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ABSTRAK

Nama : Tirtana Prasetia
Program Studi : Kimia
Judul : SIMULASI DINAMIKA MOLEKUL KOMPLEKS

HISTONE DEACETYLASE (HDAC) KELAS Il HOMO
SAPIENS DENGAN SUBEROYLANILIDE HYDROXAMIC
ACID (SAHA) DAN TURUNANNYA SEBAGAI
INHIBITOR KANKER SERVIKS

Kanker serviks merupakan kanker nomor dua yang paling sering menyerang
perempuan di dunia. Kanker serviks disebabkan oleh Human papillomavirus
(HPV) onkogenik. Inhibisi aktivitas Histone deacetylase (HDAC) telah diketahui
sebagai strategi potensial untuk terapi kanker. SAHA merupakan inhibitor HDAC
yang telah digunakan dalam terapi kanker namun masih memiliki efek samping.
Modifikasi SAHA bertujuan untuk meminimalisir efek samping. Penggunaan
gugus triazol pada rantai SAHA diketahui telah meningkatkan kemampuan
inhibisi pada SAHA dan kurang bersifat toksik. Pada penelitian ini akan dilakukan
simulasi dinamika molekul terhadap modifikasi SAHA yang terdiri dari ligan 1c,
2a, dan 2c untuk berinteraksi dengan keenam HDAC dalam kondisi yang
dipengaruhi oleh pelarut. Terhadap keenam HDAC kelas I, terlebih dahulu
dilakukan docking dengan satu inhibitor SAHA dan satu inhibitor modifikasi.
Kemudian hasil docking tersebut dilakukan simulasi dinamika molekul untuk
mengetahui afinitas inhibitor dalam kondisi tersolvasi. Hasil dari simulasi
dinamika molekul menunjukkan afinitas ligan 2c dengan HDAC 4, 6, dan 7 lebih
baik dibandingkan inhibitor SAHA. Afinitas yang baik juga ditunjukkan oleh
ligan 2a dan 1c pada HDAC 5 dan 9. Diharapkan dari hasil penelitian ini dapat
menjadi acuan untuk mendapatkan inhibitor yang lebih baik.

Kata kunci . kanker serviks, HPV, HDAC, triazol, SAHA, inhibitor
modifikasi, docking, dynamic.
xiii + 144 hal : 26 gambar; 14 tabel
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ABSTRACT

Name : Tirtana prasetia
Major : Chemistry
Title : MOLECULAR DYNAMICS SIMULATION OF COMPLEX

HISTONES DEACETYLASE (HDAC) CLASS Il HOMO
SAPIENS WITH SUBEROYLANILIDE HYDROXAMIC
ACID (SAHA) AND ITS DERIVATIVES AS INHIBITORS
OF CERVICAL CANCER

Cervical cancer is second most common cancer in woman worldwide. Cervical
cancer caused by human papillomavirus (HPV) oncogene. Inhibition of histone
deacetylase (HDAC) activity has been known as a potential strategy for cancer
therapy. SAHA is an HDAC inhibitor that has been used in cancer therapy but
still has side effects. SAHA modification proposed to minimize side effects.
Triazole attachment on the chain of SAHA has been known to enhance the
inhibition ability of SAHA and less toxic. In this study, it will be carried out with
molecular dynamic simulations of SAHA modifications consisting ligand 1a, 2a
and, 2c to interact with six HDAC in hydrated conditions. To all six Class Il
HDAC, performed docking with SAHA and a modified inhibitor. Then the
docking results were carried out molecular dynamics simulations to determine the
inhibitor affinities in hydrated conditions. Results from molecular dynamic
simulations showed affinities of ligand 2c with HDAC 4, 6, and 7 were better than
SAHA. Good affinity was also shown by ligand 2a and 1c on HDAC 5 and 9. The
results of this study can be a reference to obtain better inhibitors.

Key word . cervical cancer, HPV, HDAC, triazole, SAHA, modified
inhibitor, docking, dynamic.

xii + 144 pages : 26 pictures; 14 tables

Bibliography  : 54 (1982-2010)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Kanker serviks atau kanker mulut rahim merupakan penyakit kanker yang
disebabkan terinfeksinya sel-sel bagian serviks oleh Human Papilloma Virus
(HPV). Kanker serviks merupakan kanker yang paling sering menyerang kaum
wanita di seluruh dunia setelah kanker payudara. Pada tahun 2010, dilaporkan
terjadi 529.000 kasus baru dengan lebih dari 80% terjadi di negara-negara
berkembang dengan tingkat mortalitas global lebih dari 50%. Di Indonesia, kasus
kanker serviks dilaporkan terdapat 13 kasus baru per 100.000 jumlah populasi
wanita berusia 14-44 tahun dengan tingkat mortalitas 77% (WHO, 2010).

Kanker serviks yang disebabkan oleh HPV akan menyebabkan
pertumbuhan sel-sel di area serviks menjadi tidak normal dan bahkan dapat
menyebar ke bagian tubuh lain di luar serviks. HPV merupakan virus yang
termasuk golongan Papillomaviridae. Terdapat lebih dari 120 jenis HPV berhasil
diidentifikasikan yang terdiri dari 15 jenis diklasifikasikan high-risk HPV (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, dan 82) dan 12 jenis diklasifikasikan
low-risk HPV (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, dan CP6108) (Chaturvedi
dan Gillison, 2010). Tipe 16 dan 18 menyebabkan lebih dari 70% kasus kanker
serviks dan 20% kasus disebabkan oleh tipe 31, 33, 35, 45, 52 and 58 (WHO,
2010).

Metode pengobatan kanker serviks yang dilakukan pada saat ini adalah
radioterapi dan kemoterapi. Radioterapi merupakan suatu metode pengobatan
kanker serviks yang dilakukan dengan menyinari bagian serviks menggunakan
radiasi sinar X. Namun di dalam perkembangannya, metode tersebut memberikan
efek Kklinis yang buruk (Nakano et al., 2010). Sedangkan kemoterapi merupakan
suatu metode pengobatan kanker serviks yang dilakukan dengan menggunakan
obat tertentu untuk menghambat aktivitas virus di dalam sel. Vorinostat atau
SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) sebagai salah satu obat yang beredar

ternyata masih memiliki beberapa efek samping yang tidak baik (Duvic et al.,
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2007). Oleh karena itu, diperlukan suatu terobosan baru untuk memperoleh
metode pengobatan kanker serviks dengan efek samping yang minimal.

Salah satu tujuan pengobatan kanker serviks ialah menghambat virus
dalam melakukan proses replikasi di dalam sel. Pada HPV terdapat suatu enzim
yaitu Histone Deacetylase atau HDAC (EC 3.5.1) yang berperan mengkatalisis
proses deasetilasi histon pada eukariot. Deasetilasi merupakan proses pelepasan
gugus asetil dari ekor histon, sehingga histon akan terlilit sangat rapat di sekitar
DNA dan mempengaruhi transkripsi gen eukariot, yaitu menghambat jalan masuk
faktor transkripsi dan berakibat gen penahan tumor menjadi inaktif (Subha et.al.,
2008). Inhibisi aktivitas HDAC tersebut merupakan strategi yang potensial untuk
terapi kanker (Pan et al., 2007) dan inhibisi HDAC oleh inhibitor yang spesifik
akan menginduksi penahanan pertumbuhan, diferensiasi, dan apoptosis (kematian)
sel kanker (Subha dan Kumar, 2008).

Pada saat ini sudah terdapat beberapa senyawa yang dapat digunakan
sebagai inhibitor HDAC. Salah satu di antaranya merupakan Vorinostat atau
SAHA vyang telah lulus uji FDA sejak tahun 2006. Inhibitor tersebut memiliki
gugus karbonil dan hidroksilamin yang akan berikatan dengan Zn** sebagai
kofaktor HDAC, rantai alifatik sebagai penghubung, dan gugus hidrofobik pada
ujung yang lain.

Kelemahan inhibitor HDAC kelompok asam hidroksamat seperti SAHA
adalah memiliki sifat toksik yang cukup tinggi. Oleh karena itu, modifikasi dari
gugus SAHA diperlukan untuk menghilangkan sifat toksik dan meminimalisir
efek samping (Tambunan dan Waulandari, 2010). Salah satu caranya adalah
menggantikan ataupun menambahkan gugus triazol ke dalam rantai SAHA.
Triazol merupakan kelompok senyawa yang bisa bersifat sebagai non classical
bioisostere pada gugus amida (Roffey, 1997) dan dapat menggantikan gugus
amida pada rantai samping SAHA tanpa kehilangan aktivitasnya secara signifikan
(Pirali et al., 2008). Beberapa senyawa hasil modifikasi triazol pada rantai SAHA
ternyata memiliki kemampuan inhibisi yang lebih baik dibandingkan SAHA dan
telah melewati parameter farmakologi menurut Lipinski’s Rule of Five
(Nindyapati, 2010).
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Pada penelitian ini telah dilakukan suatu simulasi dinamika molekul
terhadap senyawa hasil modifikasi SAHA untuk mengetahui interaksi senyawa-
senyawa tersebut dengan HDAC pada kondisi terhidrasi yang menggambarkan
kondisi dinamis dalam keadaan sebenarnya. Hasil simulasi senyawa-senyawa
tersebut akan dibandingkan dengan interaksi SAHA sebagai standar dengan
HDAC. Terakhir, hasil interaksi tersebut dievaluasi agar diperoleh ligan atau

senyawa hasil modifikasi tersebut yang potensial dikembangkan sebagai obat.

1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan sebagai berikut:

e Mempelajari interaksi dari inhibitor SAHA dan SAHA termodifikasi
dengan kompleks enzim HDAC kelas Il Homo sapiens kanker serviks
dalam kondisi terhidrasi menggunakan metode simulasi dinamika molekul.

e Mengevaluasi hasil simulasi dinamika molekul dan menentukan ligan

yang potensial untuk dikembangkan sebagai obat.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Kanker

Kanker merupakan segolongan penyakit yang disebabkan oleh
pertumbuhan secara tidak terkendali dari sel-sel yang tidak normal dan bersifat
malignant. Sel-sel kanker yang bersifat malignant tersebut mengalami proliferasi
atau perbanyakan menghasilkan progeny yang juga malignant. Sel kanker tersebut
memiliki kemampuan untuk terus tumbuh dan dapat menyebar ke dalam jaringan
lain di dalam tubuh, baik dengan menyebar ke jaringan yang bersebelahan (invasi)
atau dengan migrasi sel ke tempat yang jauh (metastasis) (Tannock dan Hill,
1998). Pertumbuhan sel-sel yang tidak normal tersebut diakibatkan oleh
kerusakan material genetik akibat terpaparnya sel oleh zat-zat karsinogenik,
radiasi, polutan, dan virus yang melalui berbagai jalur etiologis (Garea et al.,
2004).

Sel kanker memiliki bentuk yang berbeda dengan sel normal yang sehat.
Sel ini tidak berfungsi sebagaimana mestinya dan dapat menyebar ke seluruh
bagian tubuh. Sel kanker dapat tumbuh secara cepat, menyerang dan
menghancurkan jaringan normal di sekitarnya, dan dapat menyebar ke seluruh
tubuh (Alberts et al., 2002).

Gejala-gejala yang dihasilkan kanker dapat berbeda-beda, tergantung pada
lokasi, keganasan, dan metastasis. Seseorang yang diduga mengidap kanker akan
dilakukan serangkaian tes medis berupa cek darah, X-ray, CT scan, dan
endoskopi. Apabila diketahui positif terkena kanker, maka upaya pengobatan
yang dilakukan adalah dengan operasi, kemoterapi, dan radiasi. Pengobatan
kanker akan memiliki peluang keberhasilan yang tinggi bila dilakukan pada
pemerikasaan dini untuk mengetahui ada atau tidaknya peluang sel tersebut

berubah menjadi ganas.
2.2  Kanker Mulut Rahim

Kanker serviks atau kanker mulut rahim merupakan pertumbuhan yang

abnormal dari Squamous Intraepithelial Cell (SIC) di daerah sekitar mulut rahim,
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bagian terbawah uterus (rahim), yang merupakan daerah berbentuk rongga antara
vagina dan rahim. Sel-sel tersebut akan berubah menjadi pre-cancer cells,
kemudian akan berubah sepenuhnya menjadi sel kanker. Proses perubahan
tersebut dinamakan displasia dan dapat berlangsung dalam hitungan tahun
maupun dalam hitungan hari. Penyebab utama dari kanker serviks adalah infeksi
SIC oleh Human Papilloma Virus (HPV) onkogenik (Tambunan dan Wulandari,
2010).

ovary
fallopian tube

uterus
{womb)

cervix
(entrance
to womb)

vagina
(front passage)

vulva

Gambar 2.1 Organ reproduksi wanita

Sumber: [http://www.mccn.nhs.uk/patients/cancer-types/cervix/what-is-the-cervix.php]

Sebelum terbentuknya sel kanker yang invasif, sel normal yang telah
terinfeksi HPV akan mengalami pre-invasive cancer cells dalam berbagai fase
displasia atau Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN). CIN terdiri dari beberapa
fase yaitu mild dysplasia (low-grade CIN 1), moderate dysplasia (high-grade CIN
I1), severe dysplasia (CIN I1I), dan setelah CIN 111 sel kanker akan bersifat invasif
(Sellors et al., 2003).

Pada fase CIN I, sel-sel yang telah terinfeksi akan mengalami kerusakan
yang dapat dibedakan dengan baik (well-differentiated lesion). Kerusakan pada
Squamous Intraepithelial Cell (SIC) tersebut diakibatkan adanya perubahan
karakterisasi oleh pengaruh cytopathogenic suatu virus penginfeksi, seperti
adanya bentuk abnormal pada dua inti sel atau inti sel lainnya dan koilocytosis
(terdapatnya sel dengan inti selnya tidak normal dan munculnya suatu lubang

yang bisa disebabkan oleh kerusakan pada struktur internal sel). Perubahan yang
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terjadi pada fase CIN | masih bersifat transient (sementara) dan dapat hilang
dengan dengan sendirinya. Namun demikian, 10% dari grade CIN | dan 20%
grade CIN Il akan bertransformasi menjadi CIN I1l. Sedangkan 12% dari CIN I11

akan menjadi sel kanker yang invasif (Beskow, 2003).

Normal
epithelium :

Ml ((1 %[ﬂasia
!

Moderate
dysplasia (CIN 2)

Il

Severe dysplasia
(CIN 3/CIS)

Gambar 2.2. Tahapan infeksi HPV menjadi kanker
Sumber: [Beskow, 2003]

01852183y

2.3 Human Papillomavirus (HPV)

Human Papilloma Virus (HPV) pertama kali ditemukan oleh Harald zur
Hausen pada tahun 1976 dan digolongkan ke dalam famili Papillomaviridae.
HPV memasuki tubuh melalui membran mukosa dan tidak menyebar secara
sistematis. HPV tidak beredar dalam darah, tetapi terlokalisasi di tempat yang
terinfeksi, dan tidak dapat ditumbuhkan di dalam kultur secara in vitro. HPV
memiliki struktur icosahedral, nonenveloped, dan merupakan DNA untai ganda
dengan diameter mencapai 55 nm. Semua informasi genetiknya dapat diperoleh di
salah satu untaian DNA-nya (Beskow, 2003).

Terdapat lebih dari 120 jenis HPV berhasil diidentifikasikan yang terdiri
dari 15 jenis diklasifikasikan high-risk HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73, dan 82) dan 12 jenis diklasifikasikan low-risk HPV (6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, dan CP6108) (Chaturvedi dan Gillison, 2010). Tipe
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low-risk HPV terkait dengan cervical condylomas dan CIN 1, sedangkan tipe high
risk HPV yang terkait dengan kanker (Beskow, 2003). Kecenderungan untuk
menjadi kanker pada tipe low-risk HPV dapat diabaikan, sedangkan tipe HPV
high risk dapat menyebabkan low grade CIN, high grade CIN, dan invasive
cancer, sehingga berpotensi untuk menimbulkan kanker (Singh, 2008).

HPV tersusun dari 7900 bp dan terbagi ke dalam tiga region fungsional
yaitu non coding upstream regulatory region — late control region (LCR), early
region yang mengandung open reading frames (ORFs) E1, E2, E4, E5, E6, E7,
dan late region yang terdiri dari protein kapsid L1 dan L2 (Dillner et al., 2004).

L2

L1

Gambar 2.3 Representasi struktur genom HPV
Sumber: [Munoz et al., 2007]

The early open reading frames (ORFs) menyandikan protein regulator
non-struktural. E1 dan E2 berperan dalam proses replikasi DNA. E1 bertanggung
jawab terhadap pemeliharaan dan replikasi gen sedangkan E2 terlibat dalam
transkripsi dan replikasi DNA virus. Genom virus direplikasi hingga mencapai
100 eksemplar dan dipertahankan untuk periode yang bervariasi dalam infeksi
awal tetapi bereplikasi dan berkompetensi di dalam sel inang (Doorbar, 2005).
Gen E4 berperan dalam proses pematangan dan pembentukan partikel HPV baru.
Ketika E4 menginterupsi pembentukan sitokeratin, koilocytes muncul
memfasilitasi pembentukan partikel virus baru (Wang et al., 2009). E5 merupakan

protein hidrofobik pada membran selular dan berperan dalam menstimulasi
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pertumbuhan HPV, transformasi sel (Stoler, 2000), dan replikasi DNA virus
(Fehrmann et al., 2003).

Di dalam kaitannya terhadap sifat onkogenik dari kanker serviks, maka hal
tersebut dapat dijelaskan melalui regulasi dan fungsi dari gen E6 dan E7. Gen E6
dan E7 berperan penting di dalam proses replikasi DNA dan termasuk di dalam
regulasi E2 (Janicek dan Averette, 2001). Gen-gen tersebut memiliki kemampuan
dalam hal menginduksi proliferasi sel, imortalisasi, dan akhirnya mengubah sel-
sel inang menjadi sel-sel ganas (Munger et al., 2004). E6 dan E7 dapat bereaksi
dengan protein selular melalui pengikatan gen supressor tumor p53 dan pRb.
Hasil interaksi E6 dan E7 pada kedua gen supressor tumor tersebut dapat
dibuktikan melalui mutasi dari kedua gen supressor dan hasil mutasi tersebut
sering ditemukan pada penderita kanker (Munoz et al., 2007). E6 berikatan
dengan p53 menyebabkan degradasi p53, sedangkan E7 berikatan dengan pRb
yang akan mengaktifkan faktor transkripsi E2F. E2F berperan untuk mendorong
terjadinya replikasi DNA. Akitivitas E6 dan E7 memberikan hasil pada
ketidakstabilan genom, peningkatan mutasi onkogen, keterbelakangan

pertumbuhan sel, dan berakibat sel menjadl kanker (Yue et al., 2008).

B integrated HPV E2
Genomic DNA

—
E6 E7
Gene
@ Transcription
i E2F transcription
@ factor (Rb-bound) ﬂ

E2F
(unbound)

pd3 ¢
degradatic-n

3 . )\D..

i
oy (g

loss of tumor
suppression by p33

cell cycle activation;
proliferation

EG binds to p53 and induces its degradation. E7 binds the Rb gene product, causing the transcription factor E2F-1 to
become unbound and free to induce cell cycle activation/growth.
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Gambar 2.4 Penyerangan oncogen E6 dan E7 terhadap gen supressor tumor
Sumber: [Janicek dan Averette, 2001]

Sedangkan the late ORFs berperan dalam penyandian protein struktural
yang dibutuhkan untuk pembentukan virus dan pematangan partikel progeny

menular (major capsid protein L1 dan minor capsid protein L2).

2.4 Histone Deacetylase (HDAC)
2.4.1 Histon dan Material Genetik

Histon merupakan protein fungsional yang berperan dalam berinteraksi
dengan DNA agar menjadi unit-unit nukleosom yang memiliki ukuran lebih kecil.
Histone memiliki berat molekul antara 11.000 — 21.000 dan kaya akan asam
amino arginin dan lisin yang bersifat basa. Pada pH 7, residu arginin dan lisin
pada histon akan mengikat proton dan menjadi bermuatan positif, sedangkan
DNA pada pH 7 tersebut bermuatan negatif. Oleh karena itu, histon dapat
berinteraksi dengan DNA melalui gaya elektrostatik untuk membentuk nukleosom
(Lehninger, 1982).

Nukleosom merupakan subunit dasar kromatin yang tersusun oleh 146
basa DNA yang membungkus oktamer dari histon. Oktamer histone tersebut
terdiri atas sebuah tetramer H3-H4 dan dua dimer H2A-H2B. Setiap nukleosom
dipisahkan oleh spacer atau linker DNA yang mengandung H1(Lindemann et al.,
2004).

Kromatin adalah struktur kompleks yang bertanggung jawab pada
organisasi spatiotemporal dan fungsional pada genom yang terdiri atas DNA,
histon, dan protein non-histon. Susunan struktur dari kromatin merupakan faktor
penting dalam regulasi ekspresi gen. Selama aktivasi transkripsi gen, DNA yang
tersusun sangat rapi dan rapat akan sukar untuk dimasuki. Pengikatan pada protein
dapat dibuat melalui modifikasi nukleosom. Modifikasi struktural histon dapat
dilakukan melalui proses asetilasi atau deasetilasi ekor N-terminal yang sangat
penting dalam memodulasi ekspresi gen. Proses deasetilasi atau asetilasi ekor N-
terminal tersebut dapat mempengaruhi interaksi DNA dengan kompleks protein

non-nukleosomal yang meregulasi transkripsi. Asetilasi mengendurkan
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konformasi DNA, menyebabkan transkripsi berjalan (aktivasi). Sedangkan
deasetilasi merapatkan konformasi DNA, menyebabkan transkripsi tidak aktif
(represi). Posisi penting untuk asetilasi adalah Lys9 dan Lys14 pada histon H3
dan Lys5, Lys8, Lys12, dan Lys16 pada histon H4 (De Ruijter et al., 2003).

18N & "Hoa|H2a ) [ LLL ]
\ / ,“ \ 'w K5 K8 K12 K16
NUCLEOSOME FRONT BACK HISTONE H4
B Transcription activation
b 3 complex containing HAT
Activation P =
Ac

Ac
jpesrag . -\ Transcription repression
——_complex containing
\HDAC
Repression HDACK\

Compacted chromatin

Gambar 2.5 Modifikasi histon dan pengaruhnya pada proses transkripsi
Sumber: [De Ruijter et al., 2003]

Proses asetilasi dan deasetilasi residu lisin pada ekor N terminal dalam inti
histon diregulasi oleh histon acetyl transferase (HAT) dan histone deacetylase
(HDAC). HAT berperan dalam proses transfer gugus asetil pada protein histon
yang menyebabkan netralisasi muatan positif pada histon sehingga melemahkan
interaksi elektrostatik antara histon dengan DNA dan berakibat pada konformasi
DNA yang mengendur. Konformasi tersebut lebih disukai untuk proses transkripsi
(aktivasi). Sebaliknya, HDAC berperan dalam proses pelepasan gugus asetil dari
ekor histon, menyebabkan histon terbelit sangat rapat di sekitar DNA sehingga
menghalangi jalan masuk faktor transkripsi dan berakibat proses transkripsi
menjadi terhambat (represi) (Pan et al., 2007).
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Peningkatan HAT berbanding lurus dengan peningkatan proses transkripsi
akibat membukanya kromatin, sedangkan peningkatan HDAC berbanding lurus
dengan menutupnya kromatin yang mengakibatkan represi transkripsi (Bhalla,
2005). Tidak seimbangnya kerja kedua enzim tersebut dapat menyebabkan
penurunan regulasi transkripsi gen yang melibatkan kontrol progresi siklus sel,
diferensiasi, dan/atau apoptosis (kematian sel). Penyimpangan pada HDAC yang
disebabkan oleh gangguan pada aktivitas HAT atau ketidaknormalan HDAC
berhubungan langsung dengan penyakit kanker (Islam et al., 2009).

2.4.2 Klasifikasi Histone Deacetylase (HDAC)

HDAC merupakan enzim yang berperan dalam pelepasan gugus asetil
pada histon sehingga menghalangi proses transkripsi DNA. HDAC dapat
diklasifikasikan ke dalam tiga kelas berdasarkan persamaan struktur HDAC
dengan protein pada yeast. HDAC kelas I (1, 2, 3 dan 8) memiliki struktur yang
hampir sama dengan RPD3 pada yeast (Saccharomyces cerevisiae) dan dapat
ditemukan dalam nukleus. HDAC kelas Il (4, 5, 6, 7, 9 dan 10) memiliki
kemiripan dengan yeast HDA1 dan dapat berpindah tempat di antara nukleus
dengan sitoplasma. HDAC kelas Il (Sir 1, 2, 3,4, 5, 6, dan 7) merupakan kelas
sirtuin yang memiliki kemiripan dengan yeast Sir2 (Dokmanovic et al., 2007).
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Class | HDAC | Subcellular localisation

Class I
HDACI nuclear
HDAC2 nuclear
HDAC3 nuclear/cytoplasmic
HDACS nuclear

Class 1T
HDAC4 nuclear/cytoplasmic
HDACS nuclear/cyvtoplasmic
HDACS nuclear/cytoplasmic
HDAC?7 nuclear/cvtoplasmic
HDACY nuclear/cytoplasmic
HDACI10 nuclear/eytoplasmic

HDACI11* nuclear/cytoplasmic

Class III (sirtuins)

SIRT1 nuclear
SIRT2
SIRT3
SIRT4
SIRTS
SIRTG6
SIRT7
*HDAC11 shares features of ¢lass I and II HDACS.

Gambar 2.6 Klasifikasi HDAC
Sumber: [Dokmanovic et.al., 2007]
HDAC kelas | dan Il dipengaruhi oleh keberadaan kofaktor Zn®,

mempunyai inti katalitik yang sama, tetapi berbeda dalam ukuran dan struktur
domainnya. Sedangkan HDAC kelas Il dipengaruhi oleh kofaktor NAD* dan
berbeda dalam urutan serta mekanismenya dengan kelas I dan Il (Ortore et al.,
2009).

2.4.3 Mekanisme Aksi Histone Deacetylase

HDAC berperan penting dalam mekanisme pelepasan gugus asetil pada
histon. Proses tersebut diawali dengan mengembalikan muatan positif pada residu
lisin sehingga menyebabkan residu lisin akan berada dalam posisi terbuka dan
menempel dengan sangat erat pada gugus fosfat pada DNA. Hal tersebut akan
mengakibatkan ruang antara nukleosom dan DNA menjadi lebih rapat, sehingga
mengurangi jalan masuk faktor transkripsi dan berakibat pada represi
transkripsional (De Ruijter et al., 2003). Pada akhirnya, proses represi pada
transkripsi gen tersebut akan mendeaktivasi gen supressor pada tumor (Tambunan
dan Wulandari, 2010).
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Gambar 2.7 Mekanisme HDAC
Sumber: [http://mulicia.pixnet.net/blog/post/25199878]

Secara umum HDAC kelas Il tersusun dari ~ 390 residu asam amino yang
terdiri dari residu yang menjadi backbone, residu yang berperan sebagai sisi
katalitik, dan residu yang dapat mengikat kofaktor Zn?*. Sisi aktif HDAC terdiri
dari kantung (pocket) berbentuk pipa lengkung halus dengan bagian dasar yang
lebih luas. Mekanisme deasetilasi diawali dengan mengaktivasi molekul air
terhadap ion Zn®** yang berikatan dengan residu histidin-aspartat melalui sistem
relay muatan. Oleh karena itu, ion Zn?* pada HDAC memiliki peranan penting
dalam proses deasetilasi tersebut (Grozinger et al., 2002).

2.4.4 Inhibitor Histone Deacetylase (HDAC)

Inhibitor histone deacetylase (HDAC) merupakan kelompok senyawa
yang ditargetkan sebagai zat antikanker. Hasil dari inhibisi aktivitas HDAC
berpotensi untuk menahan pertumbuhan, diferensiasi, dan/atau apoptosis sel-sel
yang bertransformasi secara in vitro dan in vivo. Inhibitor HDAC merupakan
kelompok molekul-molekul yang secara struktur beragam, yang secara selektif
mampu berinteraksi dengan sisi Kkatalitik dari HDAC untuk mencegah HDAC
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berinteraksi dengan substrat dan mengaktifkan kembali proses transkripsi gen
(Pan et al., 2007). Inhibitor HDAC dapat menyebabkan kematian sel kanker,
sedangkan sel-sel normal relatif resisten atau tahan terhadap inhibitor HDAC
(Dokmanovic, 2007).

Sejauh ini, inhibitor HDAC memiliki sifat-sifat dan struktur yang sangat
beragam. Namun, terdapat tiga syarat utama bagi suatu molekul untuk dapat
menjadi inhibitor HDAC, yaitu ujung polar yang akan berikatan dengan ion Zn*
pada sisi katalitik HDAC, rantai penghubung (linker), dan gugus hidrofobik
(hydrofobic cap) yang memberikan efek melalui memblok sisi aktif (Finnin et al.,
1999).

2.4.5 Suberoylanilide Hydroxamic Acid (SAHA)

Asam hidroksamat adalah senyawa Kkimia yang mempunyai gugus
hidroksilamin yang terikat pada asam karboksilat. Senyawa ini memiliki struktur
umum R-CO-NH-OH, dengan R sebagai residu organik, CO sebagai gugus
karbonil, dan NH-OH sebagai hidroksilamin. Senyawa dapat disintesis dari
aldehid melalui reaksi Angeli-Rimini dan biasa digunakan sebagai agen pengkelat
logam. Salah satu turunan asam hidroksamat adalah Vorinostat atau
suberoylanilid hydroxamic acid (SAHA) yang dapat berfungsi sebagai inhibitor
HDAC. Gugus karbonil dan gugus hidroksilamin pada SAHA merupakan ujung
polar yang akan berikatan dengan kofaktor Zn?*. Sedangkan rantai samping
SAHA yang panjang bersifat sebagai hydrophobic cap akan berfungsi sebagai
pemblok sisi aktif (Drummond et al., 2004).

TJ.K/V\/\H/N .

H ]

Gambar 2.8 Struktur SAHA
Sumber: [Pirali et al., 2008]

Hasil inhibisi SAHA terhadap HDAC memberikan pengaruh terhadap
proses transkripsi gen. SAHA akan menghalangi HDAC berinteraksi dengan
gugus asetil pada histon. Akibatnya, muatan positif pada histon dinetralkan oleh
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gugus asetil sehingga dapat mengendurkan kembali interaksi histon dengan DNA.
Oleh karena itu, proses transkripsi gen mulai berlangsung normal dan gen

supressor tumor dapat diaktifkan kembali.

Histones
remain
.~ acetylated

E =5 g

Gambar 2.9 Mekanisme inhibisi HDAC oleh SAHA
Sumber: [http://mulicia.pixnet.net/blog/post/25199878]

2.4.6 Triazol

Untuk meningkatkan kemampuan inhibisi terhadap HDAC, maka
diperlukan suatu modifikasi terhadap inhibitor yang sudah ada. Salah satu cara
modifikasi yang dilakukan terhadap SAHA ialah menambahkan maupun
menggantikan rantai SAHA dengan gugus triazol. Triazol merupakan senyawa
kimia yang memiliki dua buah isomer, yaitu 1,2,3-triazol dan 1,2,4-triazol dengan
rumus molekul C,H3N3 dan memiliki struktur cincin beranggota lima yang terdiri

dari dua atom karbon dan tiga atom nitrogen.
H. H
N_ N
5 \ N 25 \ N
Iy J/
4 N 3 4 N 3

Gambar 2.10 Struktur 1,2,3-triazole (kiri) dan 1,2,4-triazole (kanan)

1

.

2
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Sumber: [http://en.wikipedia.org/wiki/Triazole]

Triazol dapat berperan sebagai non classical bioisostere gugus amida.
Triazol dapat menggantikan gugus amida pada SAHA tanpa kehilangan
aktivitasnya secara signifikan. Triazol ini juga memiliki hidrofobisitas yang lebih
baik dibandingkan gugus amida pada rantai SAHA (Pirali et al., 2008).
Bioisosterism pada triazol merupakan salah satu pendekatan yang digunakan
dalam memodifikasi suatu senyawa calon obat (lead compound) menjadi lebih
aman dan efektif secara klinis. Bioisostere dapat dianggap sebagai senyawa yang
dihasilkan dari pertukaran sebuah atom atau kelompok atom dengan atom atau
kelompok atom lainnya, yang secara umum sama. Tujuan dari penggantian
bioisostere adalah untuk membuat senyawa baru dengan sifat biologis mirip
dengan senyawa induknya (Roffey, 1997).

Senyawa bioisostere terbagi ke dalam dua jenis, yaitu classical dan non
classical bioisostere. Classical bioisostere merupakan kelompok senyawa yang
memiliki fitur sterik dan elektronik yang sama serta memiliki jumlah atom yang
sama bila terikat dengan substituen yang akan digantikan. Sedangkan non
classical bioisostere tidak mengikuti definisi sterik dan elektronik serta tidak
memiliki jumlah atom yang sama bila terikat dengan substituen yang akan
digantikan seperti classical bioisostere. Baik classical maupun non classical
bioisostere ini mampu mempertahankan aktivitas biologis yang sama dengan
senyawa induknya dengan cara meniru susunan ruang, sifat elektronik, atau
beberapa sifat fisika-kimia dari molekul atau gugus fungsinya (Roffey, 1997).

Modifikasi triazol dapat pula dilakukan pada penggantian gugus anilida
pada SAHA dan pemanjangan rantai SAHA dengan triazol. Senyawa hasil
modifikasi tersebut juga telah melewati lima aturan Lipinski bila dilihat dari segi
toksisitas. Modifikasi triazol ke dalam rantai SAHA ternyata memberikan hasil
inhbisi yang lebih baik terhadap aktivitas HDAC (Nindyapati, 2010).
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Gambar 2.11 Hasil modifikasi triazol pada rantai SAHA
Sumber: [Nindyapati, 2010]

2.5  Bioinformatika
2.5.1 Definisi

Bioinformatika merupakan suatu bidang keilmuan yang berdasarkan
metode perhitungan matematis, statistik, dan komputasi untuk menyelesaikan
masalah-masalah biologi molekuler dengan menggunakan sekuens DNA, asam
amino, dan biomolekul lainnya dalam mempelajari interaksi pada tingkat
molekuler (Fredj Tekaia, 2004). Data-data yang dihasilkan dari interaksi
molekuler tersebut menjadi sumber utama dalam melakukan simulasi
bioinformatika agar dapat diprediksikan interaksi-interaksi yang akan terjadi
dalam kondisi yang berbeda (Elfaizi dan Aprijani, 2004). Penggunaan
bioinformatika sangat luas dalam berbagai bidang, yaitu dalam bidang klinis
(clinical informatics), bidang identifikasi agen penyakit baru, bidang diagnosa
penyakit baru, dan bidang penemuan obat (drug design).

Salah satu tujuan penggunaan bioinformatika adalah untuk menemukan
obat baru (drug design) yang memiliki aktivitas lebih baik dibandingkan obat
yang telah beredar sebelumnya. Drug design merupakan suatu proses perancangan
senyawa baru yang dapat bertindak sebagai obat berdasarkan pengetahuan
mengenai target-target biologis dan kemampuan untuk mensintesi senyawa baru
tersebut. Proses drug design melibatkan molekul kecil yang dirancang sangat aktif

dalam menghambat atau menghentikan jalur metabolisme molekul-molekul
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penyebab penyakit, karena dapat berinteraksi pada sasaran biomolekular dan
membentuk suatu ikatan (Gunawan, 2009).

Bioinformatika merupakan suatu bidang interdisipliner, karena
bioinformatika tidak bisa berdiri sendiri dan harus didukung oleh disiplin ilmu
yang lain agar dapat saling menunjang sehingga dapat bermanfaat untuk
kepentingan manusia. Disiplin ilmu yang terkait dengan Bioinformatika
diantaranya adalah Biophysics, Computational Biology, Medical Informatics,
Cheminformatics, Genomic, Mathematical Biology, Proteomics, dan

Pharmacogenomics (Elfaizi dan Aprijani, 2004).

2.5.2 Protein Data Bank (PDB)

Protein Data Bank (PDB) merupakan kumpulan data yang berisi koleksi
struktur 3 dimensi protein, DNA dan molekul kompleks lainnya yang telah
dipublikasikan dan ditentukan secara eksperimen dengan menggunakan X-Ray
crystallography atau NMR spectroscopy. Pada X-Ray crystallography, sinar X
dipancarkan pada kristal yang mengandung jutaan salinan suatu molekul. Sinar X
kemudian akan didifraksikan oleh kristal dan membentuk suatu pola yang bila
dianalisis secara matematis akan menunjukkan posisi tiap atom di dalam molekul.
NMR spectroscopy menggunakan molekul di dalam larutan dan akan
memperlihatkan orientasi atom di dalam medan magnetik (Baxevanis et al.,
2001).

Sumber utama untuk data struktur protein adalah PDB yang tersedia pada
situs http://www.pdb.org/. Situs ini adalah arsip data struktural tunggal tingkat
dunia yang dibuat oleh Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
(RCSB).

2.5.3 Molecular Modeling

Molecular modeling merupakan suatu teknik untuk merancang dan
menampilkan struktur dan sifat-sifat molekul tertentu dengan menggunakan
teknik kimia komputasional dan visualisasi grafis. Teknik ini menggunakan
visualisasi struktur secara otomatis, analisis tiga dimensi dari database, konstruksi

struktur protein berdasarkan urutan-urutan yang homolog, dan docking terhadap
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ligan (Sanchez, 2004). Salah satu hal yang berperan penting dalam molecular
modeling adalah penghitungan energi konformasi dan interaksi molekular. Energi
ini dapat dihitung dengan menggunakan metode mekanika kuantum hingga fungsi
empiris energi (Teodoro et al., 2001).

Terdapat tiga jenis aplikasi yang dapat digunakan dalam molecular
modeling, yaitu: analisis struktur dan sifat, homology modeling, dan molecular
docking. Tujuan dari penggunaan teknik ini adalah menyediakan struktur geometri
tiga dimensi yang sesuai dengan parameter kondisi yang telah ditentukan (Bian,
2009).

Dalam molecular modeling dikenal isitilah forcefields yang merupakan
fungsi empiris energi potensial dari protein. Forcefield ini diperoleh dengan
mengembangkan model melalui kombinasi antara bentuk ikatan (jarak ikatan,
sudut ikatan, sudut torsi, dan lain-lain) dan tanpa ikatan (van der Waals dan
elektrostatik) (Teodoro, et al. 2001). Pada akhirnya, forcefield merupakan
penjumlahan energi total menurut persamaan :

Etotal = Estretching + Ebending + Etorsi + Evaw + Eelektrostatis
dari suatu protein yang meliputi energi bonding-stretching, bending, torsi, van
der Waals, dan elektrostatik (Sanchez, 2004).

2.5.4 Docking

Molecular docking merupakan suatu teknik yang digunakan untuk
mempelajari interaksi yang terjadi dari suatu kompleks molekul antara biomolekul
dengan molekul kecil atau ligan. Interaksi kompleks molekul tersebut berorientasi
untuk mencapai suatu kestabilan. Tujuan dari molecular docking ini adalah
pemodelan struktur dan memprediksi aktivitasnya secara akurat (Kitchen, 2004).
Proses pengikatan molekul kecil terhadap molekul target tidak sederhana, entropi
dan enthalpi adalah faktor yang mempengaruhi interaksi antara molekul kecil dan
molekul target tersebut (Alonso et al, 2006). Terdapat dua aspek penting dalam

molecular docking, yaitu fungsi scoring dan penggunaan algoritma.
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Kompleks Enzim-Inhibitor

Gambar 2.12 Proses molecular docking
Sumber: [Limans, 2010]

Algoritma docking berfungsi untuk mengidentifikasi energi yang
dihasilkan dari konformasi molekular dan kemudian mencari konformasi yang
memiliki energi bebas paling rendah dalam sistem. AutoDock merupakan salah
satu software untuk docking ligan baik rigid ataupun fleksibel yang menggunakan
grid-based force field untuk mengevaluasi interaksi suatu kompleks. Versi asli
AutoDock menggunakan pendekatan Monte Carlo atau stimulated annealing agar
diperoleh docking yang meminimalkan fungsi energi bebas. Algoritma Monte
Carlo merupakan metode minimisasi energi yang umum digunakan, terutama

membuat perubahan secara acak untuk posisi dan konformasi ligan dengan
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menjaga hasilnya memiliki energi yang lebih rendah, sehingga mendapatkan
konformasi yang lebih stabil (Krane dan Raymer, 2003).

2.5.5 Energi Binding

Energi binding adalah energi mekanik yang dibutuhkan untuk memisahkan
suatu kesatuan menjadi beberapa bagian. Secara umum, energi binding mewakili
kerja mekanik yang harus dilakukan untuk mengatasi gaya-gaya Yyang
mempertahankan suatu objek bersama-sama.Kontribusi Coulombic turut
diperhitungkan dalam penentuan energi binding menggunakan APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver), dengan rumus:

AcoulG = A1G = AcoulGeomptex — AcoulGmolr — AcouiGmol2

Pada proses docking, perangkat lunak AutoDock 4.2 juga mengkalkulasi
energi bebas binding dan konstanta inhibisi (Ki). Dalam konteks AutoDock, Ki
adalah konstanta disosiasi (Kd)
(http://mgldev.scripps.edu/pipermail/autodock/2007-june/002288.html). Kd dalam
konteks kimia, biokimia, dan farmakologi merupakan jenis konstanta
keseimbangan spesifik yang mengukur kecenderungan suatu objek besar untuk
terdisosiasi secara reversibel menjadi komponen-komponen yang lebih kecil. Pada
umumnya, Kd digunakan untuk mendeskripsikan afinitas antara ligan (L) dan
protein (P), yaitu seberapa kuat ligan menempel (binding) pada protein tertentu.
Afinitas ligan-protein dipengaruhi oleh interaksi intermolekular non-kovalen
antara dua molekul seperti ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik, hidrofobik, dan

gaya Van der Waals.

2.5.6 Molecular Dynamics

Simulasi dinamika molekul adalah salah satu aplikasi teknik komputasi
yang digunakan untuk mempelajari makromolekul biologis sampai ke tingkat
atom. Penggunaan aplikasi tersebut bertujuan untuk memahami perilaku dinamis
dari protein pada skala waktu yang berbeda, pergerakan internal yang cepat
hingga lambat maupun perubahan proses konformasi lipat protein. Hal tersebut
dapat memungkinkan untuk mempelajari efek dari molekul pelarut pada struktur
dan stabilitas protein (Alonso et al., 2006). Metode simulasi dinamika molekul
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tersebut dikembangkan untuk mempelajari stabilitas protein, perubahan
konformasi, pelipatan protein, pengangkutan ion pada sistem biologi, evaluasi
struktur hasil kristalografi sinar-X maupun NMR hingga perancangan obat (drug
design), sehingga metode ini berperan sebagai ‘jembatan’ antara eksperimen
dengan teori (Nurbaiti, 2009).

2.5.7 Parameter Simulasi Dinamika Molekul

Dalam melakukan simulasi dinamika molekul, terdapat beberapa
parameter yang terkait pada proses simulasi tersebut, antara lain jari-jari cutoff,
minimisasi energi, dan ensemble. Jari-jari cutoff Rc merupakan nilai batas partikel
agar masuk ke dalam perhitungan gaya total atom (Nurbaiti, 2009). Dalam
praktiknya, sering kali potensial diberikan jarak cutoff R. dan interaksi antaratom
yang berjarak lebih besar dari R diabaikan (Witoelar, 2002).

Minimisasi energi merupakaan suatu proses perhitungan algoritma yang
dikembangkan untuk mencari posisi geometri atom yang paling sesuai dengan
tingkat energi terendah. Secara umum, terdapat dua jenis metode minimisasi
energi yang banyak digunakan dalam simulasi tersebut, yaitu :

e Metode Steepest Descent (SD)

Metode SD berfungsi untuk mencari nilai minimum lokal yaitu dengan
menggunakan turunan pertama dari fungsi energi. Dalam melakukan minimisasi,
metode ini melakukan perulangan (iterasi) dimana posisi atom yang baru
merupakan penjumlahan dari posisi sebelumnya dengan ukuran langkah yang

diambil dan arah dari langkah yang baru tersebut (Nurbaiti, 2009).

e Metode Conjugate Gradient (CG)

Pada metode ini juga menggunakan turunan pertama untuk mencari nilai
minimum lokal. Langkah awal pada metode ini sama dengan langkah pada
metode Steepest Descent (SD). Tetapi pada algoritma yang digunakan pada
metode CG turut memperhitungkan langkah sebelumnya untuk melangkah pada
tahap berikutnya (Nurbaiti, 2009). Metode ini dapat mengatasi kekurangan
metode Steepest Descent (SD) dalam mengenali informasi bentuk kurva energi
potensial permukaan (Becker et al., 2001).
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Ensemble adalah koleksi dari keadaan sistem yang mungkin yang
memiliki keadaan mikroskopis berbeda tetapi memiliki keadaan makroskopis
sama. Contohnya adalah sistem dengan konfigurasi posisi atau momentum yang
berbeda namun memiliki temperatur yang sama (Apriyanti, 2010). Terdapat
empat jenis ensemble, yaitu:

e Microcanonical Ensemble (NVE)

Merupakan ensemble yang memiliki karakteristik jumlah molekul N dan
volume V konstan serta energi E konstan. Ensemble ini diperoleh dari sistem
terisolasi, sehingga tidak terdapat interaksi sistem dengan lingkungan. Dengan
demikian, energi tidak dapat keluar-masuk dari sistem sehingga energi total E
memiliki harga yang konstan (Sofyan, 2007).

e Canonical Ensemble (NVT)

Sistem diisolasi dari perubahan mol (N), volum (V), dan juga temperatur
(T) atau dikenal dengan constant temperature molecular dynamic (CTMD).
Dalam ensemble ini terjadi perubahan energi secara eksotermis maupun
endotermis dengan suhu yang dijaga menggunakan suatu thermostat.

e Isothermal-Isobaric Ensemble (NPT)

Sistem diisolasi dari perubahan mol (N), tekanan, (P), dan temperatur (T).
Penggunaan design ini tidak hanya membutuhkan suatu thermostat, tetapi juga
suatu barostat (menjaga agar tekanan selalu tetap). Kondisi ini lebih menyerupai
kondisi yang sering digunakan di dalam eksperimen laboratorium.

e Generalized Ensemble

Jenis ensemble ini diatur untuk memprediksi pergerakan lambat, karena
adanya ketidakteraturan perputaran (spin) dalam sistem. Formulasi molecular
dynamic ini digunakan untuk mengkaji replika sistem yang bekerja pada

perubahan temperatur tertentu (Sofyan, 2007).

2.5.8 Tahapan Simulasi Dinamika Molekul

Simulasi dinamika molekul dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak MOE (Molecular Operating Enviroment) 2008.10. Simulasi awal dilakukan
pada sistem MOE dengan energi yang konstan. Properti dikalkulasikan dengan

microcanonical ensemble, N adalah jumlah partikel, V adalah volume, dan E
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adalah energi konstan. Terkadang T adalah temperatur konstan. Secara umum,
tahapan simulasi dari sistem molekular dapat dibagi menjadi 3 bagian, yaitu
initialitation, equilibration, dan production.

Pada bagian initialitation, dilakukan minimasi energi dari struktur yang
ada dengan menghilangkan kemungkinan interaksi van der Waals. Selanjutnya
dilakukan dengan penambahan pelarut. Equilibration dapat dibangun jika sistem
sudah ditetapkan untuk nilai energi kinetik dan energi potensial tertentu. Pada
bagian production, semua kuantitas dikomputasikan bersamaan dengan trajectory

sistem pada phase space.
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Peralatan

Dalam penelitian ini digunakan seperangkat komputer dengan Processor
Intel Core 2 Duo 2,40 GHz, RAM DDR2 2GB, kartu grafis NVidia GeForce 9800
GT, dan dua buah sistem operasi, yaitu Windows XP 2003 serta Ubuntu 10.
Untuk menunjang pencarian data secara on line, browser yang digunakan adalah
Mozilla Firefox 3.6.6. Penelitian ini menggunakan beberapa perangkat lunak baik
on line maupun off line. Berbagai perangkat lunak yang digunakan dalam
penelitian ini adalah NCBI (http://www.ncbi.nih.gov), RCSB

(http://www.rcsb.org/pdb/), SWISS model  (http://swissmodel.expasy.org/),
Autodock4.2 dan Autogrid 4.2 (http://autodock.scripps.edu/), AutoDockTools
(http://mgl.scripps.edu/), PyMOL (http://www.pymol.org/), OpenBabel 2.2.3
(http://openbabel.sourceforge.net/), dan MOE 2008.10

(http://www.chemcomp.com/software.htm).

3.2  Prosedur Kerja
3.2.1 Penyiapan Struktur 3D HDAC Kelas Il Homo sapiens

Hal pertama yang dilakukan adalah menyiapkan data sekuens HDAC kelas
Il (4,5, 6, 7,9, dan 10) yang telah tersedia di NCBI (http://www.ncbi.nih.gov)
dan RCSB (http://www.rcsb.org/pdb/) berdasarkan alignment yang telah

dilakukan oleh penelitian sebelumnya (Nindyapati, 2010). Seluruh data sekuens
HDAC kelas Il tersebut dimodelkan  melalui  SWISS  model
(http://swissmodel.expasy.org/) dan diperoleh format data dalam bentuk .pdb.

3.2.2 Penyiapan File HDAC Kelas Il Homo sapiens

Histone deacetylase (HDAC) kelas 11 Homo sapiens yang telah disiapkan
dalam format .pdb dibuka dengan perangkat lunak AutoDockTools. Setiap HDAC
kelas Il yang telah dibuka, lalu ditambahkan hidrogen polar ke dalam masing-
masing HDAC tersebut. Penambahan hidrogen polar berfungsi untuk memberikan
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muatan parsial (partial charges/gasteiger charges) ke dalam enzim tersebut.
Kemudian enzim disimpan dalam format .pdbqt.

Setelah dalam bentuk pdbqt, muatan Zn pada HDAC kelas Il Homo
sapiens harus diubah dari 0 menjadi +2 dengan menggunakan phyton script
melalui Linux terminal. Kemudian HDAC kelas 11 Homo sapiens diatur sebagai
makromolekul untuk proses docking.

3.2.3 Penyiapan File Inhibitor HDAC Kelas Il Homo sapiens

Hasil modifikasi Inhibitor atau ligan terbaik berdasarkan penelitian
sebelumnya (Nindyapati, 2010) dibuka dengan perangkat lunak AutoDockTools
dalam format .pdb. Kemudian jumlah torsion pada ligan diatur berdasarkan
jumlah rotatable bond yang terdeteksi pada ligan. Ligan disimpan dalam format
.pdbqt.

3.2.4 Penyiapan Grid Box

Grid box merupakan penentuan koordinat area untuk proses docking. Grid
box diatur di dalam AutoDockTools. Penentuan ukuran grid box dalam penelitian
ini didasarkan pada hasil docking penelitian sebelumnya (Tambunan dan
Woulandari, 2010) yang juga menggunakan HDAC kelas Il Homo sapiens sebagai
target inhibitor. Ukuran grid box untuk masing-masing HDAC dapat dilihat pada
tabel 3. Dimensi grid box yang digunakan adalah 50 x 60 x 50 dengan grid
spacing 0.375 A. Kemudian grid box disimpan dalam format grid parameter file
(-.gpf).

Tabel 3 Lokasi koordinat grid box pada HDAC

. Koordinat
Enzim
X y y4
HDAC 4 19.228 -6.296 0.177
HDAC 5 19.696 -6.093 0.513
HDAC 6 15.326 -7.608 8.495
HDAC 7 18.484 -6.198 -0.744
HDAC 9 18.078 -7.314 -2.129
HDAC 10 17.713 -6.707 1.288

Simulasi dinamika ..., Tirtana Prasetia, FMIPA Ul, 2011



3.2.5 Simulasi Docking

Docking dilakukan dengan menggunakan AutoGrid 4.2 dan AutoDock 4.2
melalui terminal. File yang harus disiapkan untuk melakukan docking adalah file
enzim dalam format pdbqt, ligan dalam format .pdbqt, grid parameter file (.gpf),
dan docking parameter file (.dpf). Algoritma yang digunakan adalah Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA) dengan ukuran populasi 150, evaluasi energi sebanyak
2.5 x 10° juta, pengulangan (search runs) sebanyak 100 kali dengan batas standar
deviasi (RMSD) sebesar 1,5, dan dilakukan dua kali pengulangan setiap

melakukan simulasi docking.

3.2.6 Analisa Hasil Docking

Hasil docking dengan AutoDock 4.2 diperoleh dalam format docking log
file (.dlg). Kemudian dengan menggunakan script melalui terminal, hasil docking
dalam format dlg dikonversi ke dalam format .pdb. Dari 100 model yang
dihasilkan akan diambil satu model terbaik berdasarkan data energi bebas ikatan
untuk kemudian dianalisa interaksinya.

Analisa energi bebas ikatan dan konstanta inhibisinya dapat dilihat melalui
gedit Text Editor pada Ubuntu 10 atau Notepad pada Windows XP 2003.
Sedangkan analisa interaksi kompleks enzim-ligan dilihat menggunakan

perangkat lunak PyMOL.

3.2.7 Persiapan Dynamic Simulation

Pada persiapan molecular dynamic, dilakukan optimasi geometri dan
minimisasi energi struktur tiga dimensi pada kompleks HDAC kelas Il dan ligan
dengan menggunakan perangkat lunak MOE 2008.10. Optimasi geometri partial
charge kompleks enzim-ligan dilakukan dengan metode parameter yang
menggunakan current forcefield. Selanjutnya, dilakukan tahap minimisasi energi
dengan force field MMFF94x.

Dalam simulasi molecular dynamics diikutsertakan adanya efek pelarut
terhadap interaksi kompleks enzim-ligan. Hal ini berbeda dengan proses yang
dilakukan pada saat docking. Dalam pernagkat lunak MOE, solvasi dynamic
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ditentukan dalam potential setup yang menggunakan solvasi born dengan RMS
gradient 0.05.

3.2.8 Molecular Dynamic Simulation
Proses molecular dynamic terhadap kompleks enzim-ligan dilakukan

menggunakan perangkat lunak MOE 2008.10 dengan program MOE-dynamic.
Parameter yang digunakan sesuai dengan default pada MOE-dynamic, yaitu
ensemble NVT (N: jumlah atom; V: volume; T: temperatur) dengan algoritma
NPA. Tahapan simulasi dinamika molekul:

o Inisialisasi : Sebelum simulasi dijalankan, dilakukan inisialisasi selama

300 piko detik.
e Ekuilibrasi

e Produksi : Menghasilkan trajectory yang akan dianalisis

3.2.9 Proses Dynamic Simulation

Simulasi dinamika molekul dilakukan dengan kompleks enzim-inhibitor
pada suhu 300 K dengan heating selama 10 piko detik, lalu menjalankan simulasi
selama 5 nano detik. Inhibitor yang dimaksud adalah ligan hasil modifikasi dan
standar. Tahapan selanjutnya adalah dilakukan proses cooling selama 20 piko
detik hingga suhu mencapai 1 K. Hasil position, velocity dan acceleration
disimpan setiap 0,5 piko detik. Parameter lain sesuai dengan default MOE-

dynamic.

3.2.10 Analisis Hasil Dynamic Simulation

Hasil kalkulasi dinamika molekul dapat dilihat pada output database
viewer MOE dalam format .mdb. Kemudian interaksi antara enzim dan ligan
selama proses molecular dynamic dapat dilihat pada output database viewer MOE
dalam format .mdb. Pengamatan kontak residu serta ikatan hidrogen dapat dilihat

pada LigX Ligand Interaction pada perangkat lunak MOE 2008.10.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Penyiapan Struktur HDAC Kelas Il Homo sapiens

Hasil pengambilan sekuen HDAC kelas Il Homo sapiens berdasarkan
aligment dari penelitian sebelumnya di situs NCBI (Nindyapati, 2010). Metode
alignment itu sendiri merupakan metode pensejajaran beberapa sekuen baik itu
sekuen DNA maupun protein. Sekuen yang memiliki kemiripan paling besar
diambil sebagai sekuen untuk simulasi. Tabel 4.1 menunjukkan sekuen yang
diambil untuk penelitian ini. Hasil sekuen diperoleh dalam format FASTA yang
dapat dilihat pada Lampiran 2-7.

Tabel 4.1 Hasil pengambilan sekuen HDAC kelas 11 Homo sapiens

Enzim Kode Sekuen
HDAC 4 NP_006028.2
HDAC 5 NP_005465.2
HDAC 6 NP_006035.2
HDAC 7 NP_056216.2
HDAC 9 NP_848510.1
HDAC 10 NP_114408.3

Kelompok HDAC kelas Il Homo sapiens tersusun lebih dari 1000 residu
asam amino, sehingga pada penelitian sebelumnya dilakukan pengeditan untuk
memotong sekuen HDAC kelas Il Homo sapiens tersebut. Struktur tiga dimensi
HDAC kelas 11 Homo sapiens yang digunakan merupakan daerah katalitik yang
berdasarkan pada daerah yang dipertahankan (conserved region) (Wulandari,
2010). Kumpulan sekuen HDAC tersebut dimodelkan dengan SWISS model
secara on line, lalu disimpan dalam format .pdb. Hasil pemodelan tersebut dapat
dilihat pada Gambar 4.1-4.6.
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Gambar 4.5 HDAC 9 Gambar 4.6 HDAC 10
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4.2  Visualisasi Sisi Aktif HDAC Kelas 11 Homo sapiens

Untuk mengetahui sisi katalitik pada HDAC kelas Il Homo sapiens,
dilakukan visualisasi struktur tiga dimensi menggunakan PyMOL. Hasil
visualisasi tersebut menunjukkan bahwa enzim yang digunakan memiliki sisi
katalitik berupa kofaktor Zn®* yang berikatan dengan tiga residu asam amino,
yaitu dua asam aspartat dan satu histidin.

Gambar 4.7 Visualisasi sisi aktif HDAC kelas 11 Homo sapiens

Setiap HDAC kelas Il memiliki letak sisi katalitik yang berbeda. Letak
daerah sisi katalitik untuk tiap-tiap enzim HDAC 4, HDAC 5, HDAC 6, HDAC 7,
HDAC 9, dan HDAC 10 ditunjukkan oleh tabel 4.2.

Tabel 4.2 Letak sisi katalitik HDAC kelas Il Homo sapiens

Enzim Letak Daerah Sisi Katalitik Enzim

HDAC 4 lon Zn** dengan residu Asp193, His195, dan Asp287
HDAC 5 lon Zn”* dengan residu Asp178, His180, dan Asp272
HDAC 6 lon Zn** dengan residu Asp71, His73, dan Asp164
HDAC 7 lon Zn** dengan residu Asp191, His193, dan Asp285
HDAC 9 lon Zn** dengan residu Asp188, His190, dan Asp282
HDAC 10 lon Zn** dengan residu Asp133, His135, dan Asp226
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4.3  Penyiapan Inhibitor HDAC Kelas Il Homo sapiens

Inhibitor atau ligan untuk HDAC disiapkan dalam format .pdb. Ligan yang
disiapkan merupakan hasil dari modifikasi sebelumnya yang memiliki afinitas
terbaik dan toksisitas yang rendah menurut Lipinski’s Rule of Five (Nindyapati,
2010). Setiap HDAC akan dipasangkan dengan SAHA sebagai standar dan satu
ligan terbaik agar dapat diketahui perbedaan interaksi antara kedua ligan tersebut
dalam simulasi. Pasangan interaksi antara ligan dengan HDAC dapat dilihat pada
tabel 4.3.

Tabel 4.3 Pasangan HDAC kelas Il Homo sapiens dengan ligan

Enzim Ligan

HDAC 4 SAHA 2cC
HDAC 5 SAHA 2a
HDAC 6 SAHA 26
HDAC 7 SAHA 2cC
HDAC 9 SAHA 1c
HDAC 10 SAHA 1c

4.4  Penyiapan Enzim dan Ligan untuk Docking

Format dasar file enzim dan ligan berupa .pdb yang tidak memiliki
muatan. Untuk melakukan proses docking, format .pdb harus diubah ke dalam
format .pdbqgt agar dapat menunjukkan muatan parsial pada masing-masing atom.
Dalam format .pdb, atom Zn memiliki muatan nol (zero charges), sehingga tidak
terbaca sebagai kofaktor pada enzim oleh AutoDock. Oleh karena itu, muatan Zn
harus diubah terlebih dahulu menjadi Zn®" melalui script pada terminal Linux,
sehingga ligan akan berinteraksi dengan kofaktor Zn*".

Pada proses penyiapan ligan, AutoDock akan merespon mengenai jumlah
rotatable bond dari ligan. Jumlah rotatable bond tersebut menunjukkan derajat
fleksibilitas dari suatu ligan. Semakin banyak rotatable bond, ligan akan menjadi
semakin fleksibel, sehingga dapat menghasilkan jumlah model simulasi docking
yang bervariasi. Dari jumlah rotatable bond tersebut dapat diatur derajat torsional

ligan untuk menjalankan proses docking.
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Sebelum melakukan proses docking, dilakukan terlebih dahulu suatu
pengaturan grid box. Grid box merupakan suatu parameter di dalam AutoDock
untuk mengatur area (mapping) pada proses docking. Hal tersebut bertujuan untuk
menentukan letak sisi aktif dari enzim dan memberikan ruang (spacing) terhadap
ligan agar dapat berotasi. Dimensi grid box yang digunakan harus cukup besar
agar ligan dapat berotasi secara bebas (Samira, 2009). Setiap HDAC memiliki

parameter grid box yang berbeda-beda.

R i e e
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Gambar 4.8 Parameter grid box dari AutoDock

4.5  Docking

Docking merupakan suatu metode simulasi untuk memprediksikan
interaksi antara ligan dengan enzim. Proses docking itu sendiri terbagi ke dalam
dua macam, yaitu blind docking dan oriented docking. Blind docking merupakan
proses docking yang dilakukan tanpa mengetahui letak sisi aktif enzim secara
pasti. Parameter grid box yang ditentukan bukan daerah yang spesifik, melainkan
ke seluruh area enzim. Sedangkan oriented docking merupakan proses docking
yang sudah memiliki parameter grid box yang spesifik dalam menentukan letak
sisi aktif dari enzim. Pada penelitian ini proses docking yang dilakukan
merupakan proses oriented docking, karena sudah mengetahui parameter grid box
dari setiap enzim.

Setelah mengatur berbagai parameter untuk ligan dan enzim, maka proses

selanjutnya adalah proses docking. Proses docking tersebut bersifat semi fleksibel,
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yaitu enzim harus bersifat rigid sedangkan ligan menjadi fleksibel. Proses docking
dimulai dengan melakukan autogrid dengan menggunakan Autogrid 4.2. Tujuan
dari proses tersebut adalah menyiapkan area untuk proses docking berdasarkan
grid box yang telah diatur sebelumnya. Proses autogrid dilakukan melalui script
pada terminal Linux. Hasil autogrid diperoleh dalam format grid log file (.glg)
dan kemudian akan digunakan sebagai parameter untuk proses docking
selanjutnya.

Dalam proses docking ini algoritma yang digunakan adalah Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA). Penggunaan algoritma ini lebih direkomendasikan
karena merupakan hibridisasi dari algoritma Local Search dan Genetic Algorithm.
Nilai evaluasi energi dan search runs yang dipakai berpengaruh terhadap lamanya
durasi docking dan nilai energi hasil docking. Jumlah search runs merupakan
banyaknya pengulangan atau replikasi docking yang dilakukan (Samira, 2009).
Dalam penelitian ini dilakukan 100 kali pengulangan sehingga dalam satu kali
docking akan dihasilkan 100 model inhibitor.

4.6  Analisa Hasil Docking
4.6.1 Interaksi Ligan dengan HDAC Kelas Il Homo sapiens

Hasil docking antara HDAC dengan ligan disimpan dalam format docking
log file (.dlg) yang dapat dilihat pada Lampiran 8-19. Hasil docking dalam
format .dlg tidak dapat menunjukkan interaksi secara visual antara HDAC dengan
ligan. Oleh karena itu, format file .dlg terlebih dahulu diubah menjadi format file
.pdb. Hasil docking berupa file .pdb tersebut dapat dilihat interaksi antara HDAC
dengan ligan melalui perangkat lunak PyMOL.

Satu model ligan dari 100 model hasil docking akan diambil berdasarkan
nilai energi ikatan yang paling negatif dan memiliki interaksi yang kuat gugus
polar pada ligan dengan kofaktor Zn** sebagai sisi katalitik enzim. Interaksi yang
dipilih berdasarkan terbentuknya kelat cincin segilima antara atom O di gugus
C=0 dan —OH pada ligan dengan kofaktor Zn?**. Adanya kelat cincin segilima
tersebut dapat mengakibatkan kofaktor Zn®* terikat dengan kuat oleh gugus polar
pada ligan. Kuatnya interaksi kelat segilima tersebut dikarenakan terbentuknya

sudut ikatan yang cukup stabil dan berenergi rendah. Interaksi tiga dimensi antara
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ligan standar SAHA dan ligan modifikasi dengan HDAC kelas 1l Homo sapiens
dapat dilihat pada Lampiran 20-31.

Hasil docking antara SAHA dan ligan modifikasi dengan HDAC memiliki
interaksi yang sama dikarenakan memiliki gugus pengikat kofaktor Zn®* yang
sama, sehingga interaksi yang diharapkan akan tetap menghasilkan kompleks
cincin segilima. Perbedaan yang terjadi dari hasil docking antara SAHA dengan
ligan modifikasi terletak pada rantai sampingnya. Diharapkan dengan adanya
perubahan pada rantai samping tersebut terjadi interaksi dengan residu lain pada
HDAC dan mampu menutup substrat untuk berinteraksi dengan sisi Kkatalitik.
Oleh karena itu, hasil interaksi antara ligan dengan HDAC tidak dapat menjadi
satu-satunya tolak ukur dalam menentukan model ligan terbaik. Hasil interaksi
ligan dengan HDAC dapat dilihat pada tabel 4.4.

Tabel 4.3 Pasangan interaksi hasil docking HDAC dengan ligan

Ligan Docking Interaction
HDAC 4 | HDAC5 | HDAC 6 | HDAC 7 | HDAC 9 | HDAC 10
SAHA Zn2+ Zn2+ Zn2+ Zrl2+ Zn2+ Zrl2+

Asp287, | Asp 272, | His 32, | Asp285, | Asp 282, | Aspl33,
His 155, | His 140, His33, Thr 109, | His 150, His 95,
His 195 | His180 | Tyr204 | His 154, | His 151 His 96,
Gly 152 Asn 103,

Tyr266
2+

lc 2 . B i vd sty Zn2+, Asp
Asp 188, | 133, His
His 150, | 95, His 96,
His 151, Tyr266

Pro 290
2a - Zn2+ - - - -
Aspl78,
His 140,
Gly 312
7+ 7+ 7+
2C Zn , - n , Zn , B )
Aspl93, Asp7l, | Aspl9l,
His155 His32, Glul15,

His33, His153,
Tyr204 His154,
* cetak tebal menunjukkan sisi katalitik enzim.
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4.6.2 Energi Bebas Ikatan (AGpinging) dan Konstanta Inhibisi (Ki)

Secara umum proses docking akan menghasilkan tiga hal, yaitu orientasi
dan posisi yang dihasilkan suatu ligan sebagai inhibitor terhadap enzim.
Kemudian dapat mengidentifikasi senyawa yang memiliki afinitas terhadap
protein dan berfungsi sebagai salah satu cara yang dapat memprediksi suatu
afinitas molekul terhadap enzim. Ketiga hal tersebut berupa fungsi scoring yang
diestimasikan sebagai harga energi bebas ikatan (AGpinging) dalam Kkal/mol. Nilai
AGpinging menggambarkan kuat ikatan yang terjadi antara enzim dengan ligan
(Irene dan Harrison, 1998). Hubungan antara nilai energi bebas ikatan (AGyinding )
dengan konstanta inhibitor (Ki) dapat dilihat pada persamaan termodinamik
berikut (Kitchen et al., 2004) :

EL—-E+L
_ (EJL)

[EL]
AG’=-RTIn [1/Ki] K; =Konstanta inhibisi

E adalah enzim, L adalah ligan, dan EL adalah kompleks enzim-ligan. Data
konstanta inhibisi yang diperoleh pada hasil docking adalah menggunakan
persamaan kesetimbangan tersebut. Sedangkan untuk melihat korelasi antara Ki
dengan AG harus membalikkan terlebih dahulu reaksi tersebut sehingga akan
menunjukkan korelasi yang benar. Semakin kecil nilai Ki, maka reaksi akan
cenderung ke arah pembentukan kompleks enzim-ligan. Sebaliknya, semakin
besar nilai Ki, maka reaksi ke arah pembentukan kompleks enzim-ligan lebih sulit
terjadi. Semakin kecil nilai Ki, maka akan semakin negatif pula nilai AG pada
kompleks enzim ligan. Dengan demikian, interaksi ikatan antara enzim-ligan
mejadi lebih disukai.

Pengambilan model ligan terbaik hasil kalkulasi AutoDock 4.2
berdasarkan pada nilai energi bebas ikatan yang paling kecil serta interaksi ligan
tersebut dengan ion Zn** pada enzim. Pengambilan model ligan terbaik tidak
dilihat berdasarkan cluster (pose ligan) yang ada pada hasil kalkulasi AutoDock
4.2. Nilai energi bebas ikatan dan konstanta inhibisi tersebut dapat dilihat pada
tabel 4.4 dan 4.5.
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Tabel 4.4 Energi bebas ikatan hasil simulasi docking ligan standar dan
modifikasi terhadap HDAC kelas Il Homo sapiens

Ligan Energi Ikatan, AG (kcal/mol)
HDAC 4 | HDAC5 | HDAC6 | HDAC 7 | HDAC9 | HDAC 10
SAHA -7.04 -6.91 -6.92 -7.16 -6.67 -7.63
1c - - - - -7.40 -7.94
2a - -8.55 - - - -
2C -9.26 - -8.38 -9.49 - -

Tabel 4.5 Konstanta inhibisi hasil simulasi docking ligan standar dan

modifikasi terhadap HDAC kelas Il Homo sapiens

Ligan Konstanta Inhibisi, Ki (uUM)
HDAC 4 | HDAC5 | HDAC6 | HDAC 7 | HDAC9 | HDAC 10
SAHA 6.89 8.63 8.53 5.69 12.94 2.54
1c - - - - 3.78 1.52
2a - 0.54 - - - -
2C 0.16 - 0.72 0.11 - -

Nilai energi bebas ikatan (AGyinging) hasil kalkulasi AutoDock 4.2 pada
tabel 4.4 menunjukkan harga AG yang negatif untuk semua ligan, baik ligan
standar SAHA maupun ligan modifikasi. Hal ini menunjukkan bahwa konformasi
kompleks ligan standar SAHA dan ligan modifikasi dengan HDAC 4, HDAC 5,
HDAC 6, HDAC 7, HDAC 9, dan HDAC 10 lebih stabil dibandingkan dengan
konformasi individual, karena apabila terjadi interaksi ikatan (binding) akan
membebaskan energi yang dapat digunakan untuk menurunkan energi aktivasi
dalam rangka keberlangsungan reaksi katalitik (Wulandari, 2010). Meskipun
demikian, nilai energi bebas ikatan (AGpinging) pada ligan modifikasi lebih rendah
dibandingkan dengan SAHA. Hal tersebut mengindikasikan bahwa afinitas ikatan
antara ligan modifikasi dengan enzim lebih kuat dan stabil dibandingkan ligan
standar SAHA dengan enzim untuk semua HDAC kelas Il Homo sapiens. Data
energi ikatan tersebut diperkuat dengan nilai konstanta inhibisi pada setiap ligan

modifikasi lebih kecil dibandingkan dengan nilai pada SAHA.
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4.6.3 Visualisasi 3D Hasil Docking

Visualisasi konformasi seluruh hasil docking ligan dengan HDAC kelas Il
Homo sapiens dilakukan dengan menggunakan PyMOL. Interaksi tiga dimensi
ligan-ligan tersebut terhadap HDAC kelas Il Homo sapiens dapat dilihat pada
gambar 4.8 sampai 4.13. Hasil dari visualisasi tersebut menunjukkan interaksi
ligan terhadap Zn** sebagai sisi katalitik dari HDAC kelas 11 Homo sapiens.

Gambar 4.9 Interaksi 3D antara (a) ligan 2¢ (b) SAHA dengan HDAC 4 hasil

simulasi docking

Gambar 4.10 Interaksi 3D antara (a) ligan 2a (b) SAHA dengan HDAC 5

hasil simulasi docking
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Gambar 4.11 Interaksi 3D antara (a) ligan 2c (b) SAHA dengan HDAC 6
hasil simulasi docking

Gambar 4.12 Interaksi 3D antara (a) ligan 2c (b) SAHA dengan HDAC 7

hasil simulasi docking
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Gambar 4.13 Interaksi 3D antara (a) ligan 1c (b) SAHA dengan HDAC 9
hasil simulasi docking
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Gambar 4.14 Interaksi 3D antara (a) ligan 1c (b) SAHA dengan HDAC 10

hasil simulasi docking

4.7  Simulasi Dinamika Molekul (Molecular Dynamic Simulation)

Simulasi dinamika molekul dilakukan untuk mengevaluasi hasil proses
molecular docking. Simulasi dinamika molekul memperlakukan ligan dan enzim
pada keadaan fleksibel dengan adanya pelarut sehingga dapat mempelajari

pengaruh pelarut secara eksplisit dalam sistem, kemudian diaplikasikan dalam
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mengeksplorasi konformasi dari reseptor protein untuk meningkatkan proses
desain obat (Alonso et al, 2006). Proses simulasi ini dilakukan terhadap 12 pasang
kompleks ligan-enzim hasil molecular docking. Tujuan dari proses simulasi ini
adalah menganalisis kontak residu dari kompleks tersebut selama simulasi
berjalan.

Simulasi dinamika molekul dijalankan menggunakan program dynamic
pada perangkat lunak MOE 2008.10. Algoritma yang digunakan adalah NPA
(Nosé-Poincaré-Anderson) yang merupakan algoritma paling akurat, sensitif,
mengatur ensemble secara benar serta dapat memastikan bahwa trajectory yang
dihasilkan yang sesuai dengan kondisi termodinamik yang diinginkan. Spesifikasi
statistik yang digunakan selama simulasi diatur pada ensemble. Parameter
ensemble yang digunakan adalah NVT (N: jumlah atom; V: volume; T:
temperatur yang tetap) atau yang disebut dengan ensembel kanonikal. Ensemble
tersebut dipilih karena dalam tingkat makroskopis ataupun laboratorium
temperatur sistem lebih mudah dikendalikan, maka simulasi dilakukan pada
temperatur konstan (Sofyan, 2007).

Parameter lain yang digunakan dalam simulasi dinamik adalah parameter
forcefield. Force field yang digunakan adalah MMFF94x dan tekanan sebesar 101
kPa. Force field tersebut digunakan dalam simulasi dinamika molekul karena
dapat menempatkan atom hidrogen pada posisi yang paling tepat sehingga sangat
berguna juga untuk validasi posisi atom hidrogen dalam keadaan solvasi oleh
molekul air (Panigrahi dan Desiraju, 2007). Selain itu force field tersebut
mengungguli force field yang lain dalam hal optimasi energi (Abhishek dan Sunil
K., 2007).

Berbeda dengan proses docking yang memposisikan enzim dalam
keadaaan rigid, pada simulasi dinamika molekul enzim diposisikan dalam
keadaan yang fleksibel dengan adanya pengaruh pelarut. Penambahan pelarut
dalam simulasi dinamika molekul menggunakan solvasi born. Jenis solvasi ini
merupakan sistem eksplisit, molekul protein secara nyata dikelilingi oleh pelarut.
Adanya jenis solvasi born, mengakibatkan energi solvasi (Es) turut
diperhitungkan dalam energi potensial sistem molekular yang merupakan fungsi

dari koordinat atom :
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E(X) = Estr + Eang + Esto + Eoop + Etor + Evaw + Ecle + Esol + Eres
dimana Esy = energi stretching, Eang = energi angular, Esy, = energi stretching dan
bending, Eqop = energi operasi, Eir = energi bebas torsional, Ewgw = energi
intermolekul van der Waals, Ege = energi elektrostatik, Esoy = energi solvasi
pelarut, dan E.s = energi tiap residu yang bergerak. Terlihat jelas bahwa dalam
persamaan tersebut terdapat nilai Eg (Shattuck, 2009).

Setelah semua parameter tersebut telah diatur dalam potensial setup
perangkat lunak MOE 2008.10, dilakukan optimasi geometri dan minimisasi
energi enzim ataupun kompleks ligan-enzim. Koordinat awal suatu biomolekul
diperoleh dari hasil kristalografi sinar-X atau pemodelan struktur tiga dimensi
yang jarak antar atom tidak berada dalam posisi kesetimbangan. Adanya
ketidaksesuaian geometri tersebut menyebabkan terjadinya interaksi yang tidak
disukai (bad contact) maupun efek-efek sterik berenergi tinggi yang berakibat
sistem yang disimulasikan menjadi tidak stabil. Maka setelah parameter simulasi
disesuaikan sehingga mendekati keadaan nyata, dilakukan proses minimisasi
sehingga posisi geometri atom yang tidak sesuai dapat dikembalikan sehingga
dihasilkan energi potensial terendah bagi sistem (Nurbaiti, 2009).

Tahapan simulasi selanjutnya adalah inisialisasi molekul-molekul dengan
melakukan run selama 300 piko detik. Penentuan waktu 300 piko detik
berdasarkan hasil trial and error dari penelitian yang dilakukan. Diestimasikan
dalam waktu 300 piko detik keadaan kompleks enzim-ligan sudah berada pada
kondisi yang stabil. Hal tersebut dilakukan karena bila pada run di bawah 100
piko detik, kompleks enzim-ligan belum berada pada kondisi stabil. Tahapan
inisialisasi juga merupakan suatu tahapan persiapan pelarut sebelum memasuki
tahapan selanjutnya dalam proses simulasi dinamika molekul. Pada penelitian ini
tahapan inisialisasi juga sebagai tahapan untuk menentukan ligan yang dapat
berinteraksi dengan enzim pada simulasi dinamika molekul. Apabila pada tahap
inisialisasi ligan sudah tidak berikatan lagi dengan enzim, maka dapat dipastikan
bahwa setelah simulasi dinamik tidak akan terjadi interaksi antara ligan dengan
enzim. Hal tersebut dapat dimungkinkan terjadi karena adanya perbedaan
komputasi antara dua prengakat lunak yang berbeda. Inisialisasi molekul

melibatkan penentuan posisi awal dan kecepatan awal molekul-molekul. Selain itu
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tahapan inisialisasi juga mengatur sistem untuk memiliki energi relatif minimum
dan mengendurkan interaksi berenergi tinggi sebelum masuk pada tahapan

selanjutnya. Output hasil inisialisasi berupa database dengan format .mdb.

4.7.1 Simulasi Dinamika Molekul pada Temperatur 300 K

Hasil inisialisasi dilanjutkan pada suhu 300 K untuk mengetahui interaksi
awal dari kompleks enzim-ligan sebelum dilakukan pada suhu tubuh manusia
yaitu suhu 310 K. Pada penelitian ini hanya dilakukan pada suhu 300 K dan tidak
dilakukan pada suhu 310 K. Namun demikian, hasil interaksi simulasi pada
penelitian ini dapat menjadi acuan untuk dilanjutkan pada suhu 310 K.

Pada temperatur 300 K, dilakukan heating terlebih dahulu selama 10 piko
detik. Pengaturan waktu simulasi utama dilakukan pada dynamics box kolom run
selama 5000 piko detik. Kemudian dilakukan cooling stage selama 20 piko detik.
Temperatur 300 K merupakan temperatur kamar yang biasanya digunakan untuk
melakukan simulasi dinamika molekul. Setelah simulasi utama, sistem akan
didinginkan (cooling stage) dengan tujuan untuk menemukan energi konformasi
terendah dari molekul. Proses tersebut dikenal sebagai annealing. Cooling stage
membuat temperatur simulasi mencapai 1 K. Hasil position, velocity dan
acceleration disimpan setiap 0,5 pikodetik. Output hasil simulasi berupa database

dengan format .mdb.

4.8  Analisis Hasil Simulasi Dinamika Molekul pada Temperatur 300 K
4.8.1 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 4

Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 2c dengan HDAC 4. Tabel 4.6 memperlihatkan
data interaksi ligan selama simulasi.

Tabel 4.6 Kontak residu ligan-HDAC 4 selama simulasi dinamika

molekul

Waktu SAHA 2c

Zn”*, Asp 193, Gly 327, | zn**, His196, Gly 327,
Setelah inisialisasi | Phe223, Pro295, Asn222, Phe224, Phe286, His31,
Leu296 Gly164, Ser26
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_ Zn~*, Asp 193, Gly327, Zn“*, His196, Gly327,
Heating ) ]
10 His155, His156, Glu326, | Phe224, Se26
_ ] Phe223, Pro295, Asn222,
piko detik
Leu296
Zn**, Asp 193, Gly 327, | Zn**, His196, Gly265,
5000 His155, His156, Glu326, | Phel65, Ser27, Gly197,
piko detik Glu30, Gly285, Gly164, Aspl10, Ser94, Met163,
His329 Asp220
Zn**, Asp 193, Gly 327, | Zn**, His196, His155,
Cooling His155, His156, Glu326, Gly221, Gly327, Ser26,
20 piko detik Pro29, Glu30, Gly285, Ser27, Gly197, Asp219,
(akhir simulasi) Gly164, His329 Ser94, Met163, Asp220,
Leu323, Leu95

Keterangan: huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 4
menghasilkan interaksi yang beragam. Namun demikian, kedua ligan tersebut
masih berikatan dengan ion Zn** pada sisi katalitik enzim dari awal simulasi
hingga akhir simulasi. Di akhir simulasi, ligan 2c memiliki kontak residu yang
lebih banyak dibandingkan kontak residu yang dihasilkan SAHA. Hal tersebut
dikarenakan modifikasi triazol pada rantai SAHA yang dapat memberikan kontak
yang lebih luas pada enzim. Perbandingan interaksi antara SAHA dan 2c dapat

dilihat pada Lampiran 32 melalui visualisasi 2D.

4.8.2 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 5

Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 2a dengan HDAC 5. Tabel 4.7 memperlihatkan
data interaksi ligan selama simulasi.

Tabel 4.7 Kontak residu ligan-HDAC 5 selama simulasi dinamika molekul

Waktu SAHA 2a

Zn”*, Asn207, Gly 312, Zn”*, Gly 312, Gly149,
Gly313, His180, Pro138 | His180, Met143, Glu311,

Setelah inisialisasi
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Aspl78, Phe208, Phe2009,
His140, Gly270, Phel60,
Met148
Zn**, Asn207, Gly 312, Zn“*, Gly 312, Gly149,
Heating Gly313, His180, Pro138 His180, Met143, Glu311,
10 Aspl78, Phel50, Phe209,
piko detik His140, His141, Gly270,
Met148, Phel52, Leu281
Zn~*, Asn207, Gly 312, Zn“*, Gly 312, Gly149,
5000 Gly313, His180, Pro138, | His141, His180, Asp272,
piko detik Glu3ll, Aspl178, His314, | Phe208, Phe209, Asn207
Leu281
Zn”*, Asn207, Gly 312, Zn”*, Gly 312, Gly149,
Cooling Gly313, His180, Pro138, His141, His180, Leu281,
20 piko detik Glu311, Aspl178, His314, | Phe208, Phe209, Asn207
(akhir simulasi) Leu281, His140, His141,
Gly270

Keterangan : huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 5
menghasilkan interaksi yang beragam. Namun demikian, kedua ligan tersebut
masih berikatan dengan ion Zn?* pada sisi katalitik enzim dari awal simulasi
hingga akhir simulasi. Di akhir simulasi, ligan 2a memiliki kontak residu yang
lebih sedikit dibandingkan kontak residu yang dihasilkan SAHA. Meskipun
demikian, interaksi simulasi dinamika molekul yang dihasilkan tetap dapat
memperkuat hasil docking yang telah diperoleh. Perbandingan interaksi antara
SAHA dan 2a dapat dilihat pada Lampiran 33 melalui visualisasi 2D.

4.8.3 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 6
Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 2c dengan HDAC 6. Tabel 4.8 memperlihatkan

data interaksi ligan selama simulasi.
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Tabel 4.8 Kontak residu ligan-HDAC 6 selama simulasi dinamika molekul

Waktu

SAHA

2C

Setelah inisialisasi

Zn”*, Tyr204, His32, His,
33, His73, Phe42, Phel02,
Cys43, Gly4l, Gly 162,
Gly203, Glu201

Zn**, Tyr204, His33,
His74, Phe42, Phel02,
Cys40, Gly41, Ala39

Zn”*, Tyr204, His32,

Zn**, Tyr204, His33,

Heating g ) _
10 His33, His73, Phe42, His74, Phe42, Phel01,
: ] Phel02, Cys43, Gly41, Cys40, Gly41, Ala39, Phe44
piko detik
Gly 162, Gly203, Glu201
Zn"*, Tyr204, His33, Zn**, Tyr204, His33, His74,
5000 Phe102, Cys40, Cys43, Phe42, Phel01, Cys40,
piko detik Gly41, Gly202, Gly203, Gly4l, Leul71
Glu201
o Zn**, Tyr204, His, 33, Zn**, Tyr204, His33, His74,
oolin
i J ) Phe42, Phel02, Cys40, Phe42, Phe101, Cys40,
20 piko detik

(akhir simulasi)

Gly41, Gly202, Gly203,
Glu201, Leul71

Gly41, Cys43, Leul71,
Phe44

Keterangan : huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 6
menghasilkan interaksi yang beragam. Namun demikian, kedua ligan tersebut
masih berikatan dengan ion Zn?* pada sisi katalitik enzim dari awal simulasi
hingga akhir simulasi. Di akhir simulasi, ligan 2c memiliki ikatan hidrogen yang
lebih banyak dibandingkan yang dihasilkan SAHA. Oleh karena itu, hasil yang
diperoleh 2c dapat menjadi acuan untuk pengembangan selanjutnya.
Perbandingan interaksi antara SAHA dan 2c dapat dilihat pada Lampiran 34

melalui visualisasi 2D.
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4.8.5 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 7

Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 2c dengan HDAC 6. Tabel 4.9 memperlihatkan

data interaksi ligan selama simulasi.

Tabel 4.9 Kontak residu ligan-HDAC 7 selama simulasi dinamika molekul

Waktu

SAHA

2c

Setelah inisialisasi

Zn**, His327, Phel63,
Phe221, Leu294, Asnl114,
Gly162

Zn**, His193, Glu324,
Asp328, Asp229, Ala227,
Ala225, Val228, Val192,
Gly226

Heating Zn™*, His327, His154, Zn**, His193, His194,
10 Phe221,Leu294, Gly162, Asp328, Asp229, Ala227,
piko detik Pro293, Pro151 Ala233, Val228, Gly232
Zn**, His327, Phe163, Zn**, His193, Glu324,
_ 5000_ Phe221, Leu294, Cys164, | Leu71, Leu323, Ala322,
piko detik
Gly162, Pro151 GIn199
Cooling Zn** His327, His25, Zn**, His193, Glu324,
20 piko detik Phel63, Phe221, Leu294, | Leu71, Leu323, Ala322,

(akhir simulasi)

Cysl64, Gly162, Prol51

Thr198, Tyr73, Val70

Keterangan : huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 7

menghasilkan interaksi yang beragam. Namun demikian, kedua ligan tersebut
masih berikatan dengan ion Zn?* pada sisi katalitik enzim dari awal simulasi
hingga akhir simulasi. Di akhir simulasi, ligan 2c memiliki ikatan hidrogen yang
sama dengan hasil dari SAHA. Jumlah kontak residu yang terjadi antara kedua
ligan pun hampir sama. Oleh karena itu, hasil yang diperoleh 2c dapat
diperkirakan sama dengan standar, namun dapat memperkuat acuan terhadap hasil
docking. Perbandingan interaksi antara SAHA dan 2c dapat dilihat pada

Lampiran 35 melalui visualisasi 2D.

Simulasi dinamika ..., Tirtana Prasetia, FMIPA Ul, 2011



4.8.6 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 9

Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 1c dengan HDAC 9. Tabel 4.10 memperlihatkan

data interaksi ligan selama simulasi.

Tabel 4.10 Kontak residu ligan-HDAC 9 selama simulasi dinamika molekul

Waktu

SAHA

1c

Setelah inisialisasi

Zn*, His190, His150,
Pro290, Phe219, Leu246,
Leu291, Aspl88, Arg212

Zn**, Glu321, Glu215,
Gly322, Gly280, Gly159,
His190, His150, His151,
Phe219, Asp214

Zn”*, His190, Pro290,

Zn**, Glu321, Glu215,

Heating
10 Pro289, Pro220, Phe219, | Gly322, Gly280, Gly159,
. - Arg212, Leu291, Thrl56, | Cysl6l, Phe219, Asp214,
piko detik
Ala279 Aspl88
Zn**, His190, His150, Zn**, Glu321, Glu215,
5000 Pro290, Pro220, Phe219, | Gly322, Gly280, Gly159,
piko detik Leu246, Leu291, Asp188, | Cysl6l, Pro290, Asp214,
Arg212,Gly245, Tyr294 Asp188, Leu291
. Zn**, His190, His150, Zn”*, Glu321, Glu215,
Cooling
) . Pro290, Pro220, Phe219, | Gly322, Gly280, Gly159,
20 piko detik

(akhir simulasi)

Leu246, Leu291, Asp188,
Arg212,Gly245, His151

Cys161, Pro290, Asp188,
Leu291

Keterangan : huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 9

menghasilkan interaksi yang beragam. Namun demikian, kedua ligan tersebut
masih berikatan dengan ion Zn?* pada sisi katalitik enzim dari awal simulasi
hingga akhir simulasi. Di akhir simulasi, ligan 1¢c memiliki ikatan hidrogen yang
sama dengan hasil dari SAHA. Jumlah kontak residu yang terjadi antara kedua
ligan pun tidak berbeda secara signifikan. Oleh karena itu, hasil yang diperoleh 1c
dapat diperkirakan sama dengan standar, namun dapat memperkuat acuan
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terhadap hasil docking. Perbandingan interaksi antara SAHA dan 1c dapat dilihat
pada Lampiran 36 melalui visualisasi 2D.

4.8.6 Analisis Interaksi Ligan dengan HDAC 10

Hasil simulasi dinamika molekul menunjukkan perbedaan interaksi antara
ligan standar SAHA dan ligan 1c dengan HDAC 10. Tabel 4.11 memperlihatkan
data interaksi ligan selama simulasi.

Tabel 4.11 Kontak residu ligan-HDAC 10 selama simulasi dinamika molekul

Waktu SAHA 1c

Zn"*, His95, His96, His95, His267, Trp164,
His135, Glu263, Phel105, | Pro232, 11e229, Tyr266,
Asn103, Gly104, Leu291, | Gly230

Asp52

Setelah inisialisasi

Zn**, His95, His135,
Glu263, Pro93, Asn103, -
Trpl64

5000
piko detik

Keterangan : huruf cetak tebal = residu asam amino enzim yang membentuk ikatan hidrogen

dengan ligan

Hasil interaksi simulasi dinamika molekul kedua ligan dengan HDAC 10
menghasilkan interaksi yang berbeda bila dibandingkan dengan kelima HDAC
lainnya. Ligan standar SAHA tetap dapat berinteraksi membentuk ikatan dengan
ion Zn** pada sisi katalitik enzim hingga akhir simulasi. Sedangkan ligan 1c tidak
lagi memiliki interaksi dengan Zn®* pada akhir tahap inisialisasi. Ligan 1c
memiliki interaksi yang bagus dengan ion Zn?* pada hasil docking, ternyata tidak
dapat mempertahankan interaksinya dalam tahap inisialisasi. Dengan demikian,
ligan 1c tidak lebih baik dibandingkan SAHA yang masih memiliki interaksi
dengan sisi katalitik enzim. Interaksi 1c di dalam tahap inisialisasi kurang stabil
dibandingkan dengan SAHA. Hal tersebut dapat dilihat pada Lampiran 37
mengenai grafik kestabilan antara SAHA dan 1c.
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4.9  Analisis Hasil Docking dan Simulasi Dinamika Molekul

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa terdapat perubahan interaksi hasil
simulasi dinamika molekul bila dibandingkan dengan hasil docking. Pada hasil
docking, semua ligan menghasilkan interaksi yang cukup kuat dengan ion Zn?*
yang membentuk kelat cincin segilima. Sedangkan hasil simulasi dinamika
molekul interaksi yang terjadi antara ligan dengan ion Zn*" hanya terbentuk satu
ikatan dan tidak membentuk kelat segilima walaupun ada beberapa interaksi yang
dapat memungkinkan untuk terbentuknya kelat. Hal tersebut disebabkan oleh
metode yang digunakan berbeda antara AutoDock dengan MOE. Proses simulasi
AutoDock menerapkan sistem semi-fleksibel, yaitu enzim bersifat rigid
sedangkan ligan bersifat fleksibel sehingga dapat dengan mudah membentuk
kelat. Sedangkan pada MOE, sistem yang diterapkan adalah sistem fleksibilitas
tinggi, yaitu enzim dan ligan bersifat fleksibel serta keterlibatan pelarut dalam
sistem tersebut. Sehingga ligan akan sulit membentuk kelat terhadap ion zn?*
akibat fleksibilitas yang tinggi dari sistem tersebut. Hasil interaksi docking dan
simulasi dinamika molekul dapat dilihat pada tabel 4.12.

Tabel 4.12 Perbandingan hasil interaksi docking dengan simulasi dinamika

molekul
) Setelah simulasi dinamika
Kompleks Docking
molekul
Zn ', Asp287, His Zn>*, Asp 193, Gly 327, His155,
HDAC 4 - SAHA | 155, His 195 His156, Glu326, Pro29, Glu30,

Gly285, Gly164, His329

Zn', Aspl93, His155 | Zn°', His196, His155, Gly221,
Gly327, Ser26, Ser27, Gly197,
HDAC 4 - 2c Asp219, Ser94, Met163, Asp220,
Leu323, Leu95

Zn**, Asp 272, His Zn**, Asn207, Gly 312, Gly313,
140, His 180 His180, Pro138, Glu311, Aspl78,
His314, Leu281, His140, His141,
Gly270

HDAC 5 - SAHA
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HDACS - 2a

Zn**, Asp178, His
140, Gly 312

Zn“, Gly 312, Gly149, His141,
His180, Leu281, Phe208, Phe209,
Asn207

HDAC 6 - SAHA

Zn** His 32, His33,
Tyr204

Zn”*, Tyr204, His, 33, Phe42,
Phe102, Cys40, Gly41, Gly202,
Gly203, Glu201, Leul71

Zn**, Asp71, His32,

Zn**, Tyr204, His33, His74,

HDAC 6 - 2c His33, Tyr204 Phe42, Phel01, Cys40, Gly41,
Cys43, Leul7l, Phe44
Zn**, Asp285, Thr Zn**, His327, His25, Phel63,
HDAC 7 - SAHA | 109, His 154, Gly 152 | Phe221, Leu294, Cys164, Gly162,
Prol51
Zn~*, Asp191, Zn~*, His193, Glu324, Leu71,
e’ A Glu115, His153, Leu323, Ala322, Thr198, Tyr73,
His154 Val70
Zn”*, Asp 282, His Zn**, His190, His150, Pro290,
HDAC 9 - SAHA | 150, His 151 Pro220, Phe219, Leu246, Leu291,
Asp188, Arg212, Gly245, His151
Zn”*, Asp 188, His Zn”, Glu321, Glu215, Gly322,
HDAC9-1c | 150, His 151, Pro 290 | Gly280, Gly159, Cys161, Pro290,

Asp188, Leu291

Keterangan : huruf cetak tebal hitam = residu enzim yang berikatan hidrogen dengan ligan pada

dinamik

Interaksi residu pada docking merupakan ikatan hidrogen.

Dari data tabel 4.12 terlihat bahwa interaksi hasil simulasi dinamika

molekul memperkuat hasil yang telah diperoleh pada proses docking meskipun

berbeda dalam penggunaan metode. Pada hasil analisis energi pada docking

terlihat bahwa ligan hasil modifikasi memiliki energi bebas Gibbs yang lebih

negatif dibandingan dengan SAHA. Data energi bebas tersebut diperkuat dengan

hasil kontak residu pada docking dan simulasi dinamika molekul. Oleh karena itu,

ligan-ligan hasil modifikasi layak untuk dikembangkan sebagai obat.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1  Kesimpulan

Dari penelitian ini, dapat ditarik beberapa kesimpulan. Pertama, hasil
docking ligan standar SAHA dan ligan modifikasi terhadap HDAC kelas Il Homo
sapiens menunjukkan bahwa baik ligan standar SAHA maupun ligan modifikasi,
keduanya masih mempunyai interaksi yang sama terhadap HDAC kelas 11 Homo
sapiens, yaitu atom O pada gugus C=0 dan —OH nya berikatan dengan ion Zn**
sebagai sisi katalitik enzim. Hasil analisis energi bebas ikatan (AGyinging) dan
konstanta inhibisi (Ki) menunjukkan bahwa ligan hasil modifikasi tetap memiliki
afinitas yang lebih baik dibandingkan SAHA.

Dilihat dari analisis hasil dynamic, semua ligan modifikasi memiliki
interaksi yang bagus pada sisi aktif HDAC kecuali ligan 1c dengan HDAC 10
yang tidak lagi berikatan dengan ion Zn®* sehingga tidak memenuhi persyaratan
untuk dikembangkan lebih jauh. Hasil interaksi dynamic ligan modifikasi dan
SAHA memiliki afinitas dan interaksi yang hampir sama. Meskipun demikian,
ligan 2c, 2a, dan 1c tetap lebih baik dibandingkan dengan SAHA karena hasil
docking dari ligan modifikasi tersebut lebih baik dibandingkan dengan SAHA.
Hasil dynamic memperkuat hasil docking ligan-ligan tersebut.

Ligan yang dapat berpotensi dikembangkan sebagai obat berdasarkan hasil
docking dan dynamic adalah ligan 2c. Ligan 2c dapat berinteraksi dengan lebih
baik dibandingkan dengan SAHA pada tiga HDAC sekaligus, yaitu HDAC 4, 6,
dan 7. Namun, tidak tertutup kemungkinan bagi ligan 2a dan 1c untuk

dikembangkan sebagai obat dikarenakan sangat spesifik untuk satu HDAC.
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52  Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya yang terkait dengan penelitian ini
adalah pengembangan lebih lanjut terhadap ligan hasil modifikasi, baik ligan 2c,
2a, maupun 1c untuk dikembangkan sebagai obat kanker serviks. Kemudian,
dapat dilakukan modifikasi SAHA pada bagian yang lain, seperti pada bagian
gugus polar atau rantai alifatiknya sehingga bisa didapatkan inhibitor yang lebih
baik lagi. Selain itu, dapat pula mencari inhibitor lain diluar golongan asam
hidroksamat untuk inhibisi aktivitas HDAC atau dengan mencoba melakukan
docking terhadap HDAC selain kelas Il, yaitu HDAC kelas | atau kelas IlI.
Dengan saran-saran yang diberikan tersebut diharapkan akan didapatkan inhibitor
aktivitas HDAC yang lebih baik dari inhibitor aktivitas HDAC yang telah ada saat
ini.
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Lampiran 2. Urutan Sekuen HDAC 4

histone deacetylase 4 [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: NP_006028.2
GenPept  Graphics

>gi|153085395 | ref |HP_006028.2| histone deacetylase 4 [Homo =sapiens]
M5505HPDELSGRDQPVELLNPARVHHMPSTVDVATALPLOVAPSAVEMDLRELDHQFSLEVAEPALREQD
LOOELLALEOEOOIQROILIAE FQROHEQLSROHEAQLHEH IKQOOEMLAMKHOOE LLEHAQRELERHRQE
QELERQHREQELOQLENKEEGKESAVA STEVEME LQEFVLNEEEALLHRNLNHCISSDPRYWYGETQHSS
LRSS PPQSEVSTSYNHPVLGHYDAK D DFPLRE T ASEPHLELRSRLEQEVAERRSSPLLEREDEPVVTAL
KERPLDVIDSACSSAPGSGPSS PSS GSVELENGIAPAVESIPAETSLAHRLVAREGSAAPLELYTSES
LENITLGLPATGESAGTAGODAERLT LEALOORLSLFPGTHLIPYLSTSPLERDGGARHSPLLOHMVLL
EQPPLOAPIVIGLGALEPLHAD S LVGADRV SPE IHELROHRELGRTQSAPLEPONAQAT.OHLVIQDDHQOFL
EEHEQQFOOOO LMK I I PEPSEPARYPESHPEETEEELREEQALL.DE PYLDRLPGQEEL HAQRGVOVED
EPIESDEEEAEPPREVEPGOROPSEQELLFRQOALLLEGORIHOLENYQASMEARA T PVSFGGHRPLSEA
QSSPASATFPVSVOEPPTEPRFITGLVY DT LMLEHQCTCGSS555SHPEHAGRTISINSRLOQETGLRGECEC
IRGREATLEELQTVHSEAHT LLYGTHPLNRQKLDSKEE LLGSLASVEFVRLPCGGVGVDSDT INHEVHSAGL
ARLAVGCVVE LVFEVAT GE LENGFAVVRPPGHHLEESTPMGFCY FNSVAVAAKLLOQRLESVSKILIVDWND
VHHGHGTQQAF Y SDPSVLYMSLHRY DDGNFFPGSGLPDEVET GPGVGEVHMAFTGGLDPEMGDAEYLAL
FRIVVMPIASEFAPDVVLVSSGFDAVEGHPTPLGGY MLSARCFGY LTEQLMGLAGGRIVLALEGCHDLTL
ICDASEACYVSALLGNELDPLPEEVLODRPNANAVE SMEEVME IHSEYWNRCLORTTSTAGRSLIEAQTCEN
EEAETVIAMASLSVGEVEPLEERPDEEPHEEEPPL
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Lampiran 3. Urutan Sekuen HDAC 5

histone deacetylase 5 isoform 1 [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: NP_005465 2
GenPept Graphics

>gi| 62750347 |ref|NP_005465.2| histone deacetylase 5 isoform 1 [Homo sapiens]
MNSPHNESDGMSGREPSLEILPRTSLHSIPVIVEVEPVLPRAMPSSMGGGEGGGSPSPVELRGALVGSVDPT
LEREQOLOQELLALEQOOOLOKOLLFAE FOROHDHLTRQHEVOLOKHLEQQOEMLAAK ODOEM LA RKROOE
LEQOROREQOROEELERKGRLEQOLLILENKERKSEESATASTEVELRLOEFLLSKSEKE PTPGGLINHSLPQH
PECWGAHHASL.DQSSPPRSGPPGT PESYELPLPGPYDSRDDFPLRETASEPNLEVRSRLEQKVAERRSSP
LLRREDGIVISTFRERAVEITGAGPGASSVCNSAPGSGPSSPNSSHST IRENGFTGSVEFNIFTEMLPOHR
ALPLDSSPNQFSLYTSPSLPNI SLGLOATVIVINSHLTASPELSTQREAEROQAT.OSLRGGTLTGEFMST
SEIPGCLLGVALEGDGSFHGHASLLOHVLLLEQARQOSTLIAVPLHGOSPLVI GERVAT SMETVGKLPRH
RPLSRTQS5PLEQSPQALCOLVMOOOHOO F LEKOROOOLOLGKI LTKTGELPRQFTTHFEETEEELTEQD
EVLLGEGALTHMPREGSTESESTQEDLEEEDEEDDGEEEEDCIQVEDEEGE SGAEEGFDLEEFGAGYFELF
SDAQPLOPLOVYQAPLSLATVPHOALGRTQS SPALPGEMES PEDQPVEHLF I TGVVY DT FMLEHQCHCGN
THVHPEHAGRTIOSIWNSRELOETGLLSKCERIRGREATLDEIQTVHSEYHTILLYGT SPLNRQEKLDSKELLGE
ISOEMYAVLPCGGIGVDSDIVWHNEMHS SSAVEMAVGCLLELAFRVARGELKNGFATTRPPGHHREESTAM
GECFFNSVAITARLLOOR LNVGEVLIVDWDIHHGHNGTQQAFYNDEPSVLY I SLHRYDNGNFFPGESGAFEEV
GEEPGVGYNVNVANT GGVDPPIGDVEYLTAFRTVVMPIAHE FS PDVVLVSAGFDAVEGHLSPLGGEYSVIA
RCFGHLTROLMTLAGGRVVLALEGGHDLTATICDASEACV SALLSVELQPLDEAVLOOKPNINAVATLEEV

IEIGSKHWSCVORFRAGLGRSLREAQAGETEEARTVSAMALLSVGAEQAQAN R ARFHSPEPAEEFMEQEE
AL
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Lampiran 4. Urutan Sekuen HDAC 6

histone deacetylase 6 [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: NP_006035.2
GenPept Graphics

>gi|13128864 |ref |HP 006035.2| histone deacetylase & [Homo sapiens]
HTSTGRDSTTITRQRRSRONPOSPPODSSVT SERNIKKGAVPRS I PHLAEVEREGEMER LGOAMEEDLIVG
LOGMDINLEAEATAGTGLYVLDEQLNEFHCLWDDSFPEGPERLHATKEQLIQEGLLDRCVSFQARFAEKEE
IMLVHELEYIDIMETTQYMNEGELRVLADTYDSVY LHPHNSY SCACLASGESVLRLYVDAVLGAETRMGMATT
RPPGHHAQHSLMDGY CHEFNHVAVARRYROOKHRTRRVLIVDHDVHHGOGTQFTFDQDPSVLYFSTHRYED
GRFWPHLEASNWSTTGEGOGQEYT INVENNOVGHMRDADY TA A FLAVLL.PVALEFQPQLVLVAAGFDAT.QG
DPEGEMAAT PAGFAQLTHLIMGLAGEK LILSLEGGYNLRALARGVSASLHT LLGDPCPMLESPGAPCRSA
GRSVSCALEALEPFNEVLVRSTETVERDHMEE DNVEE SEEEGPNEPEVLPILTWEPVLOSRT GLVY DRI
NHCHLWDSHEPEVPQRILEIMCRILEELGLAGRCLTLT PREATEAELLTCHSAEYVGHLRATERMETRELH
RESSHNFDSIYICPSTFACAQIATGAACRLVEAVLSGEVLNGAAVVRPPGHHAEQDALCCFCFEFHNSVAVAR
RHAOTTISGHALRILIVDWDVHHGHGT QHMFEDDE SVLYWVSLHRY DHGT FFPMGDEGASS QI GRARGTGFT
VHVAWNNGPRMGDADY LA AWHRIVL.PIAYEFNPELVLYV SAGFDAARGDPLGGCOVSPEGYLHL.THLLMGLA
SGRITLILEGGYNLTSISESMARCTRSLLGDEPPPLLTL.PRPPLSGALASITETIQVHRRYWRSLEVMEVE
DREGPSSSKELVIKEAPOPAN PRLARBMTTREEEVLEAGHMGEVT SASFGEESTPGQTHSETAVVALTQDOP
SEARATGEATILAQTI SELAA T GEAML.GOTTSEEAVGEATPDTT SEETVEGEATILDOTTSEDAVGGATLGRTT
SEEAVGGATLAQTTSEAAMEGATL.DQTTSEEAPGGTELIQTPLASSTOHQTPPTSPVQGTTPQISPSTLY
GSLRTLELGEESQGASE SQAPCEEN LLGEAAGGDDMANSMIMOGSRGLTDOAT FYAVT PLPWCPHLVAVC
PIPAAGLDVIQPCGDCGT IQENWVCLSCYOVYCGRY TINGHMLHHGN SGHEPLVLSY IDLSANCY YCQRAYWV
HHQATLI.DVENTAHQNK FGEDMEHPH
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Lampiran 5. Urutan Sekuen HDAC 7

histone deacetylase 7 isoform a [Homo sapiens]

MNCBI Reference Sequence: NP_056216.2
GenPept Graphics

>gi|1659234807 |ref |NF_056216.2| histone deacetylasgse 7 isoform a [Homo sapiens]
MHSPGADGTQVSPGAHY CSPTGAGCPRPCADT PGEQPOPMDLEVGORPEVEFPPEPTLLALGRPQRLHHH
LFLAGLOOORSVEPMRLSMOT PMPELGVGEPGEQE LR LLHEDE SERSAVAS SVNWVEQELAEVI LEKQOART.
ERTVHPNSPGIPYRTLEPLETEGATRSML.ESFLEPVESLPSDPPEHFPLRETVSEPNLELRYKPEESLER
REMPLLEEESAPPSLRRRPAETLGDSSPESSSTPASGCSSPNDSEHGPNPILGSEALLGORLRLGETSVA
PFALPTVSLLPAITLGLEARARADSDRRTHET LGPRGPILGSPHTFLFLPHGLEPEAGGTLPSRLOPILL
LDPSGSHAPLLIVEGLGPLPFHFAQSIMI TERLSGSGLHNPLSRTRSEPLEFSATAPPFPGFMQPRLEQL
KTHVQVIERSAKPSEEPRLEQIPSAEDLET DEGGGPGVVDDGLEHRE LGHGRPEARGPAPLOQHPOVLLW
EQQRLAGRLPRGETGDTVLLPLAQGGHRPL.SRAQSSPAAPASL.SAPE PASQARVL.SSSETPARTLEFTTG
LIYDSVHMLEHCSCGDN SRHPEHAGRIQSIWSRLOERGLESQCECLRGRFEASLEELSVHSERHVLLYGT
HPLSELELDNGELAGLLAGRMFVHL.PCGGVGVDI DT INNE LHS SHARRNARACSVIDLAFEVASRELENGE
AVVRPPGHHADHSTAMGFCFFN SVALACROLOOOSKA SEI LIVDWDVHHGHGTQQTFYQDPSVLYISLHR
HDDGHFFPGSGAVDEVGAGSGE GFNVHNVANAGGLDPPHGDPEY LAAFRIVVMPIAREFSFODLVLYV SAGEFD
AAFEGHPAPLGGYHVSAKCFGYMT QLML AGGAVV LALEGCHDLTATCDASEACVALLLGHNEVDELSEES
WEQEPNLNAIRSLEAVIRVHSEYWGCHMQRLASCPDSWYEPRVEPGADKEEVEAVIALASLEVGILAEDRESE
RLVEEEEPHMNL
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Lampiran 6. Urutan Sekuen HDAC 9

histone deacetylase 9 isoform 4 [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: NP_848510.1

GenPept Graphics
>gi|30795202 |ref |NF_848510.1| histone deacetylase 9 isoform 4 [Homo sapiens]
HHSMTI S SVDVESEVEVGLEPTISPLDLET DLEMMMPVV D EVVREEQLOOELLL.TQOOOOT QFEQLLIAEFOK
CHENLTRGHQAOLOEHIKELLATKQOOE LLEKEQKLEQOROEQEVERHRREQQLPPLRGEDRGRERAVAS
TEVEQELQEFLLSESATEDT PTHGENHSVSRHPELW Y TARHHAT SLDQS SPPLSGT SPSYKYTLPGAQDARK,
DDFPLEETASEPNLEVESRLEQEVAERRS S PLLERFEDGHVVT SFEERMFEVIESSVSS55PGESGES5PHN
GPETGSVIENETSVLPPTPHAEOMVSOORILIHEDSMNLLSLYT SPSLENITLGLPAVESQLNASHSLEEK
QECETQTLRGVPLPGOYGGSIPASS SHEHVI LEGE PPN SSHOALLOHLLLEE QMRQOKLLVAGGVELHE
QEPLATEERISPGIRGTHELPRHRPLNERTQSAPLP S TLAQIVIOOOHOOFLEEQEOYOOOTHMNELLEE
SIEQLEQPGSHLEEAEEELOGDOAMOEDRAPSSGHSTRSDSSACVDDT LGOVGAVEVEEEFVDSDEDAQT
QEMESGEQALFHMOOPFLEPTHTRALSVRQAPLAAVEGMDGLERHRE LVSRTHSSPAASVLEHPFAMDRELOEG
SATGIAYDPILMLEHQCWVCGHSTTHPEHAGRIOSINSRL.QETGLINECERTIQGREASLEETQLVHSEHHSL
LYGTHNPLDGOKLDFRILLGDDSOKFF S SLPCGGLGVD S DT INNELHS SGAMBMAVGCVIELASKEVASGEL
EHNGFAVVRPPGHHAEE STAMGFCFFHSVAITARYLRDQLNT SEILIVDLDVHHGHGT QOAFYADESTILYT
SLHRYDEGHNFFPGSGAPNEVGTGLGEGYNINIANT GGLDPPMGDVEY LEAFRTTVEEVAKEFDPDMVIVE
AGFDALEGHT PPLGGYEVITAKCFGHLTEQLMT LADGRVVLALEGGHDLTATCDASEACVHALLGHELERPL
AFDILHQS PHMNAVISLOE I IEI S YWE SVEMVAVPRGCALAGAGLOEETETVSALASLTVOVEQPFAD
EDSRTAGEPMEEEPLT.
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Lampiran 7. Urutan Sekuen HDAC 10

histone deacetylase 10 isoform 1 [Homo sapiens]

NCBI Reference Sequence: NP_114408.3
GenPept Graphics

>gl|20070354 |ref |NF_114408.3| histone deacetylase 10 isoform 1 [Homo sapiens]
MGETALVYHEDMTATRLLWDDPECEIERPERLTAALDRLEQRGLEQRCLELSAREASEEELGLVHSPEYVS
LVRETOVLGREELGALSGOFDATYFHESTFHCARLAAGAGLOLVDAVLT GAVONGLALVRPPGHHGORAR
ANGFCVFHNNVAILAAAHAEOKHGLHRILVVDNDVHHGOGIQY LFEDDPSVLY FSWHRYEHGRFWEFLEESD
ADAVGRGGLGFTVHLEPWHOVGMGHADY VARFLALLLELAFEFDPELVLV SAGFDSAIGDFEGQMOATPE
CFRHLTQLLGVLAGERVCAVLEGGYHLE S LAE SVCHMT VT LLGDPAPPLSGPMAPCOSALESIQSARARD
ARPHWESLOQQDVITAVEMSPSSHSPEGRPPPLLPGGFVCEARASAPSSLLDQPCLCPAPSVRTAVALTTED
ITLVLEFDVIQQEASALREETEANARPHE SLAREEALTALGELLY LLDGMLDGOVH SGIALTPASARAAT
LDVAVERGLSHGAQRLLCVALGDLDRPPDLAHDGR S LNLN IRGEEARATL.SMFHVSTPLFVHT GGFLSCIL
GLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLOGPHALLLA AWML EGLAGGEVLALLEENST PQLAGTI LARVLNGEAP
ESLGESSVASPEDVQALMYLRGLLE FOWEMLOCHPHLVE
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Lampiran 8. Model terbaik hasil docking HDAC 4 - 2¢

17
Run = 17
DPF = hdac4 2c.dpf

-9.26 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
164.22 nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-12.54 kcal/mol
-18.96 kcal/mol
-1.57 kcal/mol
-0.62 kcal/mol
+3.28 kcal/mol
-0.62 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

29
Run = 29
DPF = hdac4 2c.dpf

-8.82 kecal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
344.89 nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-12.108 kcal/mol
-10.57 kcaly/mol
.53 kcal/mol
-0.48 kcal/mol
+3.28 kcal/mol
-0.48 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

mnomn
i
—

Simulasi dinamika ..., Tirtana Prasetia, FMIPA Ul, 2011



Lampiran 9. Model terbaik hasil docking HDAC 4 - SAHA

59
Run
DPF

39
hdac4 SAHA.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-5.44 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
182.87 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

.13 kecal/mol
.21 kcal/mol
.92 kcal/mol
.37 kcal/mol
.68 kcal/mol
.37 kcal/mol

(1) Fipal Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

. R
2N @~

64
64
hdac4 SAHA.dpf

Run
DPF

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-7.04 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
6.89 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

-9.73 kcal/mol
-7.60 kcal/mol
-2.12 kcal/mol
-8.01 kcal/mol
+2.68 kcal/mol
-8.81 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

{2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]
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Lampiran 10. Model terbaik hasil docking HDAC 5 - 2a

14

Run = 14

DPF = hdac5_2a.dpf

Estimated Free Energy of Binding = -B.

Estimated Inhibition Constamt, Ki = 536.

(1) Final Intermolecular Energy =11}
vdW + Hbond + desolwv Energy = -10.
Electrostatic Energy -

(2) Final Total Internal Energy = /-8

(3) Tarsional Free Energy =3,

(4) Unbound System's Energy [=(2)] = -0.
93

Run = 93

DPF = hdac5 2a.dpf

Estimated Free Energy of Binding = -8.

Estimated Inhibition Constant, Ki = 744.

(1) Final Intermolecular Energy = -11.
vdW + Hbond + desolv Energy = -10.
Electrostatic Energy = R

(2} Final Total Internal Energy = B,

(3) Torsional Free Energy — T

(4) Unbound System's Energy [=(2)] = -@.

55
56

84
55
29

.54

24

36
12

64
69
95
24
28
24

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mal
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kecal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mal
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Lampiran 11. Model terbaik hasil docking HDAC 5 - SAHA

Run
DPF

79
79
hdac5 SAHA.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1)

(2)
(3)
(4)

Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

Final Total Internal Energy
Torsional Free Energy

Unbound System's Energy [=(2)]

99

Run = 99
DPF = hdac5 SAHA.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1)

(2)
(3)
(4)

Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

Final Total Internal Energy
Torsional Free Energy

Unbound System's Energy [=(2)]

-9,
-7.
=1
-8.
.68
-8

.91

59
71
88

20

.55
.88

.23
.39
.84

.b8
.38

keal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
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Lampiran 12. Model terbaik hasil docking HDAC 6 - 2¢

62
62
hdacé 2c.dpf

Run =
DPF =
Estimated Free Energy of Binding

Estimated Inhibition Constant, Ki

-8.38 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
716.78 nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

'
=
—

.66 kcal/mol
-10.49 kcal/mol
-1.17 kcal/mol
+8.27 kcal/mal
+3.28 kcal/mol
+0.27 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Fimal Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Emergy [=(2)]

73
Run = 73
DPF = hdacé 2c.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-8.16 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
1.84 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

-11.44 kcal/mol
-9.62 kcal/mol
-1.82 kcal/mol
-0.76 kcal/mol
+3.28 kcal/mol
-0.76 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Enmergy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]
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Lampiran 13. Model terbaik hasil docking HDAC 6 — SAHA

30
Run = 3@
DPF = hdact SAHA.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1) Fipal Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

79
Run = 79
DPF = hdacé SAHA.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1) Fimal Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

'
[== =]

o
[ =]

-+
P

o

9.
-7.
2.
0.
+2.
-8

.92
.53

.60
.21
i D
~gu
.68
-0.

35

35

.08
.46

77
60
17
22
68
22

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcalysmol

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
keal/mol
kcal/mol
kecal/mol
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Lampiran 14. Model terbaik hasil docking HDAC 7 - 2¢

89

Run = 89

DPF = hdac? 2c.dpf

Estimated Free Energy of Binding = -9,

Estimated Inhibition Constant, Ki = 18@9.

(1) Fipal Intermolecular Energy = -12.
vdwW + Hbond + desolv Energy = -11.
Electrostatic Energy = I

(2) Final Total Internal Energy = =B,

(3) Torsional Free Energy = +3.

(4) Unbound System's Energy [=(2}] = -©.
69

Run = 69

DPF = hdac7 2c.dpf

Estimated Free Energy of Binding = -5

Estimated Inhibition Constant, Ki = 9

(1) Final Intermolecular Energy = -10
vdW + Hbond + desolwv Energy = -18
Electrostatic Energy = +B

(2) Final Total Internal Energy =M -8

(3) Torsional Free Energy = 43

(4) Unbound System's Energy [=(2)] = -@

49
81

78
42
36
23

23

.88
.00

.17
e |
.15
N
.28
A7

kcal/mol  [=(1)+(2)+(3)-(4)]
nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol

kcal/mol [=(1)}+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kecal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
keal/mol
kcal/mol
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Lampiran 15. Model terbaik hasil docking HDAC 7 — SAHA

84
Run = B84
DPF = hdac7 SAHA.dpf

-7.16 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
.69 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

n
[%.]

-9.84 kcal/mol
-8.90 kcal/mol
-8.94 kcal/mol
-8.35 kcal/mol
+2.68 kcal/mol
-0.35 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

86
Run = 86
DPF = hdac7 SAHA.dpf

-6.78 kcal/mol  [=(1)+(2)+(3)-(4)]
18.74 uM (micromelar) [Temperature = 298.15 K]

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Internal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

-9.46 kcal/mol
-7.92 kcal/mol
-1.54 kcal/mol
-8.21 kcal/mol
+2.68 kcal/mol
-0.21 kcal/mol
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Lampiran 16. Model terbaik hasil docking HDAC 9 - 1c

62
Run = 62
DPF = hdac8 1lc.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Conmstant, Ki

kcal/mol  [=(1)+(2)+(3)-(4)]
4,79 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

I
i

[ |

[ ]

(=]

-9.94 kcal/mol
-8.94 kcal/mol
-1.80 kcal/mol
-0.37 kcal/mol
+2.68 kcal/mol
-0.37 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Final Total Intermal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]

95
Run = 95
DPF = hdac9 1c.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

-7.48 kcal/mol  [=(1)+(2)+(3)-(4)]
.78 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

nou
w

-10.08 kcal/mol
-9.12 kcal/mol
-8.96 kecal/mol
-8.57 kecal/mol
+2.68 kcal/mol
-8.57 kcal/mol

(1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

(2) Fimal Total Intermal Energy

(3) Torsional Free Energy

(4) Unbound System's Energy [=(2)]
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Lampiran 17. Model terbaik hasil docking HDAC 9 - SAHA

Run
DPF

Esti
Esti

(1)

(2)

(3) Torsional Free Energy +2.

(4) Unbound System's Energy [=(2)] +8.
72

Run = 72

DPF = hdac9 SAHA.dpf

Estimated Free Emergy of Binding = -b.

Estimated Inmhibition Constant, Ki = 20.

(1) Final Intermolecular Energy = -9,
vdW + Hbond + desolv Energy = -T7.
Electrostatic Energy = -1.

(2) Final Total Interpnal Energy = -8

(3) Torsional Free Energy = | 12

(4) Unbound System's Energy [=(2)] = -0.

29

= 29

= hdac9_SAHA.dpf

mated Free Energy of Binding = -B.
mated Inhibition Constant, Ki = 12.
Final Intermolecular Energy = -9,
vdW + Hbond + desolv Energy =n -7.
Electrostatic Energy = -1
Final Total Internal Energy = +08.

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol

17 kcal/mol

kcal/mol

17 kcal/mol

40

09
19
90
14
68

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar] [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kecal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
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Lampiran 18. Model terbaik hasil docking HDAC 10 - 1c

Run
DPF

12
12
hdacle lc.dpf

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1)

(2)
(3)
(4)

Run
DPF

Final Intermolecular Energy
vdwW + Hbond + desolv Energy

Electrostatic Energy

Final Total Intermal Energy

Torsional Free Energy
Unbound System's Energy

23
23
hdacl@ lc.dpf

[=(2)]

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

(1)

(2)
(3)
(4)

Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy

Electrostatic Energy

Final Total Internal Energy

Torsional Free Energy
Unbound System's Energy

[=(2)]

'
o o
O NGO WO

!
[

397.

=11.
=16.
-0.

+2.
~B..

.94
.52

.62

.29

.68

yr
25

42

96
.39

59

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kecal/mol
kcal/mol
kcal/mol

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
nM (nanomolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
keal/mol
kcal/mol
keal/mol
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Lampiran 19. Model terbaik hasil docking HDAC 10 - SAHA

Esti
Esti

(1)
(2)

(3)
(4)

Run
DPF

Est
Est

(1)
(2)

(2}
(4)

2
=2
= hdacl® SAHA.dpf
mated Free Energy of Binding = -8.
mated Inhibition Constant, Ki = 1.
Final Intermolecular Energy = -18.
vdW + Hbond + desolv Energy & -5
Electrostatic Energy = =
Final Total Internal Energy = -B.
Torsional Free Energy = 42,
Unbound system's Energy [=(2)] = -@.
80
= 86
= hdacl® SAHA.dpf
imated Free Energy of Binding = -7
imated Inhibition Constant, Ki = 2
Final Intermolecular Energy = -10
vdWw + Hbond + desolv Energy = -8
Electrostatic Energy = k1
Final Total Internal Energy = -8
Torsienal Free Energy = 32
Unbound System’'s Energy [=(2)] = -©

.63
.54

.32
.61
.71
.40
.68
.40

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kecal/mol

kcal/mol [=(1)+(2]+(3)}-(4)]
uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcaly/mol
kcal/mol
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Lampiran 20. Visualisasi hasil docking HDAC 4 - 2¢
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Lampiran 21. Visualisasi hasil docking HDAC 4 - SAHA
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Lampiran 22. Visualisasi hasil docking HDAC 5 - 2a
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Lampiran 23. Visualisasi hasil docking HDAC 5 - SAHA
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Lampiran 24. Visualisasi hasil docking HDAC 6 - 2c
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Lampiran 25. Visualisasi hasil docking HDAC 6 — SAHA
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Lampiran 26. Visualisasi hasil docking HDAC 7 - 2¢c

fHIS#153

HIS-154 | §
\/*/
|
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Lampiran 27. Visualisasi hasil docking HDAC 7 — SAHA

A
HIS=154
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Lampiran 28. Visualisasi hasil docking HDAC 9 - 1c

HIS#150
 (HisAs]

Simulasi dinamika ..., Tirtana Prasetia, FMIPA Ul, 2011



Lampiran 29. Visualisasi hasil docking HDAC 9 — SAHA
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Lampiran 30. Visualisasi hasil docking HDAC 10 - 1c

\\
~\ N\ )
&4\ _Hua-g%r‘ \ ).
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/415 00~ z
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Lampiran 31. Visualisasi hasil docking HDAC 10- SAHA
“.‘{ N~

o\ )
NHI§05 L

\ g
ASINLO3 HTSyoe
!

-
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2
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Lampiran 32.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul Terhadap HDAC 4
e HDAC4-SAHA
» Interaksi inisialisasi
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» 1000 ps

» 2000 ps

155
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» 3000ps

Aan
2E2

» 4000 ps

Leu
286
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» 5000ps

» Cooling 20ps
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(U) = -1.23207 (t) + 4183.88

-0.4358 R2=0.1900

Correlation Plot ki'hdac4-sahab4inisialisasi300.mdb
R:

lisasi HDAC 4 - SAHA

inisia

I Piot

> Grafik kestabilan
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e HDAC4-2c
> Inisialisasi
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» 1000 ps
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» 3000 ps

» 4000 ps
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» 5000 ps

165

» Cooling 20 ps
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> Grafik kestabilan



Lampiran 33.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul HDAC 5
e HDACS5-SAHA
> Inisialisasi

His
180
H

Zn.;.
L ‘(Asp
o

» Heating 10 ps
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» 1000 ps
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» 3000 ps

» 4000 ps
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» 5000 ps

» Cooling 20 ps
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[F=8|EcR 53

(U) = -1.1997 (1) + 3950.5

-0.3037 R2=0.0922

R

lisasi HDAC 5 - SAHA

Correlation Plot k:/hdac5-saha7Sinisialisasi300.mdb

inisia

> Grafik kestabilan

I Plot
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Lampiran 34.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul HDAC 6
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Lampiran 35.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul HDAC 7
e HDACT7-SAHA
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Lampiran 36.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul HDAC 9
e HDAC9-SAHA
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Lampiran 37.Visualisasi 2D Kontak Residu Hasil Simulasi Dinamika
Molekul HDAC 10
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