpr dan menghasilkarmoutput | ox_b4em pdb, lalu diikuti
dengan penggantian sejumlah pelarut dengan empat ion yNag telah
dimasukkan ke dalam sistem dengan perigt@mpp. Dengan grompp prosesor
GROMACS membaca berkas topologi molekuler, mengecek kevalidan berkas,
mengembangkan topologi dari deskripsi molekuler menjadi deskripsi atomik.

Setelah dilakukan penetralan sistem, perimdiun untuk penyusutan energi
dijalankan untuk menghilangkan konta&n der Waalsyang buruk antara atom
12-LOX dengan molekul air. Penyusutan energi dilakukan hingga mencapai
energi maksimum kurang dari 1000 kJ/mol. Pengaturan ini diletakkan pada berkas
em ndp yang akan disiapkan dengan peringdompp lalu jalankan dengan

perintahmdrun. Time step yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1 femto
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detik. Output hasil keluaran perintah ini adalah berkdox _emtrr,

| ox_em edr, | ox_em gro.

e. Penahanan Posisi
Penahanan posisi diberlakukan terhadap sistem yang kemudian menghasilkan

outputl ox_pr.trr,l ox_pr.edr danl ox_nd. gro.

f. Simulasi Dinamika Molekuler

Simulasi dinamika molekuler dilakukan dengan kompluieux berprosesor
empat. Simulasi dinamika molekuler blanko berlangsung selama 779,19 jam,
kurkumin selama 1001,90 jam, demetoksikurkumin selama 991,63 jam, dan
bisdemetoksi selama 997,35 jam. Output yang dihasilkan atalpbl . trr,

t opol . edr dant opol . gro.

4.6 Analisis Hasil Simulasi Dinamika Molekuler

(1) Energi Potensial

RMSF ditentukan dari waktu saat energi potensial memiliki fluktuasi minimal.
Dari grafik keempat sistem (Gambar 4.10) terlihat adanya penurunan energi
potensial di awal simulasi hingga satu nanodetik. Penurunan energi potensial ini
menunjukkan terjadinya relaksasi sistem pada awal simulasi yang disebabkan
terjadinya penyesuaian diri dari 12-LOX dengan lingkungannya yang berupa air
SPC216.

Grafik energi potensial simulasi selama 10 nanodetik
-318197 .7 T T T T | —LOX
E- -318841.8 2 4 6 6 1|O Kurkumin
E 23194859 Demetoksikurkumin
L]
§_ 320130 Ve Bisdemetoksikurkurmin
E 100 Mov. &
i . — 100 per. Mov. Avg.
¢ 3207742 Ll u—nlm;— VRN T i S b e (Lo
° ——— 100 per. Mov. Ave.
_D_— 3214183 4 | i (Kurkumin)
o Il |1|,.|f.-||~|||” [# L i "1|'| ally -I;.l o 1 i '-'IIII'I il ——100 per.Mov. Avg.
g 322062 4 - | {Kurkumin)
Ll — 100 per. Mav. Avg.
3227065 (Demetoksikurkumin)
Waktu (ns)

Gambar 4.10. Grafik energi potensial 12-LOX tanpa ligan selama simulasi 10 ns
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Mulai dari 1 nanodetik hingga akhir simulasi, sistem berusaha mencapai
kestabilan internal. Oleh karena itu, simulasi hingga 1 nanodetik tidak
dimasukkan dalam evaluasi RMSF. Selama simulasi 12-LOX tanpa ligan, kisaran
energi potensial berada pada -19950 kkal/mol. Pada simulasi 12-LOX dengan
ligan memiliki kisaran energi potensial -321250 kkal/mol. Perbedaan kisaran

energi potensial ini menunjukkan terjadinya pengikatan ligan.

(6) RMSD (Root Mean Square Deviation) atau akar kuadrat rata-rata deviasi
Selama simulasi berlangsung hingga mencapai waktu 4 nanodetik, keempat

sistem mengalami peningkatan RMSfiackbone yang menunjukkan bahwa

struktur enzim mulai terbukaugfold). RMSD backbonekeempat sistem mulai

stabil dari nanodetik ke-4. Mungkin ini disebabkan terjadi interaksi antar residu

pada enzim sehingga protein cenderung mempertahankan strukturnya pada tahap

ini (Gambar 4.11).

p.25 LOX

— Kurkumin

RMSD [A)
(]
(o8]

Demetoksikurkumin

= Bisdemetoksikurkumin

0.05

0] 2 4 6 8 10

Waktu (ns)

Gambar 4.11. Grafik RMSD backbof2-LOX tanpa ligan, dengan ligan

Sistem berligan demetoksikurkumin cenderung stabil pada kisaran 0,3 A
hingga akhir simulasi. RMSD tertinggi dicapai oleh sistem 12-LOX berligan
demetoksikurkumin. RMSDbackbone dari sistem 12-LOX dengan ligan
kurkumin, dan bisdemetoksikurkumin memiliki kecenderungan yang mirip, yaitu
berkisar 0,25 A. Sedangkan blanko 12-LOX memiliki RMiS&izkboneerrendah,
yaitu pada kisaran 0,23 A dan terus mengalami peningkatan secara bertahap

hingga akhir simulasi.
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(7) RMSF Root Mean Square Fluctuation) atau akar kuadrat rata-rata fluktuasi
RMSF diukur saat energi potensial memiliki fluktuasi terkecil, yaitu dimulai
dari 1 nanodetik hingga simulasi berakhir. Secara keseluruhan terdapat

fleksibilitas yang tinggi pada residu hasil pemodelan homologi. Fleksibilitas yang
tinggi ditunjukkan oleh grafik evaluasi RMSF (Gambar 4.12), terutamalpaga

II, yaitu pada residu Arg402 (puncak) dan sekitarnya. Ini membuktikan bahwa
terputusnya sebagian residu pada hasil kristalografi protein disebabkan oleh
tingginya fleksibilitas residu protein. Wilayah yang terputus senantiasa bergerak
sehingga densitas elektron membentuk pola yang tidak jelas sehingga sulit terbaca
dan tidak dapat diterjemahkan dalam bentuk struktur tiga dimensi.

0.45
04 +— =  Arg402 | = L >

——12-LOX Tanpa Ligan

— ——12-LOX Berligan
Kurkumin

12-LOX Berligan
Demetoksikurkumin

——12-LOX Berligan
Bisdemetoksikurkumin

176 276 376 476 576

Residu

Gambar 4.12. Grafik RMSF €L OX keempat sistem setelah simulasi dinamika
molekuler selama 10 ns

Puncak grafik RMSF tanpa ligan dicapai oleh residu Arg402 dengan nilai
RMSF 0,39 A. Jika disejajarkan dengan 15-LOX (Identitas PDB: 2POM), Arg402
ini ekivalen dengan Arg403. Arg403 ini penting dalam interaksi LOX, yaitu
dimana Arg403 merupakan posisi pengikatan spesifik dari substrat 15-LOX.
Arg403 dipostulasikan dapat berinteraksi dengan ujung metil dari asam arakidonat
(Toledo, Masgrau, Marechal, Lluch, & Lafont, 2010).

Grafik RMSF sistem 12-LOX tanpa ligan memperlihatkan adanya puncak
tertinggi pada Arg402, dan puncak sedang pada Alal82, Ser324, dan Pro326.

Universitas Indonesia

Analisis simulasi..., Febriane Trendy Tasbichaty, FMIPA Ul, 2010



50

Pada 12-LOX berligan kurkumin terdapat puncak sedang pada Gly256, berligan
demetoksikurkumin terdapat puncak tertinggi pada Ser324, juga puncak sedang
pada Lys611 dan Glu612, berligan bisdemetoksikurkumin memiliki puncak
tertinggi pada Ser324 dan Gly291. Jika keempat grafik ini digabungkan, maka
terlihat perbedaan fleksibilitas terhadap perbedaan jenis ligan.

Fleksibilitas 12-LOX dipengaruhi oleh adanya ligan yang berinteraksi. Secara
umum, terdapat penurunan fleksibilitas secara drastis saat simulasi 12-LOX
dengan ketiga ligan padi@op Il. Ini terlihat dari perbedaan signifikan RMSF pada
loop Il sistem 12-LOX berligan dibanding RMSF simulasi tanpa ligan. Penurunan
RMSF juga terjadi pada loop |.

(2) Kondisi lkatan Hidrogen
Kondisi ikatan hidrogen pada simulasi 12-LOX dengan ligan kurkumin terjadi
fluktuasi akseptor hidrogen dan peningkatan yang cenderung membentuk siklus

pada donor hidrogennya (Gambar 4.13). Jumlah akseptor hidrogen kompleks
tersebut dicapai pada jumlah 8.

Ikatan Hidrogen Kurkumin — Donor

9 - r | | | .

8

7 |” — Akseptor
=6
25
E 50 per. Mov.
= g Avg. (Doner)

2 ——50 per. Mov.

1 Avg.

0 . . T (Akseptor)

0 4 6 8 10
Waktu (ns)

Gambar 4.13. Grafik ikatan hidrogen 12-LOX dengan kurkumin selama simulasi

dinamika molekuler selama 10 ns

Kompleks 12-LOX dengan ligan demetoksikurkumin menunjukkan kenaikan
jumlah donor hidrogen sebanyak 4 buah dari awal simulasi hingga 3 nanodetik,
sedangkan jumlah akseptor hidrogen mencapai kestabilan sebanyak 1 buah dari
2,5 hingga akhir simulasi (Gambar 4.14). Pada kompleks 12-LOX dengan ligan
bisdemetoksikurkumin terjadi peningkatan ikatan hidrogen dari sisi donor secara
bertahap hingga 7 nanodetik (Gambar 4.15). Akseptor hidrogen pada kompleks
tersebut juga mengalami peningkatan bertahap seperti siklus hingga 3 nanodetik,
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kemudian menurun hingga 5 nanodetik sebelum terjadi kenaikan bertahap
kembali.

Ikatan Hidrogen Demetoksikurkumin

—Donor

—Akseptor

Jumlah
O = M W k= 00 G -

50 per. Mov. Avg.
(Donor)

——50 per. Mov. Avg.
(Akseptor)

0 2 4 6 8 10
Waktu (ns)

Gambar 4.14. Grafik ikatan hidrogen 12-LOX dengan demetoksikurkumin selama

simulasi dinamika molekuler selama 10 ns

lkatan Hidrogen Bisdemetoksikurkumin

T ——Donor

6

5 — Akseptor

4
E 3 ! | ”l'l 50 per. Mov.
g 5 ||| M Avg. (Donor)

I Il i

p M\l AL HIIIM unm M —s0 per wov

0 H | (Algs;eptor)

Waktu (ps)

Gambar 4.15. Grafik ikatan hidrogen 12-LOX dengan bisdemetoksikurkumin

selama simulasi dinamika molekuler selama 10 ns

Analisis ikatan hidrogen dengag hbond diamati lebih lanjut dengan
mengambilframe simulasi dinamika molekuler pada puncak grafik analisis ikatan
hidrogen (Tabel 4.7). Terdapat kesamaan residu yang terlibat dalam interaksi
ketiga ligan dengan 12-LOX, yaitu terlibatnya Trpl176 sebagai akseptor hidrogen.
Interaksi hidrogen 12-LOX dengan kurkumin diperlihatkan oleh Arg599 sebagai
donor hidrogen, dengan demetoksikurkumin oleh Val418 sebagai donor
hidrogen,, dan dengan bisdemetoksikurkumin oleh Ser594. Ser594 merupakan
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rantai samping polar yang berpotensi membentuk ikatan hidrogen dengan
inhibitor (Utami, 2009). Residu-residu tersebut merupakan residu terdekat yang
memberikan interaksi ikatan hidrogen dan berjarak kurang dari 3A dengan
masing-masing ligan.

Tabel 4.8. Data analisis simulasi dinamika molekuler dengan MOE

Waktu Kurkumin Demetoksikurkumin Bisdemetoksikurkumin
(ns) Residu Jarak Residu Jarak Residu Jarak
0 His365 2,70 Trpl76 2,70 Trpl76 2,64
His 540 2,84
2 Asn544 2,67 Trpl76 2,73 Trpl76 2,91
Val418 3,03 Lys179 2,93
4 Trpl76 2,75  Trpl76 2,70 Trpl76 2,61
Ser594 2,61 Ser594 2,75
6 Trpl76 2,69  Trpl76 2,66 Trpl76 2,85
Argb99 2,89 Val418 2,85 Ser594 2,80
Arg599 3,05
8 Trpl76 2,88 Trpl76 2,76 His540 2,92
Arg600 2,92 Val418 2,97 Ser594 3,09
Ala417 2,80
10 Trpl76 2,78  Trpl76 2,67 Trpl76 2,80

His365 3,06
Ser594 2,95

Secara keseluruhan, simulasi dinamika molekuler selama 10 nanodetik cukup
menggambarkan stabilitas ikatan antara 12-LOX dan mekanisme inhibisi dengan
ligan. Jika waktu simulasi ingin diperpanjang, sebaiknya dilakukan dengan
memanfaatkan klaster, suatu komputer paralel dengan beberapa prosesor,
sehingga lamanya waktu komputasi lebih pendek. Akan lebih baik lagi jika
simulasi dinamika molekuler memunculkan *Fesehingga simulasi makin

mendekati kondisi sebenarnya.

(3) Visualisasi Lintasan Simulasi

Untuk menjalankan visualisasi dengan VMD diperlukan berkgsl . gr o
sebagai molekul hasil daropol . t rr sebagai lintasan. Dari hasil pengamatan
visualisasi simulasi dinamika molekuler selama 10 nanodetik dengan VMD,
diperoleh bahwa perbedaan pergerakan ligan yang cenderung stabil. Selama
simulasi berlangsung, ion Ngetap berada pada tempatnya.
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Dari data pengambiladname simulasi dinamika molekuler setiap 2 nanodetik
dengantrjconv, dapat diamati interaksi ligan terhadap residu 12-LOX yang
divisualisasi dengan MOE. Dari visualisasi tersebut dapat dilihat pergerakan
molekul 12-LOX terhadap ligan (Gambar 4.16-4.18, Tabel 4.8). Terlihat beberapa
kesamaan residu terdekat dengan ketiga ligan, seperti Trpl76. Pada struktur
kristal 12-LOX, residu Trpl76 merupakan bagian pada C-terminal yang
membentuk daerah katalitik enzim (Khana, 2003).

Pada 15-LOX, residu lle418, Phe353, dan 11e593 dipostulasikan berinteraksi
dengan ujung metil dari asam arakidonat (Toledo, Masgrau, Marechal, Lluch, &
Lafont, 2010).Jika disetarakan dengan 12-LOX, residu-residu tersebut ekivalen
dengan Val418, Phe352, dan kemungkinan antara 1le593 dan Ser594. Dari
keempat residu tersebut, Val418 berada pada refisuder loop Il sehingga
residu tersebut tidak dapat diamati pada penelitian sebelumnya. Val418 muncul
pada visualisasi simulasi dengan MOE (Tabel 4.10-4.11). Pada penelitian
sebelumnya, residu Phe352, 11e593, dan Ser594 teramati dapat berinteraksi
dengan ketiga ligan (Tabel 4.9). Terjadi kestabilan ikatan Val418, lle593, dan
Ser594 pada simulasi 12-LOX dengan kurkumin, [le593 dan Ser594 pada simulasi
12-LOX dengan demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumin dengan Phe352
yang fluktuatif. Residu lainnya yang tidak dapat diamati tetapi muncul pada
visualisasi ini antara lain Phe414, Ala4l7, Lys416, 1le408, lle413 |waqgall,
dan Cys559 pada loop 1.

Residu Val418, Phe352, lle593, dan Ser594 membentuk suatu kantung
(pockej hidrofobik pada 12-LOX yang menjadi target penambatan ligan. Selama
simulasi dinamika molekuler berlangsung, kurkumin tertambat paaket
binding site hidrofobik tersebut. Terdapat perbedaan fleksibilitas antara ujung
metoksi yang satu dengan yang lain. Salah satu ujung metoksi yang tertambat
pada kantung hidrofobik 12-LOX terlihat kurang fleksibel (Gambar 4.19).

Pada awal simulasi 12-LOX dengan ligan demetoksikurkumin, ujung metoksi
dari ligan berada dekat terhadppckethidrofobik. Namun, terlihat perubahan
bentuk kantung sisi aktif secara signifikan yang dapat diamati dengan seksama

pada visualisasi tiap 2 nanodetik dimana mekanismdeced fit12-LOX dapat
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teramati dengan jelas. Bentuk kantung sisi aktif menjadi tertutup sehingga ligan
demetoksikurkumin terperangkap didalamnya (Gambar 4.20).

Pada simulasi 12-LOX dengan ligan bisdemetoksikurkumin yang diamati
secara visual, terlihat perubahan kantbimgling siteyang ada pada awal simulasi
perlahan terbuka membentuk suatu terowongan (Gambar 4.21). Mungkin ini
disebabkan hilangnya kedua gugus metoksi membuat hidrofobisitas ligan
bisdemetoksi menurun sehingga interaksi hidrofobik yang dapat terjadi pada
ujung kantung hidrofobikidak terjadi.

Situs aktif 12-LOX terbentuk oleh atom Fe non heme yang dibatasi beliks
Residu asam amino yang penting diantaranya His360, His365, His453, dan
His540 yang berperan penting sebagai agen pengkhelat besi (Utami, 2009). Pada
awal simulasi 12-LOX dengan kurkumin terdapat interaksi donor hidrogen dari
rantai samping His365 dan His540. Pada simulasi 12-LOX dengan kurkumin dan
bisdemetoksikurkumin dapat dilihat terdapat interaksi dengan residu His360 dan
His365 yang stabil, sedangkan pada demetoksikurkumin terdapat interaksi dengan

His365 yang relatif stabil.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1Kesimpulan

1. Hasil penambatan molekuler menunjukkan bahwa tautomer keto memiliki
aktivitas inhibisi terhadap 12-LOX dilihat dari perbandingan M@ yaitu
bernilai negatif untuk tautomer keto dan bernilai positif untuk tautmer enol.

2. Simulasi dinamika molekuler 12-LOX dengan ketiga ligan menunjukkan
terdapat perbedaan mode pengikatan ligan dari kompleks 12-LOX dengan
masing-masing ligan, yaitu simulasi pada kompleks 12-LOX dengan
kurkumin menunjukkan konformasi yang cenderung stabil, sedangkan
kompleks dengan demetoksikurkumin dan  bisdemetoksikurkumin
menunjukkan perubahan konformasi pada situs pengikatan 12-LOX berturut-

turut menjadi konformasi tertutup dan terbuka.

5.2Saran

1. Simulasi dinamika molekuler 12-LOX perlu dikembangkan dengan
membangun topologi ion Fesupaya lebih mirip dengan kondisi sebenarnya.

2. Memperpanjang waktu simulasi dinamika molekuler untuk melihat
pergerakan 12-Lipoksigenase secara lengkap menggunakan komputer klaster
untuk mempersingkat proses simulasi.

3. Prosedur simulasi dinamika molekuler dengan GROMACS perlu
dikembangkan lebih lanjut sehingga dapat diperoleh paramétgang dapat

mendukunganalisis secara lebih mendalam.
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[Sumber: Bruice, 2004 “telah diolah kembali”]
Gambar 2.1 Struktur protein (a)hdiks, (b) lipatan paralel dan antiparaleldian
(c) struktur tersier protein
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Hasil permodelan homologi ditunjukkan oleh struktur berwarna k pada target -LOX
(jinggd). Struktur hasil permodelan homol ini didapat dari kombinasi homolog -LOX
(tampak diperbesar). Model-LOX hasil kombinasi (kuning), 2POM &), 2DY5 (hijau), 2FNC
(merah), 3FG1 (biru), 3FG3 (ungu), 3FG4 (magenta) pa) loop | (residu11-117); (b) loop I

(residu 220-238); (c) loop Il (residu 423-428)

Gambar 4..Hasil permodelan homologi pada targe-LOX
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B99.pdb BLO6.pdb

Keterangan: Hanya moc B99.pdb yang memberikan konformasielix. Model lainnye

memberikarioop saja.

Gambar 4.2Visualisasi lasil permodelan homologrilayah yancdisorder pada
(@) loopl, (b) loopll, dan (c) loop I
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Ramachandran Plot
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B.,L] 388 91.5%
Residues in additional allowed regions [a,b,l.p] 32 7.5%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 4 0.9%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 424 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 26
Number of proline residues 35
Total number of residues 487
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
B99no 01.ps

Gambar 4.3. Plot Ramachandran hasil permodelan homologi
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LEU407

Gambar4.4. Konformasi ligan kurkumin setelah docking, titik-titik hijau

menunjukkan ikatan hidrogen ligan dengan 12-LOX

ILEdRg: Pl < 1 %
- TR
gy o= LEU4D7

Gambar 4.5. Konformasi ligan demetoksikurkumin setelah docking terhadap 12-
LOX, titik-titik hijau menunjukkan ikatan hidrogen ligan dengan 12-LOX

GLNS

| LEUZE1 =

Gambar 4.6. Konformasi ligan bisdemetoksikurkumin setelah docking terhadap
12-LOX
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Gambar 4.7Perbandingan visualisasi hadocking kurkumirsebelum pemodele
homologi (biru) dan sesudah pemodelan homologi berupa ter keto (kuning)
dan tautomer enol (jingga) terhadap targe-LOX

Gambar 4.8Perbandingan visualisasi hadocking demetoksikkumir sebelum
pemodelan homologi (biru) dan sesudah pemodelan homologi berupa ta

keto (kuning) dan tautomer enol (jingga) terhadap tarc-LOX

Gambar 4.9Perbandingan visualisasi hadocking bislemetoksiurkumin
sebelum pemodelan homologi (birdan sesudah pemodelan homologi bel
tautomer keto (kuning) dan tautomer enol (jingga) terhadap tar-LOX
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2ns

Keterangan :
O polar == sidechain acceptor O solvent residue ©@arene-arene
O acidic  +— sidechain donor © metal complex @+ arene-cation
O basic  ** backbone acceptor solvent contact
greasy **- backbone donor - metal contact
Lo, proximity - ligand O receptor
" contour exposure exposure

[Sumber: MOE]
Gambar 4.16. Interaksi ikatan 12-LOX dengan kurkumin selama simulasi

dinamika molekuler (Ons, 2ns, 4ns, 6ns, 8ns, 10ns)
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Phe

414
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(Lanjutan)

Val 8ns
418
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Phe 2 ns
a4

[Sumber: MOE]

Gambar 4.17. Interaksi ikatan 12-LOX dengan demetoksikurkumin selama
simulasi dinamika molekuler (Ons, 2ns, 4ns, 6ns, 8ns, 10ns)
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6 ns
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(Lanjutan)
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[Sumber: MOE]
Gambar 4.18. Interaksi ikatan 12-LOX dengan bisdemetoksikurkumin selama

simulasi dinamika molekuler (Ons, 2ns, 4ns, 6ns, 8ns, 10ns)
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10 ns
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Gambar 4.1%isualisasi superposisimulasidinamika molekuler ligan kurkumi
padapocket binding sit 121.0X pada waktu 0 ns (hijau), 2 ns (biru), 4
(magenta),

6 ns (kuning, 8 ns (pink) dan 10 ns (putih)

Gambar 4.2Wisualisasi superposisimulasidinamika molekuler ligal
demetoksikurkumin pacpocket binding site 1ROX pada waktu 0 ns (hija,
2 ns (biru), 4 ns (magenta), 6 ns (kuning), 8 ns (pink) dan 10 ns

_ : - -~
Gambar 4.2Visualisasi superposisimulasidinamika molekuler ligal
bisdemetoksikurkumin pacpocket binding site 12OX pada waktu 0 ns (hijau
2 ns (biru), 4 ns (menta), 6 ns (kuningB ns (pink) dan 10 ns (put
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Tabel 4.9. Hasil analisis penambatan molekulgnada penelitian sebelumnya

Nama Senyawa

Residu Kurkumin Demetoksikurkumin Bisdemetoksikurkumin

Val 190 % v v
Leu 193
Leu 194
Leu 361
Leu 589
Leu 597
Tyr 551
His 360
His 365
GlIn 356
GIn 547
GIn 590
lle 357
lle 593
Ser 594
Phe 352 %

\'

<

< < < < <
= T =
<

< < < < < < < <
< < < < < < < < < K<

ST < < S < e <

[Sumber: Utami, 2009]
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Analisis simulasi...
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Lampiran 1. Tampilan antarmuka PSI-BLAST

€ & B %) 7 | 2 htpblast.ncki.nimnih.govfBlast caPPROGRAM=blastpaBLAST_PROGRAMS=blastpepe 2«

= Find Next Aioice [8 adthor vode * [Rshow Inages o Fittowidth | O, 100% |+

Sign In] [Register

blastp suite

blastn |hlastp hlastx thiastn thlastx |

BLASTP programs search protein databases using a protein querny. more

Resetpage  Bookmark
Enter Query Seguence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear CGuery subrange &

ALYAHDALRLWEITARYVEGIVHLFYQRDD IVEGDPELQAWCRE ITEVGL

CQLQDRGFPVSFQSQSOLCHFL THCWF TCTAQHA ATHOGOLD WY AVVPHA R
PCTHRMPPP TTEEDVTHATVMGSLPDVREQACLOMATSWHLSDMVPL GHHE
EEYF3GPEPEAVLNQFRTDLEELEKEITARNEQLDWE YEYLEPSC IENSV To
™
4 *
or. B T %
Dr, upload file | @
Job Title |emiripan Strukdur |
Entter & descriptivertitle for your BLAST search &)
|| Align two or more sequences &
Choose Search Sef
Database Protein Data Bank prote
Organism Mon-redundant protein sequences (nr) = -
optional Reference proteins (refseg_protein) e S || Excludes S
Swissprot protein sequences(swissprot) v 20 top tas will ke shown &0
Exclude Patented protein sequences(pat)
Optional Frotein Data Bank protel )
Entrez Query Environmental samples{eny_nr) i
Optional '

Ertter an Entrez query o imit search &

Frogram Selection
Algorithm 1 blastp (protein-protein BLAST)
o PSLBLAST (Position-Specific lterated BLAST)
PHI-ELAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
Chooze a BLAST algarithm &

Search database Protein Data Bank proteins{pdb) using PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)

| | Showr results in a3 news windas:

I+ Algorithin parameters Note: Parameter values that differ from the default are
highlighted in yellow ’
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Lampiran 2. Tampilan antarmuka Vega ZZ

W VEGA ZZ 2.3.1 - Port 1 - WS 0: Empty

o

S Ee

Ele Edit Wiew Calculate Tools  Bioinformatics Help

IR TEN S 7)

o

\' Empty |
i

5IAnnE Trendy

Tniversity of Indonesia

Rotate Al

Lampiran 3. Tampilan antarmuka PyMOL

Buld Mowie Display Setting Scene

File  Edit Mouse Wizard  Flugin Help  Tukorial

Reset i Zoom ‘ Draw ‘ Ray | Rock

FyMOL({TM) Incentiwe Product - Copyright (C) 2006 DeLano Scientific LLC.

A Current PyMOL Maintenance and/or Support Subscription may be required

Unpick. | Deselect | Get Yiew
_for legal use of this Build beyond a finite honor-system evaluation per ‘<| <lStDP|PIGY| >i bl IMCIEG'
1g1déase wisit httpl LA, pyinol . org/funding. heml for more information. Command ‘ Bullder
This PyMOL Executable Build incorporates Open-Source PyMOL 0.99rcé.

M PyMOL Viewer

POl _
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Lampiran 4. Tampilan antarmuka software UCSF Chimera

2 LUCSF Chimera

SIS Acktions Presets Tools  Fawvorites  Help

Chain
Chemistry
Residue
Struckure

Sequence...

Atom Specifier. ..

By Attribute Yalue. .,
Zone,,,

Clear Selection

Invert (all models)

Invert (selected models) —
Select all

Selection Mode (replace)
Broaden

Marraw

Undo

Mame Selection...

Construck Selector, ..

5417 atoms, 5432 bonds
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Lampiran 5. Tampilan antarmuka software interaktif

Clustalw?2

88

Clustalw?2

ClustalW2 is a general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins. It produces
biologically meaningful multiple sequence alignments of divergent sequences. It calculates the best match for
the selected sequences, and lines them up so that the identities, similarities and differences can be seen.

Evolutionary relationships can be seen via viewing Cladograms or Phylograms.
New users, please read the FAQ.
>> Download Software

9]

YOUR EMAIL ALIGNMENT TITLE RESULTS ALIGNMENT
I f ISequence interactive full
KTUP WINDOW SCORE TYPE TOPDIAG PAIRGAP
(WORD SIZE) LENGTH
def| def percent | def def |
MATRIX GAP OPEN NO END GAP GAP
GAPS EXTENSION DISTANCES
def def | yes | def def|
ITERATION NUMITER
none |
OUTPUT PHYLOGENETIC TREE
OUTPUT OUTPUT TREETYPE CORRECT DIST. IGNORE GAPS CLUSTERING
FORMAT ORDER
pi aligned | | none | ot ot N

Enter or paste a set of sequences in any supported format:

=

Upload a file: J Browse...

Analisis simulasi..., Febriane Trendy Tasbichaty, FMIPA Ul,
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Lampiran 6. Tampilan antarmuka hasil penyejajaran sekuens oleh software

ClustalWw2

EMBL-EBI :

Databases Tools

Help

General Help
Formats

Gaps

Matrix
References
Clustalw2 Help
ClustalW2 FAQ
Jalview Help
Scores Table
Alignment
Guide Tree
Colours

All Databases Enter Text Here

EBI Groups Training Industry About Us Help dminde B) &

ClustalW2 Results

Results of search

Number of sequences 3

Alignment score N 6849

Sequence format Pearson

Sequence type ) . -aa
:Oulpuﬂile clustalw2-20081025-1434271163.output
I.ui’«lignrnerlt file clustaw2-20081025-1434271163.aln
IVGuide tree file ! C\usmlw2»20091025-54342? 1163.dnd
Your input file clustaiw2-20081025-1434271163.input

SUBMIT ANOTHER JOB |

Scores Table

Sortby | Sequence Number  View Output File

SegA Name Len(aa) Len(aa) Score

1 3D3L_A.pdb 451 2 2P0M_A.pdb 662 64
1 3D3L A.pdb 451 3 target 3D3L1JNQ.pdb 451 100
2 2POM_A.pdb 662 3 target 3D3L1JNQ.pdb 451 64

PLEASE NOTE: Some scores may be missing from the above table if the alignment was done using multiple CPU mode. Please check the output.

Sort by Vﬁﬂ}uéﬂcmmgl\ View Output File
Alignment

Show Colors  View Alignment File

>P173D3L_A.pdb
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Lampiran 7. Tampilan pengaturan alignment.ali

C; A multiple alignment in the PIR format; used in tutorial

>P1;3DY5 A

structureX:3DY5 A:3 :A:1066 :::: 3.51:
WKNFGFEIFGEKYGQEELEKRIKDEHTPPPDSPVFGGLKLKLKKEKFKTL
FTLGTTLKGFRRATHTVGTGGIGEITIVNDPKFPEHEFFTAGRTEFPARLR
HANLKYPDDAGADARSFSIKFADSDSDGPLDIVMNTGEANIFWNSPSLED
FVPVEEGDAAEEYVYKNPYYYYNLVEALRRAPDTFAHLYYYSQVTMPFKA
KDGKVRYCRYRALPGDVDIKEEDESGRLTEEEQRKIWIFSRHENEKRPDD
YLRKEYVERLOQKGPVNYRLQIQIHEASPDDTATIFHAGILWDKETHPWED
LAKVSIKTPLSPDVLEKTAFNIANQPASLGLLEAKSPEDYNSIGELRVAV
YTWVQHLRKLKIGSLNAIYNVEVETGDREHAGTDATITIRITGAKGRTDY
LKLFE-==———- AGSKEQYTVQGFDVGDIQLIELHSDGGGSG——-DPDWEV
NRVIIISSTQDRVYSEFPCFRWVIKDMVLFP--GEATLPEFNEVPAIVSEQR
QKELEQRKLTYQWDYVSDDMPGNIKAKTHDDLPRDVQFTDEKSRSYQESR

KAALVNLGIGSL-———===—==—— === ———mm e WHEDRWF
GYQFLNGANPVILTRCDATLPSNFPVTNEHVNAST,DRGKNLDEETIKDGHIY
TVDFKVLVGAKSYGGPVLEDIG-~--—~ EADTRYCAAPLALFYVNKLGHLM

PIAIQIN-QEPGPENPIWTPHEENEHDWMMAKEFWLGVAESNEFHQLNTHLL
RTHLTTESFALSTWRNLASAHPIFKLLOPHIYGVLAIDTIGRKELIGSGG
IVDQSLSLGGGGHVTFMEKCFKEVNLODYHLPNALKKRGVDDPSKLPGEY
YRDDGLALWEAIETFIGEIIAIFYKNDDDVKRDNEIQSWIYDVHKNGWRV
NPGHQDHGVPASFESREQLKEVLTSLVFTFSCQHAAVNEFSQK——-———-—— N
APAILRHPPPKKKGEATLOSILSTLPSKSQAAKAIATVYILTKFSEDERY
LGNYSATAWEDKDALDAINRFQDKLEDI SKKIKQRNENLEVPYIYLLPER
IPNGTAI*

>P1;2P0M A

structureX:2P0M A:2 tA:663 :::: 2.40:

———————————————— GVYRVCVSTGASIYAGSKNKVELWLVGQHGEVEL
GSCLR--—=== PTRNKEEEFKVNVSKYLGSLLEVRLRKKHFLKEDAWECN
WISVOALGAAEDKYWEFPCYRWVVGDGVQSLPVGTGCTTVGDPQGLFQKHR
EQELEERRKLYQWGSWKEGLILNVAGSKLTDLPVDERFLEDKKIDFEASL
AWGLAELALKNSLNILAPWKTLDDENRIFWCGRSKLARRVRDSWQEDSLEFE
GYQFLNGANPMLLRRSVQLPARLVEP----PGMEELQAQLEKELKAGTLF
EADFALLDNIKANVIL-—-—-—==——-———— YCOOYLAAPLVMLKLOQPDGKLM
PMVIQLHLPKIGSSPPPLFLPTDPPMVWLLAKCWVRSSDFQVHELNSHLL
RGHLMAEVETVATMRCLPSIHPVFKLIVPHLRYTLEINVRARNGLVSDEG
IFDQIMSTGGGGHVQLLOOQAGAFLTYRSFCPPDDLADRGLLG---VESSF
YAQDALRLWEIISRYVQGIMGLYYKTDEAVRDDLELOSWCREITEIGLQG
-——AQKQGFPTSLOSVAQACHEFVTMCIFTCTGQHSSIHLGQLDWETWVPN
APCTMRLPPPTTK-DATLETVMATLPNLHQSSLOMSIVWQLGRDQPIMVP
LGOHQEEYFSGPEPRAVLEKFREELAIMDKEIEVRNEKLDIPYEYLRPSI
VENSVAI*
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>P1;3FG3 A
structureX:3FG3 A:372 :A:1066 :::: 2.31:

—————————————— HHATIYNVEVETGDREHAGTDATITIRITGAKGRTDY
LKLDK---GSFEAGSKEQYTVQGFDVGDIQLIELHSDGGGYWSGDPDWEV
NRVIIISSTQDRVYSFPCFRWVIKDMVLEFP--GEATLPFNEVPAIVSEQR
QKELEQRKLTYQWDYVSDDMPGNIKAKTHDDLPRDVQFTDEKSRSYQESR
KAALVNLGIGSLETMFENWDSYDDYHILYRNWILGGTPNMADRWHEDRWE
GYQFLNGANPVILTRCDALPSNFPVTNEHVNASLDRGKNLDEEIKDGHIY
IVDFKVLVGAKSYGGPVLEDIGYKVPDEADIRYCAAPLALFYVNKLGHLM
PIATQIN-QEPGPENPIWTPHEENEHDWMMAKFWLGVAESNFHQLNTHLL
RTHLTTESFALSTWRNLASAHPIFKLLOPHIYGVLAIDTIGRKELWGSGG
IVDOSLSLGGGGHVTFMEKCFKEVNLODYHLPNALKKRGVDDPSKLPGFEY
YRDDGLALWEAIETFIGEITAIFYKNDDDVKRDNEIQSWIYDVHKNGWRYV
NPGHQDHGVPASFESREQLKEVLTSLVETFSCQHAAVNFSQKDHYGFTPN
APATILRHPPPKKKGEATLOSILSTLPSKSQAAKATATVYILTKFSEDERY
LGNYSATAWEDKDALDAINREFQODKLEDISKKIKQRNENLEVPYIYLLPER
IPNGTAT*

>P1;3FG4 A

structureX:3FG4 A:373 AN 006 : o Nl 1

——————————————— HATYNVEVETGDREHAGTDATITIRITGAKGRTDY
LKLDK---GSFEAGSKEQYTVQGEFDVGDIQLIELHSDGGGYWSGDPDWEV
NRVIITISSTQDRVYSFPCFRWVIKDMVLEP--GEATLPENEVPAIVSEQR
QKELEQRKLTYQWDYVSDDMPGNIKAKTHDDLPRDVOETDEKSRSYQESR
KAALVNLGIGSLETMFENWDSYDDYHILYRNWILGGTPNMADRWHEDRWE
GYQFLNGANPVILTRCDALPSNEFPVTNEHVNASLDRGKNLDEEIKDGHIY
IVDFKVLVGAKSYGGPVLEDIGYKVPDEADIRYCAAPLALEFYVNKLGHLM
PIATIQIN-QEPGPENPIWTPHEENEHDWMMAKFWLGVAESNFHQLNTHLL
RTHLTTESFALSTWRNLASAHPIFKLLOPHIYGVLAIDTIGRKE----GG
IVDOSLSLGGGGHVTFMEKCFKEVNLODYHLPNALKKRGVDDPSKLPGEY
YRDDGLALWEATIETFIGEITATIEYKNDDDVKRDNEIQSWIYDVHKNGWRY
NPGHQDHGVPASFESREQLKEVLTSLVETEFSCQHAAVNESQKDHYGETPN
APATILRHPPPKKKGEATLOSILSTLPSKSQAAKAIATVYILTKFSEDERY
LGNYSATAWEDKDALDAINRFOQDKLEDISKKIKQRNENLEVPYIYLLPER
IPNGTAI*
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>P1;3FGl A
structureX:3FGl _A:372 :A:1066 :::: 1.85:

—————————————— HHAIYNVEVETGDREHAGTDATITIRITGAKGRTDY
LKLDK---GSFEAGSKEQYTVQGFDVGDIQLIELHSDGGGYWSGDPDWEV
NRVIIISSTQDRVYSFPCFRWVIKDMVLEP--GEATLPENEVPAIVSEQR
OKELEQRKLTYQWDYVSDDMPGNIKAKTHDDLPRDVOFTDEKSRSYQESR
KAALVNLGIGSLETMFENWDSYDDYHILYRNWILGGT PNMADRWHEDRWE
GYQFLNGANPVILTRCDALPSNEFPVTNEHVNASLDRGKNLDEEIKDGHIY
IVDFRVLVGAKSYGGPVLEDIGYK-—--EADIRYCAAPLALEFYVNKLGHLM
PIAIQIN-QEPGPENPIWTPHEENEHDWMMAKFWLGVAESNFHOLNTHLL
RTHLTTESFALSTWRNLASAHPIFKLLOPHIYGVLAIDTIGRKELIGSGG
IVDQSLSLGGGGHVTIFMEKCFKEVNLODYHLPNALKKRGVDDPSKLPGEY
YRDDGLALWEAIETFIGETIAIFYKNDDDVKRDNEIQSWIYDVHKNGWRV
NPGHQDHGVPASFESREQLKEVLTSLVETEFSCQHAAVNESQKDHYGETPN
APATILRHPPPRKKGEATLOSILSTLPSKSQAAKATATVYILTKESEDERY
LGNYSATAWEDKDALDAINREQDKLEDISKKIKQRNENLEVPYIYLLPER
IPNGTATI*

>P1;2FNQ A

structureX:2FNQ A:374 oo o (Nl U

———————————————— ATYNVEVETGDREHAGTDATITIRITGAKGRTDY
LKLDKWEFHNDFEAGSKEQYTVQGEFDVGDIQLIELHSDGGGYW—--DPDWEV
NRVIIISSTQDRVYSEFPCFRWVIKDMVLEP--GEATLPENEVPATIVSEQR
OKELEQRKLTYQWDYVSDDMPGNIKAKTHDDLPRDVOFTDEKSRSYQESR
KAALVNLGIGSLFTMFENWDSYDDYHILYRNWILGGTPNMADRWHEDRWE
GYQFLNGANPVILTRCDALPSNFPVTNEHVNASLDR--NLDEEIKDGHIY
IVDFKVIENGAKSY === — - —a=— —— 5= ADIRYCAAPLALFYVNKLGHLM
PIAIQIN-QEPGPENPIWTPHEENEHDWMMAKFWLGVAESNEFHOLNTHLL
RTHLTTESFALSTWRNLASAHPVEKLLOPHIYGVLAIDTIGRKELIGSGG
IVDOSLSLGGGGHVTFMEKCFKEVNLODYHLPNALKKRGVDDPSKLPGEY
YRDDGLALWEAIETFIGEIIAIFYKNDDDVKRDNEIQSWIYDVHKNGWRY
NPGHODHGVPASFESREQLKEVLTSLVEFTFSCQHAAVNESQKDHYGETPN
APAVLRHPPPKKKGEATLOSILSTLPSKSQAAKATATVYILTKESEDERY
LGNYSATAWEDKDALDAINRFQDKLEDISKKIKQRNENLEVPYIYLLPER
IPNGTATI*
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>P1;3D3L A
structureX:3D3L A:176 tA:662 o

KAGALEMALKRVYTLLSSWNCLEDEFDQIFWGOKSALAEKVRQCWQDDELFE
SYQFLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLP----SGMEELRAQLEKELONGSLF
EADFILLDGIPA-———————————————— EKQYLAAPLVMLKMEPNGKLQ
PMVIQIQPPNPSSPTPTLFLPSDPPLAWLLAKSWVRNSDFQLHEIQYHLL
NTHLVAEVIAVATMRCLPGLHPIFKFLIPHIRY -~ ————
—————————— GGHVOLLRRAAAQLTYCSLCPPDDLADRGLLG—---LPGAL
YAHDALRLWEITARYVEGIVHLEYQRDDIVKGDPELQAWCREITEVGLCQ
-——AQDRGFPVSFQSQSQLCHFLTMCVFTCTAQHAAINQGOLDWYAWVPN
APCTMRMPPPTTKEDVTMATVMGSLPDVROACLOMATISWHLS—---DMVP
LGHHKEKYFSGPKPKAVLNQFRTDLEKLEKEITARNEQLDWPYEYLKPSC
LEN SIS

>P1l;target 3D3L1JNQ

structureX:target 3D3L1JNQ:176 tA: 662 1:::o:

KAGALEMALKRVYTLLSSWNCLEDEFDQIEFWGQKSALAEKVROQCWQDDELFE
SYQFLNGANPMLLRRSTSLPSRLVLP----SGMEELRAQLEKELONGSLF
EADFILLDGIPANVIR-—-=-=-——-—--——-— GEKQYLAAPLVMLKMEPNGKLQ
PMVIQIQPPNPSSPTPTLFLPSDPPLAWLLAKSWVRNSDFQLHEIQYHLL
NTHLVAEVIAVATMRCLPGLHPIFKFLIPHIRYTMEINTRARTQLISDGG
IFDKAVSTGGGGHVQLLRRAAAQLTYCSLCPPDDLADRGLLG---LPGAL
YAHDALRLWEIITARYVEGIVHLEFYQRDDIVKGDPELQAWCREITEVGLCQ
-——AQDRGFPVSFQOSQSQLCHFLTMCVETCTAQHAAINQGQLDWYAWVPN
APCTMRMPPPTTKEDVTMATVMGSLPDVRQACLOMAISWHLSRRQPDMVP
LGHHKEKYFSGPKPKAVLNQFRTDLEKLEKEITARNEQLDWPYEYLKPSC
IENSVT-*
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Lampiran 8. Pengaturan model-multiple.py

# Howology wodeling with multiple templates
from modeller import * # Load standard Modeller classes
from wodeller.automodel import * # Load the automodel class

log.wverbhose () # recquest wverhose output
env = enwvironi) # create & new MODELLER environment to build this model in

# directories for input atom files

env.io.atom files directory = ['.', '..Hatom_files']
a2 = automodel (env,
alnfile = 'aligh-mualtiple.ali', # alignment filensme
knowns = ('2POM A','3DY¥Y5 A','3FG4 A','3IFG3I_A','3FG1_4','ZFNQ A',
'3D3L_L'), i codes of the templates
sequence = 'target IDIL1JNQ') # code of the target
a.3tarting model=s 1 # index of the first model
s.ending model = 1 # index of the last model
# (determines how wahy models to caloculate)
a.make ) # do the actual homology modeling

Lampiran 9. Tampilan pengaturan model-loopeefine.py

from wodeller import *
from wodeller.automodel import *

log.verhose ()
EnV = environi)

env.io.atom _files directory = ['.', '..jatDaniles']

# Create & new class bazed on 'loopmodel' Zo that we can redefine
# select loop atoms
class MyLoop (loopmmodel) :
# Thiz routine picks the residuez to be refined by loop modeling
def select loop stomsiself]:
# Three rezidue rangez (both will he refined simultansously)
return selection(self.residue range('111:', '117:'],
self.residue range('220:', 'Z48:'),
self.residue range('423:', '428:'))

a = MyLoop(env,
alnfile = 'align-multiple.ali', # alignment f£ilename
knowns = ('ZPOM_A','3DY5 _A','3FG4 A','3FGF_A','3IFGL_A',

'Z2FNQ 4' ' 3D3L A4S, # code= of the templates

sequence = 'target 3DIL1JNQ', # code of the target
loop =sssess _methods=assess.DOPE) # asseszz each loop with DOPE

f.5tarting model= 1 # index of the first model

a.ending model = 1 # index of the last model

&.loop.starting model = 1 # First loop model

a.loop.ending model = 10 # Last loop model

g.loop.md lewvel= refine.slow # Loop model refinement lewvel

a.make (] # do modeling and loop refinement
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Lampiran 10. Tampilan antarmuka superpose dan PROCHECK pada
software CCP4 package

CCP4 Program Suite 6.0.0 CCP4Interface 1.4.4 running on acer-b9210d4102 Project: ANNE (=13
Superpose molecules using Lsqkab or Topp Change Project | Help
Coordinate Wilities i I il Directories&ProjectDir
= 172 E6 May 10 FINISHED superpose desl0_ 0 i =
Ll ContentAnalysts 171 26 May 10 FINISHED superpose deas 0 View sy il
Convert Coordinate Formats 170 26 May 10 FINISHED superpose dess_ 0O \iew Files from Job  —! ‘ L
5 5 169 26 May 10 FINISHED superpose desd 0O
Edit PDB File 168 26 May 10 FINISHED superpose desz_ 10 Search/Sort Database..
167 26 May 10 FINISHED superpose curz_ 0 = = =
Superpose Molecules i ]
PEES 166 26 May 10 FINISHED superpose curd 0 ey e
Superpoze molecules using 165 26 May 10 FINISHED superpose curé_ 0 Kill Job
Lsgkab or Topp 164 26 May 10 FINISHED superpose ours_ 0 e
ImportEdit Protein Sequence 163 26 May 10 FINISHED superpose curld 0 ReRun Job..
162 26 May 10 FINISHED superpose bizld_ 0 - |
=t —
16l 26 May 10 FINISHED superpose biss_ 0 | kil Oalg =
160 26 May 10 FINISHED superpose biszs_ 0 Preferences
159 26 May 10 FINISHED superpose bisd 0 v N
" i | = Mail CCP4 i

Job title Isuperpnse1

Superpose using Secondary Structure Matching - I

¥ combine superposed coordinates with fixed coordinates in output PDB file

Moving  Full path.. — l Biramse | Wiew
Fixed ANNE = Ilipnksigenase.pdh Birawuse | Wiew

PDEowt  ANNE i l Bramse | \fiew
Atom selection for SSAT
Run — | Save or Restore — Close

| " LR

Help

Jobtitle |

¥  Run Procheck to analyse structure geometry
[ Run Sfcheck to analyse structure against experimental data —

Coords in ANNE — l Browse | Yiew

Extract maxnmum resolition from MTZ file or enter below

MTZin  ANNE = | Brrowse | View

e

Frocheck Parameters

Do analysis for chain F
Maximum resolution imit

v Output colour Postscript plot files
[ Output plots to printer Not Installed — ‘

Run — | Save or Restore — Close |

Keterangan: Untuk menjalankan PROCHECK, masutaké/alidation & Deposition
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Lampiran 11. Tampilan antarmuka AutoDock

HEX)

96

AutoDockTools

File Edit Select 30 Graphics Display Color  Compute  Grd3D  Hydrogen Bonds  Help

FEc N EmeEe 2l

| Ligsnd  Floxble Residuss  Grid Docking  Run  Anslyze

Se'-53| ﬂm x bﬁiodi;sa_ . CPK ¥ Rib. ' L b.Atom Ml EhainHAs *Ha DG bse”c Ist,
F PMY Molecules [ OOOOODQQGQQGQQ
P Wbides B8 CO00 OSSO

Mod: [l Time: 11000 Selected: [N BEENI of — |FR[ 00 @ W
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(Lanjutan)
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Maximurm Murber of evals: Imedium ﬂ

Grid Options

File Center R Help
Current Total Grid Pts per map: 132651
number of points in x-dimension:

I |50 I

number of points in y-dimension:

H| ||I5“|||[I|

number of points in z-dimension:

Spacing (angstrom): IT1037S T
Center Grid Box: <offset>

¥ center: | 20222
¥ center: Eﬂﬁ'— 'T_I]|||||!I]IIIII
Z center: m— [ Il

Genetic Algorithm Parameters

Mumbet of G& Runs:

Fopulation Size:

haximum fumber of generations: |27000

Maximurm Mumber of top individuals F,T
that autornatically surive:

Hate of Gene Mutation: |0.02

Rate of Crossover: (0.8

hean of Cauchy distributian far

gene mutation: iD'D

“ariance of Cauchy distribution fDrFEI
gene mutation: X

Mumber of generations for picking

weorst individual: '1EI

Accept | Close |
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Set Docking Run Options

for random number generator:  Use defaults

For RANDOM NUMBER GENERATOR LIERARY:

° Built-In-Library w

—

" time (¥

 pid

pid

@« time

* Selact library + set seeds

Flatform-Independent Library
{frorm UTexas Biomedical School):

SELECT ONE RANDOM NUMBER GENERATOR SEED:

T uszer defined

" userdefined

for energy parameters: O lUge defaults
External Grid Energy
Maximum allowable initial energy:
taximum Mumber of Retries:

Calculate internal electrostatic energy: " i¥es

% Customize BNy parameters

ENMERGY PARAMETERS:

1000.0
0o
10000
& No

for step size parameters: " Usze defaults

Translation (Angstromidstep):

Taorzion (Degreelstep):

* Custornize step size parameters

STER 5IE PARAMETERS:

Enter values for 15t | last cycles to have AutoDock calculate trnrf

[2.0

Cuatermion (Degree/step): ESD.D

a0.0

for output farmat parameters: 0 Use defaults

no output: ("

full state autput
at end of each cycle:

RME Cluster Tolerance (Angstram):
Reference structure file for RMS calc:

~

petfarm a cluster analysis: o

for clustering multi-job output only: -
Write all confarmations in a cluster:

Accept

¢ Customize output farrmat parameters

OUTELUT FORMAT PARAMETERS:

Level of Detail for output: _
{use no output for GA and minimal for 54)

minimal output:

detailed output
for each step:

20

for results of a docking:

do no analysis:

do not write all conformations:

Close
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Lampiran 12. Tampilan antarmuka softwarePRODRG2

A The Dundee PRODRG Server - Microsoft Internet Explorer =10|%

Fle Edt YView Favorites Tooks Help

“Back v = v @ [2) A | QSearch (aiFavorites PHstory Dv & A =

Address |ej http://davapc 1.bioch.dundee.ac.uk fprograms/fprodrg/fprodrg.html j @Go | |Links ” |Norton Antivirus & ~
./Search - Ed|t| Google || AltaVista ~ Ask Jeeves AltheWeb ~ LookSmert i Customize More ¥

The Dundee PRODRG?2 Server

Finally, a FAQ is available , READ it before using this server

Molecular ws X-TAY «. drug
topologies for ... refinement/MD ...  design/docking

Funded by:

The Wellcome Trust

Draw Molecule With JME

. OF ...

Paste your input here (PDB coordinates, MDL MOLfile, text drawing). See below for instructions.

o RN Ene sy
Chirality e g‘ -
“chargesminimization

oo el e rroorc e
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Lampiran 13. Tampilan antarmuka MOE

& moe 2008.10

Filz Edit Zelection Render Computs GizMOE \Windowe Help :S\-"L SEG; AncEl
Builder
Wlinimize
Delete...
Clogs...

L

. Caolor

~
Mode
\ Label w

Hidle

EM‘*;—"*.’ L__ Showy

Messure

rf ‘%“]’ 'L Remowve

Invert

Zelect »
Extend w

Lig

Dials ¥ Rotate: % [0 v |z [0 franskte: » [0y, [0,z [0 Zoom: 1)
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Lampiran 14. Berkas em.mdp sistem 12-LOX berligan

title = LOX bisdesmetoksicurcumin
cpp = /usr/bin/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = none
integrator = steep

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 1800
nstlist = 10

ns_type = grid

rlist = 1.0
coulombtype = PME
rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12

fourier nx = 0

fourier ny =0

fourier nz = ©

pme order =%

ewald rtol = [EFE

optimize fft = yes

2 Energy minimizing stuff
emtol = 1000.0
emstep = 0.01

vdwtype = cut-off, pme_order = 4
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Keterangan: untuk sistem 12-LOX tanpa ligan, yang diberi warna abu-abu diganti menjadi:



Lampiran 15. Berkas pr.mdp sistem 12-LOX berligan
title = LOX bidesmetoksicurcumin
cpp = /usr/bin/cpp
define = -DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md
dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 15000 ; total 30 ps.
nstcomm =1
nstxout = 250 ; collect data every 0.5 ps
nstvout = 1000
nstfout =0
nstlog = 10
nstenergy = 10
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = YR
coulombtype = PME
rcoulomb =1.0
vdwtype = cut-off
rvdw = 1
fourierspacing = 0.12
fourier nx =0
fourier ny 0
fourier nz =0
pme_ordexr =6
ewald rtol = le=5
cptimize fft = yes
; Berendsen temperature coupling is on
Tcoupl = berendsen
tau t =/0.1 0.1
tc-grps = protein non-protein
ref t =0 300
; Pressure coupling is. on
Pcoupl ERberencsen
tau p = 0.5
Pcoupltype = isotropic
compressibility = 4.5e-5
rf* D i L
; Generate velocites is on at 300 K.
gen vel = yes
gen_ temp = 300.0
gen_seed =" 17352

102

Keterangan: Untuk sistem 12-LOX tanpa ligan, yang ditandai warna abu-abu diganti menjadi:
nsteps = 10000, pme_order = 4, pcoupl = parrinello-rahman, pcoupltype = isotropic
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Lampiran 16. Berkas md.mdp sistem 12-LOX berligan

title = LOX bisdemetoksicurcumin
cpp = /usr/bin/cpp

constraints = all-bonds
integrator = md

dt = 0.002 ; ps !

nsteps = 500000 ; total 1 ns.

nstcomm = 1
nstxout = 5000 ; collect data every 10 ps
nstvout = 0

nstfout = 0
nstlist = 10
ns_type = .grid
rlist = 1.0
coulombtype = PME
rcoulomb = 1.0
vdwtype = cut-off
rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12
fourier nx =
fourier ny 0

fourier nz = 0

pme order =.6

ewald rtol = le-5

optimize fft = yes

; Berendsen temperature coupling is on
Tcoupl = berendsen

tau t = 0.1 0.1

tc-grps = protein non-protein

ref t = 300 300

; Use Energy group monitoring
energygrps = protein sol UNK

; Pressure coupling is on

Pcoupl:/= berendsen

pcoupltype = isotropic

tau p = 0.5

compressibility = 4.5e-5

ref posasie0

; Generate velocites is on-at 300 K
gen_vel = yes

gen temp = 300.0

Jengsetl, = L4850

o

Il

Keterangan: Untuk sistem 12-LOX tanpa ligan, yang diberi warna abu-abu diganti menjadi:
pme_order = 4, energygrps = -, pcoupl = parrinello-rahman, pcouplype = -
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Lampiran 17. Perintah LINUX* yang dipakai dalam penelitian ini

1. cd..
= menaikkan direktori satu tingkat
2. cd nama_folder
= masuk atau pindah direktori pada satu tingkat
3. mkdir
= membuat direktori baru
4. Is
= melihat isi dari direktori
5. exit
= keluar dari emulasi LINUX

*dalam penulisan skripsi ini, semua perintah pemrograman ditultsielnsedangkan

berkadfile dituliskan dengafont Courrier Newuntuk mempermudah pemahaman

Lampiran 18. Perintah AutoDock

1. autogrid4 —p berkas_grid.gpf —I berkas_grid.glg&

= menjalankan program autogrid4 untuk memroses berkas grid
Input : cur. gpf
Output: cur . gl g
2. autodock4 —p berkas_docking.dpf —| berkas_docking.dlg&

= menjalankan program autodock4 untuk memroses berkas docking
Input : cur. dpf
Output: cur . dl g
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Lampiran 19. Perintah GROMACS 4.0

1. pdb2gmx —ignh —ff gmx —f lox.pdb —o lox2.pdb —p lox.top —water spce
= membuat topologi awal, diikuti langkah memasukkan ligan

Input : 1| ox. pdb

Output: | ox2. pdb, | ox. t op

2. editconf —bt cubic —f lox2.pdb —o lox2.pdb —d 0.9
= memproses pembuatan genbox

Input : 1 ox2. pdb

Output: | ox2. pdb

3. genbox —cd lox2.pdb —cd spc216.gro —o lox_b4ion.pdb —p lox.top
= memproses pengisian genlm®ngan air bertopologi spc216

Input : 1| ox2. pdb, spc216.gro

Output: | ox_b4i on. pdb, | ox. top

4. grompp —f em.mdp —c lox_b4ion.pdb —p lox.top —o lox_b4ion.tpr
= proses penghitungan muatan sistem

Input :em ndp, | ox_b4i on. pdb

Output: | ox_b4i on. t pr

5. genion —s lox_b4ion.tpr —o lox_b4em.pdb —pname Na —np 5 —g lox_ion.log
= proses penetralan sistem dengan ion yang tersedia

Input : | ox_b4ion.tpr, Mg

Output: | ox_b4em pdb, 1 ox_i on. | og

6. grompp —f em.mdp —c lox_b4em.pdb —p lox.top —o lox_em.tpr

Input :em ndp, | ox_b4em pdb

Output: | ox. top, | ox_em t pr

7. mdrun —v —deffnm lox_em
= menjalankan proses minimisasi

Input :lox_emtpr

Output: 1 ox_emtrr,l ox_emedr,l ox_emgro

8. grompp —f pr.mdp —c lox_em.gro —p lox.top —o lox_pr.tpr

Input : pr. mdp

Output: | ox. top,l ox_pr.tpr
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9. mdrun —v —deffnm lox_pr
= menjalankan proses penahanan posisi
Input :lox_pr.tpr
Output: 1 ox_pr.trr,l ox_pr.edr,l ox_pr.gro
10.grompp —f md.mdp —c lox_pr.gro —p lox.top —o topol.tpr
Input : nd. ndp, |l ox_pr.gro
Output: | ox. t op, t opol . t pr
11.mdrun —v —deffnm topol —g md.log
= menjalankan proses simulasi dinamika molekuler
Input :topol.tpr
Output: t opol . trr,topol . edr,topol . gro
12.trjconv —f lox_md.trr —o lox_md.xtc
= menjalankan proses kompresidata . trr
Input :lox_nd.trr
Output: | ox_nd. xt c
13.g_energy —f topol.edr —o pe.xvg —skip 50
= mendata energi potensial selama simulasi dinamika molekuler berlangsung
Input :lox_nd. edr
Output: pe. xvg
14.g_rms —s topol.tpr —f topol.trr —o0 bkbone_rmsdlox.xvg
Input :topol.tpr,topol.trr
Output: bkbone_r nsdl ox. xvg
15.g_rmsf —f lox_md.xtc —s topol.tpr —o traj_rmsf.xvg —b 1000 —e 10000 —ox
traj_avg.pdb
Input : lox_md.xtc, t opol . t pr
Output: traj _rmsf.xvg,traj _avg. pdb
16.g_hbond —f lox_md.xtc —s topol.tpr —o hbond.xvg
Input :lox_nd.xtc,topol.trr

Output: hbond. xvg
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Lampiran 20. Jenis asam amino penyusun protein
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SO0 SOy tlzoo- l:lzc::-cr tlzoor
+H,3N—t|:—H +I-I3N—'|G—H +H3N—'|3—H +H3N—'|3—H +H3N—'|3—H
GlH tlng H—C—GH; -:lee CHe
-
S o oHe GHe
w0 o b L
|
GHy i
Walin Leusin Isu.:uleusj.n Metionin Feru};li]ﬂlun
fraly ey file) ety {phe)
ol SO (wlaley flioc-' clzocr
+H.3N—-|3—H +H3N—J?—H +H3N—J>—H "HaN—'f—H "HaN—'f—H
| I |
o o SHz CHz CHa
lHe IHra J: H* | |
CHz CHa _hi‘h '|3Ha '|3Ha
c':r::ur::-' /&\\\ || ~a f|3He f|3H~a
hsar Glutareat ' © _O & '|3Ha I|\IH
{ghu) G,:gﬂl? = Histidin MHz+ I|G=NHE+
L Lisin MHe
=) L yoiny
{arg)
(lsley (2l OO SO GO
I (I . I N I
+H3N—<£—H +H3N—n|?—H FH3M——H HaN—':li—H I-I3N—<|3—H
cI;H\3 H—T—OH H—é—OH SH -;lee
[
; H s s
iala) Treonin HE._
(28Dl {thr) H
OH Triptofan
Tirosin (e
ity
elelay GO SO0 -I’:Oc::-' '|3 o
+H3N—I:S—H +H3N-J'7-H +H3N—(£—H +H3N—'.i":—H +H2I‘1—G—H
| I
H CHe CHz e MG, O
Cilisin Lo 4 coo &
(Ely) Sistein e o Apart arid Prolin
(evs) hsparagi d (o)
(asm)
[Sumber: Abedon, ST., Important Words and Concepts from Stryer Biochemistry]
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Lampiran 21. Skema kerja penelitian

Hasil
docking
penelitian
sebelumnya

Docking
tautomer ligan
pada
makromolekul

MOE

\ 4

Evaluasi

AG, K;

AutoDock

Ya

Apakah
residu 12-LOX
lengkap?

Ya

Ti alﬁ’emodelan
Homologi

PSI-BLAST
Clustalw2

Moldeller 9v

A

Evaluasi

Apakah ligan
memiliki
tautomer?

Persiapan

Evaluasi

A

Y

Topologi
\ Ligan

y

PRODRG

VMD
g_rmsf

g_rms

g_energy

g_hbond

Simulasi Dinamika
Molekuler

CCP4 Packages

PyMOL

GROMACS 4.0
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