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ABSTRAK
Nama : Ahmad Randy
Program Studi : Ilmu Kimia
Judul . Desain Peningkatan Termostabilitas Lipase (Bndida
antarctica dengan Rekayasa Penambahan Ikatan Disulfida pada
Enzim

Lipase BCandida antarctica (CALB) secara ekstensif dipelajari dalam
produksi biodiesel, produk farmasi, deterjen, dan senyawa lainnya secara
enzimatis. Salah satu kekurangan penggunaan CALB adalah suhu optimumnya
yang relatif rendah pada 4D (313 K). Tujuan penelitian ini adalah untuk
merancang mutan CALB yang lebih termostabil dibanding CAMBd type
dengan rekayasa penambahan ikatan disulfida. Simulasi dinamika molekul
dilakukan untuk mengamati prosesfolding atau denaturasi termal CALB.
Denaturasi termal CALB dipercepat dengan melakukan simulasi pada suhu tinggi.
Simulasi dinamika molekul CALB dilakukan dengan perangkat lunak
GROMACS pada suhu 300-700 K. Prediksi pasangan residu yang dapat dimutasi
menjadi sistein dilakukan dengan perangkat lunak “Disulfide by DE&ign
Pemilihan residu yang dimutasi, didasarkan pada hasil analisis fleksibilitas CALB.
Berdasarkan hasil analisis tersebut dirancang tiga mutan enzim CALB yaitu
Mutan-1 (Leu73Cys/Alal51Cys), Mutan-2 (Trp155Cys/Glu294Cys), dan Mutan-
3 (Thr43Cys/Ser67Cys). Parameter yang digunakan untuk membandingkan
termostabilitas enzim mutan dengamd type adalah RMSD, SASA splvent
accessible surface area), jari-jari girasi (Rg), dan struktur sekundé&imulasi
dinamika molekul yang dilakukan pada ketiga mutan tersebut menunjukkan
bahwa Mutan-1 memiliki termostabilitas yang lebih baik dibanding CAliBl
type. Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikan saran rancangan mutasi
yang dapat diimplementasikan ke dalam laboratorium bageexperiment).

Kata Kunci: Lipase B Candida antarctica, termostabilitas, simulasi dinamika
molekul, GROMACS, mutasi, ikatan disulfida.

xiii + 93 halaman; 28 gambar; 4 tabel
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ABSTRACT
Name : Ahmad Randy
Title . Design of Candida antarctica Lipase B Thermostability
Improvement by Introducing Extra Disulfide Bond into the

Enzyme

Candida antarctica lipase B (CALB) is extensively studied in enzymatic
production of biodiesel, pharmaceutical products, detergents, and other chemicals.
One drawback of using CALB is its relatively low optimum temperature at 313 K
(40°C). The objective of this research is to design CALB mutant with improved
thermostability by introducing extra disulfide bond. Molecular dynamic
simulation was conducted to get better insight on the process of thermal
denaturation or unfolding in CALB. Thermal denaturation of CALB was
accelerated by conducting simulation at high temperature. Molecular dynamic
simulation of CALB was performed with GROMACS software package at 300-
700 K. Prediction of possible mutation was conducted using “Disulfide by
Design™” software. Selection of mutated residues was based on flexibility
analysis of CALB. From those analyses, three mutants were designed, which are
Mutant-1 (73LeuCys/151AlaCys), Mutant-2 (155TrpCys/294GluCys), and
Mutant-3 (43ThrCys/67SerCys). Parameters that were used to compare the
thermostability of mutant wittwild type enzyme were RMSD, SASA (solvent
accessible surface area), radius of gyration (Rg), and secondary structure.
Molecular dynamic simulation conducted on those three mutants showed that
Mutant-1 have better thermostability comparedvttsl type CALB. The resulted
mutant design will be used as a suggestion to engineer CALB mutant in wet
experiment.

Key words: Candida antarctica lipase B, thermostability, molecular dynamic
simulation, GROMACS, mutation, disulfide bond.

xiii + 93 pages; 28 pictures; 4 tables
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Lipase adalah salah satu enzim yang banyak digunakan dalam beberapa
bidang aplikasi seperti pada proses produksi deterjen, surfaktan, pangan, produk
farmasi, kosmetik, industri kertas, dan nutrisi (Sharma et al., 2001). Lipase B
yang berasal dari Candida antarctica (CALB) banyak dipelajari pada aplikasi
proses kimia enzimatik seperti pemisahan senyawa rasemat (Patel et al., 2000),
sintesis biodiesel (Zhao et al., 2007), esterifikasi dalam pembuatan surfaktan, dan
polimerisasi pembukaan cincin (Peeters et al., 2005). CALB digunakan secara
luas karena enansioselektifitas yang tinggi, keragaman substrat yang dapat
digunakan, dan kestabilannya dalam pelarut organik (Trodler dan Pleiss, 2008).
Namun kelemahan dari CALB adalah termostabilitasnya yang rendah. CALB
diketahui bekerja optimum pada suhd@okemudian stabilitas dan aktivitasnya
menurun pada suhu di atas’@QMittlebach, 1990; Xu et al., 2003; Chodorge et
al., 2005; Ong et al., 2006; Suen, 2004). Sedangkan suhu reaksi sendiri
merupakan salah satu variabel yang penting dalam suatu reaksi, baik pada reaksi
dengan katalis kimia maupun reaksi enzimatik (Marchetti et al., 2B8Bgrapa
aplikasi lipase dalam bidang industri juga memerlukan lipase yang termostabil.
Hal tersebut diperlukan karena penggunaan suhu tinggi pada proses kimia akan
meningkatkan laju reaksi, meningkatkan kelarutan substrat, menurunkan
viskositas, dan mengurangi kemungkinan terkontaminasi oleh mikroba lain (Haki
dan Rakshit, 2003; Kim et al., 2010). Untuk pengolahan minyak nabati dengan
lipase, baik reaksi hidrolisis maupun esterifikasi, kondisi reaksi dengan suhu
tinggi lebih disukai. Contoh penggunaan lipase pada suhu tinggi adalah pada
proses pemurnian minyak nabati yang menggunakan lipase pada suhu hingga
75°C. Lipase digunakan untuk dalam proses refinasi minyak nabati secara
enzimatik untuk menghasilkan minyak yang lebih murni (Klaus, 1998). Minyak
nabati lebih mudah larut pada suhu 652Z5sehingga lipase yang diperlukan
ddam proses hidrolisis atau transesterifikasi minyak-minyak ini harus lebih stabil
pada suhu yang tinggi (Klaus, 1998).

1 Universitas Indonesia

Desain peningkatan..., Ahmad Randy, FMIPA Ul, 2012



Salah satu cara yang dapat dilakukan untuk meningkatkan termostabilitas
suatu enzim adalah dengan strategi rekayasa protein seperti mengganti beberapa
residu asam amino pada enzim dengan asam amino lain sehingga dihasilkan
enzim mutan yang lebih stabil. Enzim mutan kemudian dihasilkan dengan teknik
rekayasa genetik, yaitu mengubah urutan basa nukleotida (gen) yang mengkode
urutan asam amino enzim tersebut. Strategi rekayasa genetik yang digunakan
dalam rekayasa protein dapat dilakukan dengan cara random (acak) atau secara
terarah $ite-directed mutagenesis). Mutagenesis secara acak dilakukan dengan
membuat suatu pustakabfary) klon-klon mikroba dengan gen penyandi yang
dimutasi, kemudian dilakukan seleksi sifat terhadap klon yang dapat
memproduksi enzim dengan sifat yang diinginkan. Peningkatan termostabilitas
CALB melalui strategi pembuatan pustaka klon secara acak dan seleksi klon
sudah dilakukan dengan teknik DNA shuffling (Suen et al., 2004) atau error-prone
PCR (Chodorge et al., 2005; Zhang et al., 2003).

Ste-directed mutagenesis dilakukan dengan mengubah residu asam amino
spesifik pada protein. Perancangan protein mutan dilakukan dengan mempelajari
struktur protein. Karakter dan aktivitas suatu protein sangat bergantung pada
strukturnya, sehingga pemahaman terhadap struktur akan membantu pemahaman
karakter dan aktivitas protein. Simulasi dinamika molekwl ¢cular dynamic
simulation) atau pemodelan komputer merupakan salah satu teknik yang
digunakan dalam mempelajari struktur protein untuk merancang suatu mutasi
pada protein (Han et al., 2009; Yamaguchi et al., 1996; Sandstrom et al., 2009;
Kim et al., 2010; Santarossa et al., 2005). Hasil analisis pemodelan komputer
digunakan untuk menentukan residu asam amino yang akan dimutasi untuk

kemudian diaplikasikan lewat rekayasa genetik.

Salah satu pendekatan yang dapat dapat digunakan untuk menentukan
residu yang akan dimutasi adalah dengan mempelajari fleksibilitas enzim yang
berkaitan dengan proses terjadinya denaturasi termal protein (Pikkemaat et al.,
2002; Han et al., 2009; Jeong et al., 2007; Liu et al., 2003; Kim et al., 2010).
Daerah dengan fleksibilitas tinggi pada protein seringkali berperan dalam proses
awal denaturasi termal. Mengurangi fleksibilitas enzim dengan mengganti

beberapa residu sehingga enzim menjadi lebih rigid, akan mengarah pada
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termostabilitas yang lebih baik (Liu et al., 2003; Kim et al., 2003; Yamaguchi et
a., 1996). Salah satu mutasi yang dapat dilakukan pada enzim untuk
meningkatkan termostabilitas adalah dengan menambahkan ikatan disulfida baru
pada enzim. Penambahan ikatan disulfida baru dilakukan dengan memutasi dua
residu asam amino (satu pasang) menjadi sistein. Adanya ikatan disulfida
menyebabkan terjadi cross-linktramolekul pada protein, yang dapat
menyebabkan bertambahnya rigiditas protein. Bertambahnya rigiditas protein
diakibatkan oleh berkurangnya fleksibilitas residu-residu di sekitar daerah
terbentuknya ikatan disulfida. Ikatan disulfida dapat dianggap berfungsi sebagai
‘pengunci’ pergerakan residu-residu yang fleksibel (Liu dan Wang, 2003).

Simulasi dinamika molekul dapat digunakan sebagai model untuk
mempelajari termostabilitas protein lewat analisis fleksibilitas (Pikkemaat et al.,
2002; Purmonen et al., 2007; Nurbaiti, 2009). Dengan mempelajari proses
perubahan struktur dan fleksibilitas yang terjadi pada denaturasi termal, dapat
dirancang suatu mutan yang memiliki termostabilitas yang lebih baik. Strategi
simulasi yang dapat dilakukan untuk mempelajari perubahan struktur protein
selama proses denaturasi adalah dengan melakukan simulasi pada suhu yang
sangat tinggi (Li dan Dagget, 1994; Day et al., 2002; Becker et al., 2001; Liu dan
Wang, 2003; Purmonen et al., 2007). Penggunaan suhu tinggi menyebabkan
simulasi proses perubahan struktur dapat terjadi dengan lebih cepat sehingga

penggunaan sumber daya komputasi dapat dikurangi.

Dalam penelitian ini dilakukan perancangan mutan lipase B Candida
antarctica (CALB) yang lebih termostabil dengan menambahkan ikatan disulfida
pada enzim dengan memutasi pasangan asam amino menjadi sistein sehingga
terbentuk ikatan disulfida baru pada CALB. Mutasi yang dilakukan dengan
menambahkan ikatan disulfida baru pada lipase diharapkan dapat meningkatkan
termostabilitas lipase yang dikorelasikan dengan kestabilan struktur dalam
pengujian dengan simulasi molekular dinamik. Pemilihan residu yang dimutasi
dilakukan dengan mempertimbangkan perubahan struktur enzim pada kenaikan
suhu yang dipelajari dengan simulasi dinamika molekul. Strategi yang digunakan
adalah dengan melakukan simulasi dinamika molekul pada suhu tinggi untuk

mempercepat proses perubahan struktur ke arah denaturasi protein. Stabilitas
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enzim mutan kemudian dianalisis dengan simulasi dinamika molekul dengan
membandingkan parameter-parameter antara CALB mutan dan CALB wild type
Peningkatan termostabilitas enzim mutan terhadap enzim wildiypatakan

dengan kestabilan struktur yang lebih baik pada simulasi suhu tinggi.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah melakukan perancangan mutan CALB yang
lebih termostabil dibanding CALB wild typgengan menambahkan ikatan
disulfida baru. Hasil penelitian ini dapat memberikan saran rancangan mutasi
yang dapat diimplementasikan ke dalam laboratorium baglexperiment)
untuk melakukan rekayasa genetik secara site-directed mutagempesta CALB.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Lipase

Lipase (EC.3.1.1.3) adalah kelompok enzim yang mengkatalisis
reaksi hidrolisis trigliserida. Lipase sendiri merupakan bagian dari kelas enzim
hidrolase (3.x.x.X) yang anggotanya antara lain adalah protease, selulase, esterase,
amilase, dan lipase. Lipase dan esterase dapat mengkatalisis tipe reaksi yang sama,
namun berbeda dalam spesifisitas substrat dan kinetika enzim (Fernandez et al.,
2000). Sebagian besar substrat bagi lipase adalah molekul dengan rantai yang
lebih panjang dan tidak larut dalam air, sedangkan substrat bagi esterase adalah
molekul yang larut dalam air seperti asam karboksilat atau ester dengan rantai
yang lebih pendek (Pleiss et al., 1998). Karakteristik beberapa lipase yang tidak
dimiliki esterase adalah aktivasi antarmuka, yaitu aktivitas enzimatik yang mulai
teramati ketika lipase berada pada antarmuka minyak dan air (Nardini dan
Dijkstra, 1999; Santarossa et al., 2005; Kim et al., 1997). Aktivitas antarmuka
terjadi karena adanya lid yang menutup sisi aktif substrat, yang akan terbuka pada
keadaan aktif ketika berada pada antarmuka minyak dan air. Terbukanya lid

memungkinkan masuknya substrat pada sisi aktif lipase (Kim et al, 1997).

Reaksi yang dikatalisis oleh kedua enzim ini pada lingkungan alaminya
(fisiologis) adalah hidrolisis trigliserida menjadi digliserida, monogliserida, asam
lemak dan gliserol. Pada lingkungan reaksi yang sesuai seperti dalam pelarut
organik atau lingkungan dengan konsentrasi air yang rendah, lipase dapat
mengkatalisis reaksi sebaliknya yaitu reaksi esterifikasi (Zhao et al., 2007; Iso et
al. 2001; Ghaly et al. 2010; Mittelbach, 1990). Beberapa lipase menunjukkan
aktivitas yang lebih baik pada lingkungan reaksi dengan konsentrasi air yang lebih
rendah. Kemampuan lipase untuk mengkatalisis reaksi esterifikasi dimanfaatkan
dalam sintesis biodiesel, senyawa obat, senyawa deterjen, surfaktan, industri
oleokimia, dan kosmetik (Sharma, et al. 2001). Banyaknya jenis reaksi dan jenis
substrat yang dapat dikatalisis oleh lipase menyebabkan enzim ini dipelajari dan

digunakan secara ekstensif dalam sintesis senyawa kimia.

5 Universitas Indonesia

Desain peningkatan..., Ahmad Randy, FMIPA Ul, 2012



..-!_-"“ NUt;l-;:;ah” e.\Hlﬁtldme
" Acid
/ Ull/ | 4;25 7,

Current Opinion in Structural Biclogy

[sumber: nardini dan Dijkstra, 1999]

Gambar 2.1. Diagram struktur sekundefp hydrolase fold

Struktur protein yang dimiliki oleh beberapa lipase termasuk dalam
keluargao/p-hydrolase fold. Struktur ini juga diadaptasi oleh hidrolase lainnya
seperti protease, esterase, dehalogenase, dan epoksidase (Nardini dan Dijkstra,
1999). Semua enzim yang termasuk dalam kelu@fyaydrolase fold
mengadopsi struktur dimana terdapat delapatnghd pada interior protein
dengan diselingi adany@heliks di antara sand (Gambar 2.1). Tipe foldini
dipertahankancbnserved) dengan sangat baik pada semua anggota keluarga,
bahkan antara protein dengan sekuens yang berbeda jauh. Sisi aktif protein pada
keluarga fold ini juga dipertahankan, yaitu katalitik triad yang bersifat nukleofil
(serin, sistein, atau asam aspartat) serta residu histidin. Residu histidin dapat
ditemui pada sisi aktif seluruh protein keluardptlydrolase fold (Nardini dan
Dijkstra, 1999; Ollis et al., 1992).
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2.2. Lipase B Candida antarctica

Candida antarctica memproduksi dua jenis lipase, yaitu lipase A (CALA)
dan lipase B (CALB). Lipase A (CALA) tidak bekerja secara spesifik, sedangkan
Lipase B (CALB) bersifat sangat stereospesifik. Perbedaan lainnya adalah CALA
menunjukkan sifat aktifasi antarmuka, sedangkan CALB tidak memiliki sifat ini
(Martinelle, 1995). Struktur kristal CALB telah ditentukan dan terdapat pada bank
data PDB dengan lima PDB ID (1TCA, 1TCB, 1TCC, 1LBT, dan 1LBS). Struktur
kristal 1TCA adalah struktur dengan resolusi kristalografis terbaik sebesar 1,5 A.
Pada kristal 1TCA terdapat molekul air dan inhibiteadétil glukosamin yang
terikat pada enzim (Uppenberg et al., 1994).

313 P9 314
C
287  al0 268
310 B8 309
|: 15206 156
14605 142 [
N a 216
a8
212
13
ol
18 66 37 104 131 183 211
20 44 76 106 162 2296
PLE p2 B3 P4 w4 B5| o7 B6 pr| ¢
o2 a3 242
117 169
22 57 93
62 33 ] 99 125 179 208

[sumber: Uppenberg et al., 1994)

Gambar 2.2. Diagram struktur sekunder CALB
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CALB termasuk dalam keluargdB-hydrolase fold yang memiliki delapan
B-strand sebagai inti protein yang diselingi beberapa helianibar 2.2). Dua B
strand tambahan yang antiparalel terdapat pada daerah C-terminal. Sisi aktif
CALB terdiri dari triad katalitik yaitu serin, histidin, dan asam aspartat (Ser105-
His224-Asp187). Sisi aktif His 224 terletak di awal heliks-9. Sisi aktif Asp187
terletak pada turn setelah shegtyang merupakan ciri khusus dari keluarda o
hydrolase fold. Sisi aktif Ser105 terletak tepat setelah shieeCALB memiliki
tiga ikatan disulfida pada keadaan natiyaitu antara Cys22-Cys64, Cys216-
Cys258, dan Cys293-Cys311.

Kantong pengikatan substrat pada CALB dapat dibagi menjadi dua bagian,
yaitu sisi asil dan sisi alkohol (Uppenberg et al., 1995). Residu-residu yang
terlibat dalam pembentukan kantung adalah Gly39, Thr42, Ser47, Trp104,
Aspl34, Thrl38, Alal4l, Leul44, Vall54, GIn157, lle189, Val190, Ala225,
lle285, Pro289, dan Lys290 (Uppenberg et al., 1994; Trodler dan Pleiss, 2008).
Kantong pengikat substrat berbentuk terowongan elips yang memiliki dimensi
sekitar 9,5 x 4,5 A dengan sisi aktif Ser105 yang terletak di bagian dasar. Panjang
kantung ini cocok untuk substrat dengan rantai yang cukup panjang hingga C13
(Martinelle et al., 1995). Sebagian besar terowongan ini dibentuk oleh heliks-5,
heliks—10, dan bagian loop dekat residu lle189. Kantung pengikat substrat
bersifat sangat hidrofobik dan sebagian besar terbentuk oleh residu dengan rantai
samping alifatik, sedangkan daerah sekitar Ser105 bersifat sangat polar
(Uppenberg et al., 1994). Pada kantung juga terapat oxyanioryaol@ dibentuk
oleh residu Thr40 dan GIn106. Oxyanion hale berfungsi untuk menstabilkan
keadaan transisi enzim dengan bertindak sebagai donor proton bagi oksianion
keadaan transisi (Uppenberg et al., 1994; Haeffner dan Norin, 1999). Hidrogen
peptida dari GIn106 berperan sebagai donor proton, sedangkan donor proton dari
Thr40 berasal dari hidrogen peptida dan hidrogen hidroksil (Kwon, et al., 2007).

Katalisis reaksi oleh lipase berlangsung lewat mekanisimla ‘bing-pong”
(Haefner dan Norin, 1999). Pada CALB, residu yang berinteraksi secara langsung
dengan substrat adalah Ser105 dan His224, sedangkan residu Asp187 berperan
dalam meningkatkan nukleofilisitas His224 dengan melakukan neletan pada

cincin histidin. Dalam mekanisme ini, akan terbentuk keadaan transisi yang
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berupa residu Ser105 pada enzim yang berikatan kovalen deng&eaasiddr

2.3). Keadaan intermediet terjadi ketika karbon karbonil dari substrat berada
dalam keadaan tetrahedral dan membentuk oksianion. Pada intermediet ini,
oksianion distabilkan lewat ikatan hidrogen pada residu-residu oxyanion hole
Setelah pembentukan intermediet, terjadi pelepasan alkohol dan enzim berada
dalam keadaan transisi dengan mengikat gugus asil secara kovalen. Ketika
substrat kedua masuk pada sisi aktif, kembali terbentuk intermediet tetrahedral.

Setelah produk akhir dilepas, enzim kembali ke keadaan awalnya.
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[sumber: Li et al., 2010]

Gambar 2.3. Mekanisme katalisis olenh CALB

2.3. Rekayasa Protein

Rekayasa protein adalah proses mengubah urutan asam amino suatu
protein untuk menghasilkan protein mutan dengan sifat yang lebih baik
dibandingkan protein alaminya. Urutan asam amino diubah menggunakan teknik-
teknik rekayasa genetik dengan mengubah urutan basa nukleotida (gen) yang

mengkode urutan asam amino protein. Contoh peningkatan sifat-sifat protein yang
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dapat dilakukan antara lain adalah spesifisitas substrat, kinetika reaksi enzimatik,
aktivitas pada pelarut non-air, kebutuhan kofaktor, spesifisitas reaksi, resistensi

terhadap proteease, dan termostabilitas (Glick dan Pasternak, 2003).

Strategi rekayasa genetik yang digunakan dalam rekayasa protein dapat
dilakukan dengan cara randodirécted mutagenesis) atau secara terarafité-
directed mutagenesis). Mutagenesis secara acak dilakukan dengan membuat suatu
pustakalfbrary) klon-klon mikroba dengan gen penyandi yang dimutasi,
kemudian dilakukan seleksi sifat terhadap klon yang dapat memproduksi enzim
dengan sifat yang diinginkan (Glick dan Pasternak, 2003). Keunggulan
mutagenesis secara acak adalah dihasilkan tidak diperlukan pengetahuan tentang
struktur kristal serta banyaknya pustaka mutan yang dihasilkan (Vieille dan
Zeikus, 2001). Kelemahannya adalah banyaknya tahapan trial-andpader
strategi mutagenesis ini, serta perlunya seleksi sifat protein yang diinginkan dari
masing-masing mutan yang terdapat pada pustaka klon (Glick dan Pasternak,
2003). Beberapa teknik menghasilkan pustaka klon mutan dengan mutagenesis
acak antara lain adal&iNA shuffling, error-prone PCR, (Vieille dan Zeikus,
2001; Suen et al., 2004; Chodorge et al., 2005; Zhang et al., 2003).

Ste-directed dilakukan dengan mengubah residu asam amino spesifik
pada protein. Pada teknik mutagenesis ini, urutan DNA yang mengkode protein
dan asam amino mana yang akan diganti harus diketahui secara pasti (Glick dan
Pasternak, 2003). Perancangan protein mutan dilakukan dengan mempelajari
struktur protein hasil analisis X-Ray, NMR, atau komputasi. Karakter dan
aktivitas suatu protein sangat bergantung pada strukturnya, sehingga pemahaman
terhadap struktur akan membantu pemahaman karakter dan aktivitas protein.
Proses pemilihan asam amino yang akan diganti juga semakin dibantu dengan

teknik-teknik komputasi.

Beberapa algoritma diciptakan untuk memprediksi mutasi asam amino
yang dapat meningkatkan kestabilan protein (Vieille dan Zeikus, 2001,
Dombkowski, 2003). Selain itu, simulasi dinamika molekodlecular dynamic
simulation) atau pemodelan komputer merupakan teknik yang banyak digunakan

dalam mempelajari struktur protein untuk membantu pemilihan mutasi pada
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protein (Han et al., 2009; Yamaguchi et al., 1996; Sandstrom et al., 2009; Kim et
a., 2010; Santarossa et al., 2005).

2.4. Stabilitas Termal Protein

Stabilitas termal suatu enzim didefinisikan sebagai ketahanan enzim untuk
tetap dalam struktur alaminygolded state) sedemikian rupa sebagai respon
terhadap energi tinggi, sehingga dapat menjalankan fungsinya dengan baik (Zhang,
et.al., 2004). Penelitian melalui berbagai pendekatan baik eksperimen maupun
komputasional telah berusaha untuk mengelusidasi faktor penentu stabilitas termal
enzim. Hasil penelitian menyarankan bahwa mekanisme umum untuk
menjelaskan sifat stabilitas enzim ataupun protein hingga saat ini belum dapat
dijelaskan secara pasti karena banyak faktor yang mempengaruhi stabilitas termal
tersebut. Stabilitas termal dapat dipengaruhi parameter internal enzim seperti
komposisi asam amino, interaksi elektrostatik, ikatan sulfida, interaksi hidrofobik,

interaksi aromatik dan ikatan hidrogen.

2.4.1. Definisi Stabilitas Termal Protein

Stabilitas protein secara termodinamika diukur dari perubahan energi
bebas Gibbs antara keadaan portein ngiNJedengan keadaaan protein
terdenaturasihfolded (U) pada kesetimbangan dinamik (N} yang juga

disebut sebagai perubahan energi bebas unfolding protein (Kumar dan Nussinov,
2001):
AG = AH - TAS

Dimana A adalah perubahan entalpi da8 adalah entropi antara protein dalam
keadaan nativalengan keadaan unfolded. Penggunaan model sederhana untuk
kesetimbangan ini dilakukan dengan model dua keadaarstate unfolding),

dimana protein hanya berada pada dua keadaan diskret, yaitu N dan U (Buchner

dan Kiefhaber, 2005). Keadaan N adalah keadaan dimana kekompakan struktur
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tercapai dan protein melipat secara sendiri. Struktur kristal yang ditentukan secara
eksperimental dapat dianggap mewakili keadaan N, walaupun sebenarnya keadaan
N tidak terdiri dari konformasi tunggal melainkan berupa sekumpulan struktur
dengan konformasi pada tingkatan yang sama (Buechner dan Kiefhaber, 2005;
Robic, 2010).

Entalpi dari reaksi unfolding protein bernilai positif, sehingga secara
entalpi, keadaan nativiebih disukai dan lebih stabil dibanding keadaan unfolded.
Interaksi-interaksi internal seperti ikatan hidrogen dan interaksi van der Waals
intramolekular memberi efek menstabilkan secara entalpik, sedangkan ekspos
interior protein terhadap protein pada keadaan unfolding bersifat destabilisasi

secara entalpik.

Proses unfolding protein disertai oleh peningkatan entropi sistem, sehingga
secara keadaan unfolditgbih disukai secara entropik (Buchner dan Kiefhaber,
2005). Faktor pertama yang menyebabkan peningkatan entropi adalah interaksi
gugus-gugus yang terekspos kepada pelarut pada keadaan unfolded. Faktor
lainnya adalah bertambahnya jumlah konformasi protein yang dapat diakses oleh
protein keadaan unfoldedibanding konformasi yang mungkin diakses keadaan
native. Secara keseluruhan, kestabilan struktur dicapai secara entalpik yang
diimbangi oleh destabilisasi entropik. Kesetimbangan ke arah keadaan native
tercapai ketika nilai entalpik cenderung lebih besar dibanding entropi destabilisasi
(Buchner dan Kiefhaber, 2005).

2.5. lkatan Disulfida

Ikatan disulfida pada protein dibentuk oleh sepasang residu sistein dalam
keadaan teroksidasi pada atom S yang terjadi dengan bantuan oksidan. Di dalam
sel, tahapan pembentukan ikatan disulfida seringkali merupakan tahapan penentu
dalam proses folding suatu protein (Woycechowsky et al., 1999). Secara in vivo
pembentukan ikatan disulfida antara dua residu sistein dikatalisis oleh sistem
enzim oksidan seperti endoplasmic reticulum oxidoreductin 1 protein (Erolp) dan

protein disulfide isomerase (PDI) yang terdapat pada sel eukariot. Oksidasi
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pasangan sistein terjadi akibat transfer elektron dari atom S sistein ke sisi aktif
enzim. Selain enzim, secara in vitro ada beberapa oksidan lain berupa molekul
kimia yang dapat berfungsi sebagai oksidator bagi pembentukan ikatan disulfida
(Woycechowsky, 1999). Defisiensi atau berkurangnya aktivitas enzim oksidan ini
menyebabkan kegagalan pembentukan ikatan disulfida pada protein tertentu dan
menyebabkan hilangnya aktivitas protein tersebut (Woycechowsky dan Raines,
2000).

Ikatan disulfida pada protein memiliki peran yang beragam, di antaranya
adalah mengikat peptida pendek ke keadaan bioaktif, menghubungkan rantai-
rantai pada imunoglobulin, menjaga konformasi protein selama proses ekskresi,
serta berperan untuk meningkatkan resistensi enzim ekstraseluler terhadap
protease (Liebeton et al., 2000; Brumlik et al., 1997). Peran ikatan disulfida dalam
kestabilan protein adalah dengan mengurangi entropi protein keadaan unfolded
(Betz, 1993). Teaori terkini tentang efek ikatan disulfida pada kestabilan protein
juga menunjukkan pengaruh ikatan disulfida terhadap entalpi sistem.

Termostabilitas protein dapat ditingkatkan dengan memodifikasi protein
sehingga proses unfolding protein pada kenaikan suhu terhambat. Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa penambahan ikatan disulfida dapat meningkatkan
kestabilan protein. Penambahan ikatan disulfida baru dilakukan dengan memutasi
dua (satu pasang) asam amino menjadi sistein. Ikatan disulfida diketahui dapat
meningkatkan kestabilan enzim terhadap denaturasi secara termal dengan
menurunkan entropi enzim pada keadaan unfobdea terdenaturasi (Betz, 1993,
Yamaguchi et al., 1996). Adanya ikatan disulfida menyebabkan terjadi cross-link
intramolekul pada protein, yang dapat menyebabkan bertambahnya rigiditas
protein. Bertambahnya rigiditas protein diakibatkan oleh berkurangnya
fleksibilitas residu-residu di sekitar daerah terbentuknya ikatan disulfida. Ikatan
disulfida dapat dianggap berfungsi sebagai ‘pengunci’ pergerakan residu-residu
yang fleksibel (Liu dan Wang, 2003). Ikatan disulfida yang ditambahkan pada
protein dapat mengurangi fleksibilitas enzim sehingga enzim menjadi lebih rigid.
Rigiditas ini akan mengarah pada stabilitas terhadap denaturasi termal yang lebih
baik.
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2.6. Simulasi Dinamika Molekul

Metode simulasi dinamika molekul pertama kali dipekenalkan oleh Alder
dan Wainwright pada akhir tahun 1950. Pada awalnya digunakan untuk
mempelajari permukaan yang kerharfl spheres). Sedangkan simulasi dinamika
molekul terhadap sistem nyata baru dilakukan pada tahun 1974. Tahun 1977
teknik ini pertama kali digunakan untuk kajian biomolekul dengan menggunakan

bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) (McCammon, et.al., 1977).

Secara umum, simulasi dinamika molekul didasarkan pada integrasi
numerik terhadap persamaan Newton tentang gerak (F=m.a). Gaya interaksi antar
atom dalam simulasi dinamika molekul hanya tergantung pada posisi atom dan
tidak tergantung pada kecepatanya, yang dinyatakan sebagai gradien dari energi
potensial. Simulasi dinamika molekul merupakan salah satu bagian dari
pendekatan komputasional dimana atom dan molekul dibiarkan saling berinteraksi
selama periode waktu tertentu sehingga tingkah laku sistem dapat teramati.
Teknik ini banyak digunakan dalam biologi struktur, karena mampu memberikan
informasi detail mengenai fluktuasi dan perubahan konformasi biomolekul sampai
pada tingkat atom. Teknik ini dikembangkan untuk mempelajari stabilitas enzim
atau protein, perubahan konformasi, pelipatan protein, pengangkutan ion pada
sistem biologi, evaluasi struktur hasil kristalografi sinar-X maupun NMR, hingga
prancangan obat. Teknik simulasi dinamika molekul berperan sebagai jembatan

antara eksperimen dan teori (Roux, et.al., 2004).

Simulasi dinamika molekul merupakan salah satu metode yang berguna
untuk menambah informasi dari eksperimen lain tentang kestabilan protein seperti
pengamatan keadaan native dan unfold serta proses pembentukannya. Perubahan
struktur protein seperti proses unfolding pada suhu tinggi terjadi pada skala waktu
dengan satuan mikrosekon hingga jam (Becker et al., 2001; Purmonen et al.,
2007). Simulasi dinamika molekul yang dilakukan pada skala waktu tersebut akan
sangat memakan waktu dan sumber daya komputasi. Penggunaan suhu tinggi
dalam simulasi akan memberikan energi kinetik tambahan pada sistem sehingga
dalam waktu yang lebih singkat dan dengan tenaga komputasi yang lebih
terjangkau, adanya batas energi antara keadaan patitean dengan keadaan
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unfolding dapat dilewati (Becker et al., 2001; Day et al., 2002). Perubahan

struktur protein akan dipercepat dengan penggunaan suhu tinggi pada simulasi (Li
dan Dagget, 1994). Simulasi yang dipercepat dengan menggunakan suhu tinggi
bahkan menunjukkan pola perubahan struktur proteifol(ing pathway) yang

sama jika dibandingkan dengan simulasi pada suhu lebih rendah dan waktu yang
lebih panjang (Day et al., 2002). Selain itu, simulasi dinamika molekul
menggunakan prinsip fisika mekanik yang tidak melibatkan pergerakan elektron
dalam perhitungan (fisika kuantum), sehingga penggunaan suhu tinggi pada

simulasi tidak menyebabkan terputusnya ikatan kimia (Becker et al., 2001).

2.6.1. Gaya Intramolekul

Secara umum, interaksi intramolekul diekspresikan sebagai gradien energi
potensial yang bekerja pada atom-atom terhadap kordinat masing-masing dalam
struktur ruang 3D. Dalam simulasi dinamika molekul, fungsi energi potensial
diberikan oleh forcefieldyaitu fungsi yang mendefinisikan gaya-gaya yang
bekerja pada suatu atom individual pada keadaan energi rendah (kesetimbangan
termal) (Ponder dan Case, 2003). Ada dua kelompok interaksi yang dapat
memberikan pengaruh terhadap energi potensial, yaitu interaksi internal dan
eksternal. Interaksi internal didefinisikan sebagai interaksi kovalen antar atom
yang disebut sebagai interaksi ikatbon@ed interaction), meliputi uluran ikatan
(bonded streching) yaitu interaksi kovalen antara dua atom pada jarak
kesetimbangan tertentu, sudut ikatan dan sudut dihedral. Pada simulasi dinamika
molekul, ikatan kovalen didefinisikan sebagai pegas dengan pergerakan harmonis
(Becker, 2001) Sedangkan interaksi eksternal mengekspresikan interaksi non-
kovalen dan non-ikatan. Interaksi non-ikatan mempresentasikan interaksi fleksibel
diantara pasangan atom atau partikel. Dua jenis interaksi non-ikatan paling umum
yang dapat mengakibatkan perubahan energi potensial adalah interaksi
elektrostatik (potential Coulomb) dan interaksi van der Waals (potential Lennard-
Jones) (Becker, et.al.,2001).
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2.6.2. Parameter Simulasi
2.6.2.1. Sistem Pelarut Protein (Solvasi)

Proses solvasi atau pelarutan biomolekul dilakukan pada enzim yang akan
disimulasikan bertujuan agar proses simulasi mendekati sistem nyata. Dua jenis
sistem solvasi yang biasa digunakan yaitu sistem implisit dan eksplisit. Pada
sistem solvasi implisit, molekul pelarut hanya berperan sebagai medium dan tidak
terlalu terlibat dalam suatu proses simulasi. Pada sistem ini pelarut dimodelkan

dengan menggunakan pelarut kontingon{inum solvent model).

Pada sistem solvasi eksplisit, molekul enzim secara nyata dikelilingi oleh
molekul air. Untuk mensimulasikan keadaan tersebut, maka proses simulasi akan
melibatkan jumlah atom yang tidak sedikit, sekitat2a0 bahkan lebih. Sistem
tunggal dengan dengan partikel atom sebanyak ini akan merasakan pengaruh
lingkungan. Karena itu, hampir keseluruhan simulasi dilakukan dengan
menerapkan kondisi batasan berkgkxiodic boundary condition/PBC). Hal ini
dapat dijelaskan sebagai berikut, proses simulasi dilakukan dalam suatu kotak
komputasi, kotak tersebut secara virtual akan dikelilingi oleh kotak-kotak replika
dengan ukuran yang sama. Hanya satu kotak saja yang akan disimulasikan,
dinamakan kotak pusat, kotak-kotak yang lain akan memiliki tingkah laku yang
sama. Dengan diterapkannya kondisi batasan berkala, partikel-partikel dapat

secara bebas berpindah dari satu kotak ke kotak lainnya (Leeuw et.al., 1980).
2.6.2.2. Parameter Temperatur dan Tekanan

Selain mengatur parameter solvasi, ditentukan pula parameter temperatur
dan tekanan ke dalam sistem yang akan disimulasikan sehingga mendekati
keadaan nyata. Sebagian besar pengukuran eksperimen dilakukan pada tekanan
dan temperatur tetap, maka kondisi simulasi juga akan dilakukan pada kondisi
tekanan dan temperatur tetap, sehingga pengaturan tekanan dan temperatur
simulasi pada kondisi isoterm-isobar akan lebih relevan dengan data eksperiman.
Kondisi ini diisyaratkan dengan mempertahankan secara tetap hubungan antara
jumlah atom atau partikel N, tekanan P, dan temperatur T, disebut sebagai NPT

ansambel. Sedangkan kondisi lainnya dibuat volume sistem menjadi tetap

Universitas Indonesia

Desain peningkatan..., Ahmad Randy, FMIPA Ul, 2012



17

(volume V tetap) disebut sebagai NVT atau kanonikel ansambel (Becker et al.,
2001)

2.6.2.3. Minimisasi

Setelah parameter sistem simulasi disesuaikan mendekati keadaan nyata,
dilakukan pula proses minimisasi sehingga posisi geometri atom yang sesuai
dapat dikembalikan sedemikian rupa untuk menghasilkan energi potensial
terendah bagi sistem. Hal ini dilakukan karena biasanya koordinat awal suatu
molekul umumnya diperoleh dari hasil kristalografi sinar-X ataupun permodelan
struktur 3D, yang terkadang jarak antar satu atom dengan atom lainnya sangat
dekat atau bahkan sangat jauh dari posisi keseimbangan. Ketidaksesuaian
geometri ini menyebabkan terjadinya interaksi yang tidak sesacvén der
Waals contact) maupun efek-efek sterik berenergi tinggi yang mengakibatkan

pada saat disimulasikan sistem menjadi tidak stabil.

Berdasarkan tinjauan entropi, energi potensial permukaan enzim atau
protein memiliki banyak sekali daerah minimum lokatél minima), sehingga
proses minimisasi energi untuk mencari minimum gloglabgl minima)
merupakan suatu proses yang tidak sederhana. Beberapa algoritma minimisasi
telah dikembangkan untuk mencari posisi geometri atom yang paling sesuai
dengan tingkat energi terendah. Proses melokalisasi minimum global merupakan
proses yang rumit, sehingga pengembangan algoritma minimisasi hingga saat ini
hanya diarahkan pada pencarian minimum lokal terdekat. Secara umum terdapat 2
jenis algoritma minimisasi, yaitu (i) algoritma yang tidak melibatkan proses
derivatif disebut algoritma orde ke 0, dan (ii) algoritma yang melibatkan proses
derifativ, terdiri atas algoritma orde pertama dan orde kedua, algoritma orde
pertama seperti metode steepest descd®D) danconjugate gradient (CG),
algoritma orde kedua seperti metode Newton Raphson. Metode algoritma
minimisasi yang paling banyak dipergunakan dalam simulasi biomolekul adalah
metode SD dan CG. Keduanya merupakan algoritma minimisasi untuk mencari

minimum lokal (Becker, et.al.,2001).
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2.6.2.4. Position Restraints

Position restraint digunakan untuk mengekangegtraint) partikel pada
posisi referensinya (van der Spoel et al., 2010). Kekangan yang diberikan pada
suatu sistem, berupa suatu potensial yang diberikan oleh persamaan tertentu untuk
membatasi pergerakan sistem. Tujuan pemberian kekangan adalah untuk
menghindari pergerakan yang berpotensi merusak sistem, atau untuk mempelajari
fenomena tertentu dari suatu eksperimen. Simulasi singkat dengan position
restraint seringkali diterapkan pada molekul protein yang terlarut secara eksplisit
setelah proses minimisasi struktur protein dilakukan. Tahapan ini berfungsi untuk
membatasi pergerakan protein selama molekul pelarut bergerak untuk mencapai
kesetimbangan, sehingga seringkali disebut sebagai tahapan minimisasi molekul

pelarut.
2.6.2.5. Simulasi Produksi

Simulasi produksi adalah simulasi yang dilakukan dengan tujuan
pengambilan sampel konformasi untuk tujuan pengamatan fenomena-fenomena
pada eksperimen yang dilakukan. Simulasi produksi biasanya dilakukan dalam
tiga tahapan, yaitu pemanaséasating), ekuilibrasi, dan produksi (Becker et al.,
2001). Pemanasan dilakukan pada sistem dengan menaikkan suhu sistem secara
perlahan mulai dari suhu yang rendah hingga suhu yang diinginkan. Suhu pada
simulasi dinamika molekul diberikan oleh energi kinetik atomik berdasarkan
persamaan distribusi Maxwell (Becker, 2001). Penetapan sistem pada suhu
tertentu secara langsung akan berpotensi menghasilkan sistem yang tidak stabil,
sehingga proses pemberian suhu tertentu pada sistem simulasi perlu dilakukan

secara perlahan lewat proses pemanasan.

Ekuilibrasi adalah simulasi yang dilakukan dengan waktu lebih lama
setelah tahapan pemanasan. Tujuan dari ekuilibrasi adalah untuk memastikan
kestabilan simulasi dan memastikan sistem sudah tidak berfluktuasi secara drastis
(Becker, 2001). Lama simulasi yang dilakukan berkisar antara puluhan hingga

ratusan pikosekon.

Tahapan simulasi produksi adalah tahapan dimana data-data simulasi,
terutama trajektori, mulai dapat disimpan dengan anggapan bahwa sistem simulasi
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telah mencapai kesetimbangan setelah tahapan ekuilibrasi (Becker, 2001). Lama
simulasi yang dilakukan sangat tergantung dari fenomena yang ingin diamati serta

ketersediaan sumber daya komputasi.
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BAB 3
METODOLOGI

3.1. Metodologi

Pada penelitian ini dilakukan perancangan mQmdida
antarctica lipase B (CALB) dengan menambahkan ikatan disulfida pada enzim
untuk mendapatkan enzim yang lebih termostabil melalui mutasi sepasang asam
residu asam amino menjadi sistein. Prediksi pasangan residu yang dapat dimutasi
menjadi sistein dilakukan dengan perangkat lunak “Disulfide by DESign
Pemilihan residu yang dimutasi didasarkan pada hasil analisis perubahan
fleksibilitas CALB pada kenaikan suhu yang dilakukan dengan metode simulasi

dinamika molekul.

Enzim mutan yang didapat kemudian diuji kestabilannya terhadap suhu
dengan melakukan simulasi dinamika molekul. Termostabilitas enzim mutan
terhadap enzim wild typdibandingkan dengan mengamati kestabilan struktur
antara keduanya. Parameter-parameter yang menunjukkan perubahan struktur
seperti RMSD, SASA, jari-jari girasi (Rg), dan struktur sekunder hasil simulasi

enzim mutan kemudian dibandingkan dengan enzim sebelum nwiladiype).

3.2. Alat dan Perangkat Lunak

Simulasi dinamika molekul pada penelitian ini dilakukan pada satu set
komputer personal dengan prosesor Intel €b&Duo 2,93 GHz, 2 Gb RAM.
Perangkat lunak yang digunakan untuk proses simulasi adalah paket GROMACS
4.5.4 (Groningen Machine for Chemical Simulations) (van der Spoel et al., 2005;
Hess et al., 2008) yang dijalankan pada sistem operasi Ubuntu 10.04 LTS.
Visualisasi dan analisis hasil simulasi dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak VMD 1.9 (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey et al., 1996). Pencarian
pasangan residu pada CALB yang dapat dimutasi menjadi sistein untuk
membentuk ikatan disulfida akan dilakukan dengan perangkat lunak “Disulfide by
Design™ (Dombkowski, 2003).
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3.3. CaraKerja
3.3.1. Preparasi Sistem Simulasi

Struktur kristal lipase Bandida antarctica (kode PDB: 1TCA;
Uppenberg et al., 1994) yang digunakan pada simulasi didapat dari bank data
Protein Data Bank (PDB) (http://www.pdb.org/pdb/home/homegBerman et al.,

2000). Penentuan struktur kristal 1. TCA dilakukan dengan metode difraksi sinar-X
dan memiliki resolusi 1,55 A. Molekul-molekul air dan N-asetil-D-glukosamin
yang terdapat dalam struktur kristal dihilangkan terlebih dahulu. Untuk simulasi
pada paket GROMACS, struktur enzim dalam bentuk file pdb (*.pdb) dikonversi
menjadi bentuk topologi GROMACS (*.gro) dengan program pdb2geixg

terdapat pada paket GROMACS. Program pdb2gnga menambahkan atom
hidrogen pada struktur kristal yang sebelumnya tidak ada terdapat pada file yang
diunduh dari bank daté&orce field yang digunakan untuk mendefinisikan energi
potensial struktur kristal adalah AMBER99 (Wang et al., 2000). Molekul air yang
dipilih sebagai pelarut eksplisit (solvasi) pada sistem simulasi adalah model
molekul air TIP3P (Jorgensen et al., 1983).

Struktur kristal enzim disiapkan dalam suatu kotak dodekahedron yang
cocok untuk digunakan pada simulasi molekul sferik dalam lingkungan pelarut.
Pengaturan jenis dan besar kotak dilakukan dengan program egiacanf
terdapat pada paket GROMACS. Jarak dari sisi kotak ke sruktur enzim diatur
sebesar 1,0 nm, sehingga dihasilkan total volume kotak sebesar 356,77 nm
Penambahan molekul air secara eksplisit dilakukan sebagai pendekatan terhadap
keadaan molekul dalam pelarut, dimana interaksi dengan molekul pelarut ikut
mempengaruhi konformasi molekul. Program genpaxg terdapat pada paket
GROMACS digunakan untuk menambahkan molekul air pada kotak yang sudah
disiapkan sebelumnya. Secara total, jumlah molekul air yang ditambahkan pada
kotak adalah 10285 molekul air. Total muatan sistem enzim-pelarut di dalam
kotak dodekahedron adalah -1. Untuk menetralkan total muatan sistem, satu ion

Na" ditambahkan untuk mengganti satu molekul air. Program genion pada paket
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GROMACS digunakan untuk mengganti secara acak (random) 1 molekul air
dengan 1 ion N& Setelah penambahan ionNkeseluruhan sistem dalam kotak
dod&ahedron adalah 1 molekul protein (enzim), 10284 molekul air TIP3P, dan 1
ion N

Setelah preparasi sistem simulasi, kemudian dilakukan minimisasi pada
sistem. dalam dua tahap. Pada tahap pertama, dilakukan minimisasi dengan
menggunakan algoritmsieepest descent (SD) sebanyak 1000 tahap dengan

parameter sebagai berikut dalam suatu file mdp (*.mdp):

nstl og = 5000
i ntegrator = steep
nst eps = 1000
enst ep = 0.01
ns_type =grid
rlist =1
coul onbt ype = PME
fouri erspaci ng = 0.15
prme_or der =4
rcoul onb_swi tch =0

r coul onmb = 1.0
vdwt ype = Cut-off
rvdw swi tch =0
rvdw =1.0

t coupl = no
pcoupl = no
gen_vel = no

Minimisasi tahap kedua dilakukan dengan menggunakan algoritma conjugate

gradient (CG) sebanyak 1000 tahap dengan parameter sebagai berikut:

nst | og = 5000
i nt egrator = cg
nst eps = 1000
enst ep = 0.01
ns_type = grid
rlist =1
coul onbt ype = PME
fourierspacing = 0.15
prme_or der =4
rcoul onb_swi tch =0
rcoul omb = 1.0
vdwt ype = Cut-off
rvdw switch =0
rvdw =1.0
t coupl = no
pcoupl = no
gen_vel = no

Setelah minimisasi, dilakukan tahap ekuilibrasi molekul air lewat simulasi
singkat selama selama 10 ps (10 ¥4€ekon) dengan time step 0,002 ps.. Selama
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simulasi, molekul air dibiarkan bebas bergerak, sedangkan molekul protein

dikekang position restraint) untuk menjaga struktur protein agar tidak berubah

dari struktur awal. Simulasi dilakukan dengan NVT ensenta@nstant number,

volume and temperature) pada 300 K dimana sistem dikopling terhadap termostat

velocity rescaling pada konstanta kopling 0,1 (Bussi et al., 2007). Metode

periodic boundary condition digunakan pada ekuilibrasi molekul air dan semua

simulasi selanjutnya. Interaksi elektrostatik sistem dihitung dengan metode
particle mesh Ewald (PME) (Darden et al., 1993; Essmann et al., 1995) dengan

jari-jari cut-off sebesar 1,0 nm. Untuk penghitungan interaksi van der Waals,

digunakan model energi potensial Lennard-Jones dengan jari-jari cghafsar

1,0 nm. Struktur akhir setelah ekuilibrasi molekul air ini digunakan pada tahap

simulasi selanjutnya. Parameter tahap ekuilibrasi air adalah sebagai berikut:

define
constraints
i ntegrator
dt

nst eps

nst conm

nst xout

nst vout
nst f out

nstl og

nst ener gy
nstli st
ns_type
rlist

rcoul onb
rvdw

coul onbt ype
fourierspacing
prme_or der
vdwt ype
Tcoupl
tc-grps
tau_t

ref t

ener gygr ps
Pcoupl
tau_p
conmpressibility
ref p
gen_vel
gen_tenp
gen_seed

- DPOSRES

al | - bonds
md

0. 002

5000

100

100

1000

0

10

100

10

grid

1.0

1.0

1L o]

PVE

0. 15

4

Cut - of f
v-rescal e
Protein SCL NA
0.1 0.1 0.1
300 300 3
Protein SOL
no

0.5

4. 5e-5

1.0

yes

300.0

173529
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3.3.2. Simulasi Dinamika Molekul

Simulasi dilakukan dengan NVT ensemb{eonstant number, volume and
temperature) pada suhu simulasi yang diinginkan dimana sistem dikopling
terhadap termostat velocity rescaling (Bussi et al., 2007). Algoritma LINCS (Hess
et al., 1997) digunakan pada sistem untuk mengelcangti(aint) semua ikatan
yang mengandung atom hidrogen. Time sigmg digunakan untuk tiap simulasi
adalah 0,002 ps. Metogberiodic boundary condition digunakan untuk
mengurangi efek sudut sehingga mendekati kondisi sebenarnya dimana interaksi
antara molekul protein satu dengan molekul protein tetangganya ikut
diperhitungkan. Interaksi elektrostatik sistem dihitung dengan metode particle
mesh Ewald (PME) (Darden et al., 1993; Essmann et al., 1995) dengan jari-jari
cut-off sebesar 1,0 nm. Untuk penghitungan interaksi van der Waals, digunakan
model energi potensial Lennard-Jones dengan jari-jari caetfésar 1,0 nm.

Dalam satu simulasi pada suhu tertentu, tahapan yang dilakukan adalah
pemanasan (heating) sistem selama 10 ps, dilanjutkan dengan ekuilibrasi selama
100 ps, dan produksi simulasi selama 6000 ps. Tahapan minimisasi, pemanasan,
ekuilibrasi, dan simulasi produksi dilakukan dengan menggunakan program
mdrun pada paket GROMACS. Kecepatan komputasi untuk tahapan simulasi
berkisar antara 2,3-2,4 ns/hari, sehingga simulasi 6000-8000 ps akan memakan
waktu real-time selama kurang lebih 3-4 hari.

Parameter tahapan pemanasan adalah sebagai berikut:

constraints = hbonds
constraint_al gorithm = LINCS
i nt egrator = m

dt = '0.002
nst eps = 5000
nst conm = 10
nst xout = 500
nst vout = 500
nst f out = 0

nstl og = 1000
nst ener gy = 100
nstli st = 10
ns_type = grid
rlist = 1.0
rcoul onmb = 1.0
rvdw = 1.0
coul onbt ype = PME
fouri erspaci ng = 0.15
prme_or der = 4
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vdwt ype
Tcoupl
tc-grps
tau_t

ref t

ener gygr ps
Pcoupl
gen_vel
continuation

Parameter tahapan ekuilibrasi adalah sebagai berikut:

constraints

constraint_al gorithm

i ntegrator
dt

nst eps

nst conm
nst xout
nst vout
nst f out
nstl og

nst ener gy
nstli st
ns_type
rlist

r coul onb
rvdw

coul onbt ype

fouri erspacing

pme_or der
vdwt ype
Tcoupl
tc-grps
tau_t

ref t

ener gygr ps
Pcoupl
gen_vel
continuation

cut of f
v-rescal e
Protein SOL
0.1 0.1
450 450

Protein SOL
no

no

yes

hbonds

LI NCS

md

0. 002

50000

10

1000

1000

0

5000

1000

10

grid

1.0

1.0

1.0

PVE

0. 15

4

cut of f
v-rescal e
Protein SOL
0.1 0.1
450 450
Protein SOL
no

no

yes

25

Parameter tahapan simulasi produksi adalah sebagai berikut:

constraints

constraint_algorithm

i nt egrator
dt

nst eps
nst comm
nst xout
nst vout
nst f out
nstl og
nst ener gy
nstlist
ns_type
rlist

Desain peningkatan...

hbonds
LI NCS
nd

0. 002
3000000
10
1000
1000

0

200
200

10
grid
1.0
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r coul omb = 1.0

rvdw = 1.0

coul onbt ype = PME

fouri erspaci ng = 0.15

prme_or der = 4

vdwt ype = cutoff

Tcoupl = v-rescale

tc-grps = Protein SOL NA
tau_t = 0.1 0.1 0.1
ref _t = 450 450 450
ener gygr ps = Protein SOL
Pcoupl = no

gen_vel = no

conti nuation = yes

3.3.3. Analisis Simulasi Dinamika Molekul

Enzim CALB dianalisis kestabilan dan fleksibilitasnya dengan simulasi
dinamika molekul pada beberapa suhu simulasi. Tahapan ini dilakukan untuk
mengetahui fleksibilitas enzim dan perubahan struktur yang terjadi. Parameter-
parameter yang dinalisis antara lain adalah RMSD, RMSF, solvent accessible

surface area (SASA), struktur sekunder, dan trajektori.

3.3.3.1. RMSD

Root mean-square deviation (RMSD) adalah rerata simpangaie\ation)
posisi atom-atom selama waktu simulasi yang dibandingkan terhadap satu struktur
pembanding (van der Spoel et al., 2010). Penghitungan RMSD dilakukan terhadap
keseluruhan protein dengan terlebih dahulu melakukan penyesuaian least-square
(least-squarefitting) terhadap atom-atom tulang punggubackbone), yaitu
atom-atom yang terlibat dalam ikatan peptida ditambah atenp#&ia protein.
Nilai RMSD dihitung dengan program g_riyang terdapat pada paket
GROMACS yang menggunakan persamaan berikut (van der Spoel, 2010):

1 1/2
RMSDaeny = |37 Y millra(e) = ri(e)IP

Dimana M= YN, m; dan f(t) adalah posisi atomgiada waktu t Struktur

pembanding adalah struktur awal simulasi, yaitu pad#®t
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3.3.3.2. RMSF

Nilai RMSF (oot mean-square fluctuation) adalah rerata fluktuasi posisi
atom dalam suatu trajektori simulasi yang dibandingkan terhadap satu struktur
pembanding. Penghitungan RMSF dilakukan terhadap perubahan posisi atom-
atom Ce pada protein selama simulasi. Penentuan nilai RMBkukan degan
program g_rmsfyang terdapat pada paket GROMACS.

3.3.3.3. Ikatan Hidrogen

Analisis ikatan hidrogen intramolekul antara atom-atom protein dilakukan
dengan program g_hbond yang terdapat pada paket GROMACS. Program ini
melakukan analisis terhadap semua kemungkinan donor dan akseptor hidrogen
dengan menggunakan kriteria panjang ikatan hidraggns 0,35 nm dan sudut

ikatan hidrogengz < 30° (van der Spoel et al., 2010).

3.3.3.4. Solvent Accessible Surface Area

Analisis ®lvent accessible surface area (SASA) digunakan untuk
menentukan luas permukaan molekul protein yang dapat diakses oleh pelarut, dan
dapat menggambarkan kekompakeonfpactness) serta kepadatan/densitas
molekul. Penentuan SASA dilakukan dengan program gyaag terdapat pada
paket GROMACS dengan menggunakan algoritma double cubic lattice method
(Eisenhaber et al., 1995). Luas permukaan ditentukan dengan menggunakan suatu
bola pelacak (speheric probesebagai model pelarut yang akan melacak
permukaan van der Waals protein. Besar bola pelacak menentukan SASA yang
didapat, karena penentuan luas area menggunakan jarak yang dibentuk oleh pusat
bola pelacak selama penelusuran permukaan protein. Jari-jari bola pelacak yang

digunakan adalah 0,14 nm, sebagai model molekul air.

3.3.3.5. Jari-jari Girasi (Rg)

Analisis jari-jari girasi (adius of gyration, Ry) juga dapat digunakan untuk
menggambarkan kekompakasoifpactness) serta kepadatan/densitas molekul
protein. Penentuan jari-jari girasi dilakukan dengan program g_gyeatg
terdapat pada paket GROMACS dengan menggunakan persamaan berikut (van
der Spoel et al., 2010):
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2
o > ril]| “m;
9 Zimi

Dimanam; adalah massa atomdan »; adalah posisi atomtérhadap pusat massa

molekul.

3.3.3.6. Analisis Struktur Sekunder

Analisis struktur sekunder dilakukan untuk melihat perubahan struktur
sekunder pada saat simulasi dengan menggunakan plug-in tambahan yang terdapat
pada perangkat lunak VMD. Penentuan struktur sekunder didasarkan pada
algoritma STRIDE @ructural Identification) (Frishman dan Argos, 1995).

3.3.4. Prediksi Pasangan Residu yang akan Dimutasi Menjadi Sistein

Pasangan residu yang akan dapat dimutasi menjadi sistein pada CALB
dicari dengan menggunakan perangkat lunak “Disulfide by DB&Ign
(Dombkowski, 2003). Masukan data yang diperlukan adalah struktur kristal
CALB (PDB ID 1TCA). Kriteria yang digunakan adalah Optimum Chi3-angle
+100/-8C°, tolerance + 1&; dan Ca-Ch-S-angle= 114,60, tolerancet 10°
Keluaran dari perangkat lunak ini adalah beberapa pasangan residu yang dapat
dimutasi menjadi sistein dan dapat membentuk ikatan disulfida berdasarkan
kriteria geometrik (jarak dan sudut). Pembuatan struktur enzim mutan juga
dilakukan dengan perangkat lunak ini dengan memilihi mutasi yang diinginkan.
Keluaran struktur mutan didapat dalam bentuk file pdb (*.pdb)

3.3.5. Simulasi Dinamika Molekul Mutan CALB

CALB yang telah dimutasi (mutan) kemudian dianalisis kestabilannya
pada suhu tertentu dengan metode simulasi dinamika molekul. Tahapan simulasi
dinamika molekular CALB mutan sama seperti tahapan simulasi CALB wild type
yaitu pemanasan, ekuilibrasi, dan simulasi produksi. Parameter-parameter kondisi

dan sistem simulasi yang digunakan juga sama seperti simulasi CALB wild type
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Kemudian dilakukan analisis terhadap trajektori simulasi dinamika molekul yang
dihasilkan. Termostabilitas mutan dan wild tghbandingkan dengan melakukan

analisis terhadap parameter-parameter perubahan struktur protein seperti RMSD,

jari-jari girasi, SASA, dan struktur sekunder.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Simulasi CALB Wild Type

Dalam menentukan pasangan residu yang akan dimutasi menjadi
sistein, dipelajari terlebih dahulu perubahan struktur protein yang terjadi pada
kenaikan suhu, terutama untuk mengetahui daerah-daerah pada protein yang
memiliki fleksibilitas tinggi. Pada penelitian ini, perubahan struktur CALB yang
terjadi pada kenaikan suhu dipelajari dengan metode simulasi dinamika molekul.
Strategi yang digunakan adalah melakukan simulasi dinamika molekul terhadap

CALB pada suhu tinggi dan menganalisis perubahan-perubahan yang terjadi.

Perubahan struktur protein seperti proses unfolding pada suhu tinggi
terjadi pada skala waktu dengan satuan mikrosekon hingga jam (Becker et al.,
2001; Purmonen et al., 2007). Simulasi dinamika molekul yang dilakukan pada
skala waktu tersebut akan sangat memakan waktu dan sumber daya komputasi.
Penggunaan suhu tinggi dalam simulasi akan memberikan energi kinetik
tambahan pada sistem, yaitu laju pergerakan molekul yang semakin besar,
sehingga dalam waktu yang lebih singkat dan dengan tenaga komputasi yang lebih
terjangkau, adanya batas energi antara keadaan patitean dengan keadaan
unfolding dapat dilewati (Becker et al., 2001; Day et al., 2002, Buchner dan
Kiefhaber, 2005). Perubahan struktur protein akan dipercepat dengan penggunaan
suhu tinggi pada simulasi (Li dan Dagget, 1994). Simulasi yang dipercepat
dengan suhu tinggi bahkan menunjukkan pola perubahan struktur protein
(unfolding pathway) yang sama jika dibandingkan dengan simulasi pada suhu
lebih rendah dan waktu yang lebih panjang (Day et al., 2002). Selain itu, simulasi
dinamika molekul menggunakan prinsip fisika mekanik dimana ikatan kovalen
diibaratkan sebagai pegas yang bergerak harmonis dan tidak melibatkan
pergerakan elektron dalam perhitungan (fisika kuantum) (Becker et al., 2001).
Dengan pendekatan ini, penggunaan suhu tinggi pada simulasi tidak menyebabkan

terputusnya ikatan kimia.
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Perubahan struktur dipelajari melalui analisis RM&it(means-square
deviation), RMSF oot mean-square fluctuation), ikatan hidrogen, jari-jari girasi,
SASA (solvent accessible surface area), dan struktur sekunder. Pasangan residu
yang akan dimutasi terutama dipilih berdasarkan fleksibilitas pergerakan residu
selama simulasi, yang dipelajari dengan analisis RMSF. Sedangkan analisis ikatan
hidrogen, jari-jari girasi, dan SASA digunakan untuk membandingkan
karakteristik CALB wild typedengan CALB mutan secara kuantitatif.

4.1.1. Validasi Metode Simulasi Dinamika Molekul

Seperti pada teknik percobaan lainnya, percobaan yang dilakukan dengan
metode komputasi, simulasi, atau pemodelan dengan komputer perlu divalidasi.
Validasi dilakukan agar dari percobaan yang dilakukan dapat diambil suatu
kesimpulan yang baik dan sedekat mungkin mewakili fenomena yang ingin
dipelajari. Validasi suatu model molekular, seperti simulasi dinamika molekul,
dapat dilakukan dengan membandingkan data hasil simulasi dengan data
eksperimental (van Gunsteren, 1998). Beberapa data simulasi yang dapat
dibandingkan dengan data eksperimental antara lain adalah densitas, energi bebas
pelarutan, viskositas, tegangan permukaan Batattors dari penentuan

kristalografi (van Gunsteren, 1998).

B-factors atau atomic displacement valuegnilai pergeseran atomik)
digunakan pada kristalografi untuk menggambarkan pergeseran kerapatan
elektron suatu atom pada kristal (Parthasarathy et al., 2000). Koordinat tiap atom
dalam suatu kristal protein pada file bank data (PDB) lebih menggambarkan
koordinat kesetimbangan atau rata-rata, yang bukanlah koordinat pasti (rigid) dari
molekul protein dikarenakan adanya perbedaan struktur antar molekul dalam kisi
kristal. Pergeseran atom dari posisi kesetimbangan dapat diamati dari pergeseran
kerapatan elektron yang terdapat pada bank data suatu kristal protein.

Validasi metode simulasi pada penelitian ini dilakukan dengan
membandingkan B-factors simulasi dengan B-facteksperimen yang didapat

dari bank data. Untuk mendapatkan nilai B-factsiraulasi, dapat digunakan data
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RMSF (oot mean-squar e fluctuation) hasil simulasi. RMSF adalah standar
deviasi yang menggambarkan fluktuasi posisi atom dalam suatu trajektori
simulasi dengan membandingkan terhadap struktur pembanding. RMSF dapat
diubah menjadi B-factorslengan persamaan berikut (Kuzmanic dan Zagrovic,
2010):

, 3Bi
RMSFL :ﬁ

RMSF yang digunakan adalah RMSF atom-atomn d24i simulasi
dinamika molekul pada suhu 300 K yang dihitung pada waktu simulasi 4000-6000
ps dengan struktur pembanding kristal 1 TCA dari PDB. Hasil perbandingan
menunjukkan bahwa B-factorsmulasi dinamika molekul dan B-factors
kristalografi tidak berbeda secara signifik&@ambar 4.1). Keduanya memiliki

nilai yang hampir sama, dan secara kesuluruhan memiliki pola yang serupa.

140 | B-factor kristal 1TCA dan B-factor simulasi 300 K
120 —— B-factor kristal

1TCA
100

—— B-factor simulasi
300K

B-factor
(o]
o

0 50 100 150 200 250 300
No. residu

Gambar 4.1. Perbandingan nilai B-factoksistal 1 TCA dengan B-factors
simulasi suhu 300 K.

Perbedaan nilai B-factorgang cukup besar dapat diamati pada residu-
residu di daerah 4-9, 12-20, 141-150, dan 285-289. Pada daerah-daerah tersebut
B-factors simulasi lebih besar dibanding B-factdtsstalografi. Perbedaan ini

masih dapat diterima karena adanya perbedaan kondisi protein pada simulasi dan
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kristalografi. Pada sistem simulasi, protein berada dalam kondisi terlarut dalam
air sehingga lebih fleksibel jika dibandingkan kondisi kristal yang rigid. CALB
sendiri diketahui memiliki fleksibilitas yang tinggi dalam lingkungan pelarut air
(Trodler dan Pleiss, 2008). Selain itu, perbedaan B-fagtada daerah 141-150

dan 285-289 dapat dihubungkan dengan terlibatnya beberapa residu di daerah
tersebut dalam kantung pengikatan substrat yang nampaknya memang
membutuhkan residu-residu yang fleksibel (Trodler dan Pleiss, 2008, Uppenberg
et al., 1994). Secara keseluruhan, model simulasi yang digunakan memiliki
validitas yang baik untuk dapat digunakan sebagai model mewakili kondisi

eksperimen yang diinginkan.

4.1.2. Analisis RMSD

Root mean-square deviation (RMSD) adalah rerata simpangaile\jation)
posisi atom-atom selama waktu simulasi yang dibandingkan terhadap satu struktur
pembanding (van der Spoel et al., 2010). RMSD dapat digunakan untuk
menggambarkan kesamaan antara dua struktur (Becker et al., 2001) dan
mengamati terjadinya perubahan struktur protein secara global selama simulasi.
Nilai RMSD yang makin besar merupakan indikasi makin banyaknya perbedaan
antara dua struktur, sedangkan nilai nol menunjukkan dua struktur yang serupa.
Selain itu, RMSD juga menggambarkan tercapainya kesetimbangan suatu sistem
simulasi, yaitu ketika RMSD menunjukkan kecenderungan linear (Lyman dan
Zuckerman, 2006).

Pada penelitian ini, penghitungan RMSD dilakukan terhadap keseluruhan
protein dengan terlebih dahulu mensejajarkan dua struktur dengan melakukan
least-sgquare (least-squar e fitting) terhadap atom-atom tulang punggung
(backbone) struktur pembanding. Pensejajaran ini dilakukan untuk memperkecil
nilai deviasi. Nilai RMSD tiap-tiap time step simulasi dihitung sehingga
didapatkan pergerakan RMSD selama waktu simulasi. Struktur pembanding yang

digunakan adalah struktur awal simulasi pad®tps (pikosekon).
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Gambar 4.2 menunjukkan RMSD simulasi pada semua variasi suhu yang
dilakukan (300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, dan 700 K). Simulasi pada 300-400
K tidak menunjukkan perbedaan nilai RMSD yang signifikan. Nilai RMSD
maksimal adalah 0,13; 0,17; dan 0,18 nm untuk suhu 300, 350, dan 400 K secara
berurutan. RMSD pada ketiga suhu simulasi tersebut mengalami peningkatan
pada awal simulasi dan mencapai linearitas pada 3000-6000 ps (akhir simulasi),
dengan nilai RMSD yang berfluktuasi pada kisaran 0,1 nm. Ini menunjukkan
bahwa pada ketiga suhu simulasi ini, kesetimbangan simulasi mulai tercapai di

kisaran 4000-6000 ps dan struktur CALB mulai stabil pada rentang waktu tersebut.

2 RMSD

1.8

16 )ﬂ'm “M -’w
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Gambar 4.2. Nilai RMSD selama simulasi suhu 300-700 K.

Peningkatan RMSD secara signifikan mulai teramati pada suhu simulasi
450 K dan seterusnya. Nilai RMSD maksimal untuk simulasi 450, 500, dan 550 K
adalah 0,39; 0,32; dan 0,64 nm. Simulasi suhu 450 dan 500 K mulai menunjukkan
linearitas RMSD pada 4000-6000 ps, dengan nilai RMSD pada kisaran 0,2 nm.
Pada suhu simulasi 550 K, nilai RMSD juga mencapai kesetimbangan di rentang
4000-6000 ps dengan nilai RMSD maksimal 0,64.
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Simulasi pada suhu 600 dan 700 K menghasilkan nilai RMSD yang terus
meningkat hingga 6000 ps. Untuk mendapatkan kesetimbangan simulasi dengan
nilai RMSD yang linear, simulasi pada kedua suhu ini diperpanjang hingga 8000
ps. Perpanjangan waktu simulasi ini memberikan nilai RMSD yang linear di
rentang 6000-8000 ps.

Analisis RMSD pada simulasi yang dilakukan menggambarkan perubahan
global yang terjadi pada struktur protein CALB selama simulasi dibandingkan
dengan struktur awal simulasi. Peningkatan suhu simulasi menghasilkan nilai
RMSD yang makin besar, dan menunjukkan semakin banyaknya perubahan yang
terjadi pada struktur protein. Analisis kesetimbangan simulasi menggunakan nilai
RMSD juga dapat digunakan untuk tujuan pengambilan sampel trajektori
selanjutnya. Penentuan populasi sampel untuk kuantisasi dilakukan pada simulasi
yang telah mencapai konvergensi, dimana sifat dinamika molekul dan sampel
konformasi bisa digunakan untuk mewakili populasi (Smith et al., 2002)
Pengambilan sampel trajektori untuk analisis parameter-parameter simulasi seperti
energi dan konformasi, lebih baik dilakukan pada saat sistem sudah mengalami
kesetimbangan. Kesetimbangan sistem, dalam hal ini kesetimbangan konformasi

protein dapat diamati dari nilai RMSD yang sudah linear (Smith et al., 2002).

Simulasi pada suhu 300-550 K sudah mengalami kesetimbangan pada

2000 ps akhir simulasi (4000-6000 ps). Rentang waktu simulasi inilah yang untuk
selanjutnya digunakan dalam pengambilan sampel trajektori simulasi. Sedangkan
untuk simulasi 600-700 K, diperlukan penambahan waktu simulasi hingga 8000
ps untuk mencapai kesetimbangan konformasi protein dalam simulasi. Simulasi
suhu 600 dan 700 K mencapai linearitas nilai RMSD pada rentang 6000-8000 ps.
Untuk itu, pada suhu simulasi ini pengambilan sampel trajektori dilakukan pada
rentang 6000-8000 ps.

4.1.3. Analisis Jari-jari Girasi (RQ)

Analisis jari-jari girasi (Rg) dilakukan untuk mengukur kekompakan

(compactness) suatu molekul protein. Peningkatan nilai Rg pada suatu simulasi
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menunjukkan struktur protein yang semakin membesar volumenya secara
geometri (menempati bidang geometri yang lebih besar). Karena panjang rantai
protein tetap sama, peningkatan volume ini menunjukkan semakin berkurangnya
kerapatan molekul protein, atau makin berkurangnya kekompakan struktur. Dalam
proses rusaknyaufolding) struktur protein secara termal, molekul protein akan
berekspansi dan mengalami peningkatan volume. Naiknya nilai Rg ketika terjadi
proses unfolding dapat dikaitkan pula dengan berkurangnya ikatan hidrogen
intramolekular yang menjaga kekompakan struktur protein (Zhao et al., 2009).
Proses unfolding dapat dipelajari dengan melakukan analisis terhadap Rg selama
simulasi (Zhao et al., 2009; Day et al., 2002; Li dan Dagget, 1994; Paschek et al.,
2011).

Hasil analisis Rg menunjukkan bahwa tidak ada peningkatan nilai Rg yang
signifikan sepanjang waktu simulasi pada simulasi suhu 300-4&&akljar 4.3).
Pada simulasi tersebut, kenaikan suhu belum berpengaruh terhadap kekompakan
struktur. Simulasi pada suhu 500 K mulai menunjukkan kenaikan nilai Rg,
walaupun hanya ada perbedaan sebesar 4% antara nilai Rg minimal dengan nilai
maksimal. Simulasi pada suhu 550-700 K menunjukkan kenaikan nilai Rg yang
signifikan pada saat simulasi. Perbedaan nilai Rg minimal dengan nilai maksimal
pada simulasi 550, 600, dan 700 K adalah 7, 10, dan 16% secara berurutan. Untuk
semua suhu simulasi, pada 2000 ps terakhir waktu simulasi dapat diamati bahwa
nilai Rg cenderung stabil. Nilai Rg pada rentang 2000 ps akhir simulasi kemudian
digunakan sebagai sampel untuk menentukan rerata nilai Rg struktur akhir
simulasi Gambar 4.4). Rerata nilai rg pada 2000 ps akhir simulasi menunjukkan
bahwa terjadi lonjakan nilai Rg pada simulasi dimulai pada suhu 450 K. Lonjakan
nilai Rg adalah indikasi bahwa struktur protein sudah mengarah pada konformasi
unfolded (Seshasayee, 2005).
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Gambar 4.3. Jari-jari girasi (Rg) selama simulasi suhu 300-700 K.
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Rerata nilai Rg ditentukan dengan mengambil sampel dari 2000 ps akhir simulasi.

Gambar 4.4. Rerata nilai jari-jari hirasi (Rg) pada tiap suhu simulasi.

4.1.4. Analisis SASA(Solvent Accessible Surface Area)

Selain jari-jari girasi, kekompakan suatu struktur protein juga dapat
dipelajari dengan analisis solvent accessible surface area (SASA). SASA
menghitung luas area permukaan protein yang dapat diakses oleh molekul pelarut,
dan merupakan ukuran luas daerah protein yang terpapar terhadap molekul pelarut.
Dalam suatu proses unfolding molekul protein, peningkatan nilai SASA secara

perlahan terjadi karena molekul protein mulai berekspansi. Pada keadaan tersebut,
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akan semakin banyak daerah pada protein yang terekspos pada molekul pelarut

sehingga memperbesar luas permukaan.

Sepanjang simulasi pada suhu 300-450 K tidak teramati kenaikan nilai
SASA total secara signifikats@mbar 4.5). Pada suhu simulasi tersebut nilai
SASA total berfluktuatif pada kisaran 140 hrRada suhu simulasi 500-700 K,
mulai terjadi kenaikan nilai SASA. Untuk semua suhu simulasi, 2000 ps terakhir
waktu simulasi menunjukkan nilai SASA yang cenderung stabil. Nilai SASA pada
rentang 2000 ps akhir simulasi kemudian digunakan sebagai sampel untuk

menentukan rerata nilai SASA struktur akhir simul&arfbar 4.6).

Pengamatan terhadap rerata nilai SASA pada 2000 ps akhir simulasi
menunjukkan bahwa terjadi lonjakan nilai yang dimulai pada suhu simulasi 500 K.
Meningkatnya nilai SASA secara cepat akan terjadi ketika pusat hidrofobik dari
molekul protein mulai rusalcéllapse) akibat hilangnya interaksi penstabil, dan
molekul pelarut mulai dapat memasuki bagian dalawer{or) protein (Day et al.,
2002; Yan et al., 2010).

245 - SASA
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Gambar 4.5. Solvent accessible surface area (SASA) selama simulasi suhu 300-
700 K
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Rerata nilai SASA ditentukan dengan mengambil sampel dari 2000 ps akhir simulasi.

Gambar 4.6. Rerata nilai SASA pada tiap suhu simulasi.

4.1.5. Analisis Ikatan Hidrogen

Ikatan hidrogen pada protein berperan penting dalam membentuk struktur
protein, terutama struktur sekunder. Selain adanya pengaruh urutan asam amino,
struktur sekunder protein sepertheliks, f-sheet, danfurn juga ditentukan oleh
pola ikatan hidrogen yang terjadi, Ikatan hidrogen intramolekular berperan dalam
menjaga kestabilan protein dalam keadaan nathl@laupun energi ikatan
hidrogen tergolong rendah, namun sama seperti interaksi van der Waals yang ada
pada protein, akumulasi interaksi berperan dalam mempertahankan struktur native

suatu protein.

Perubahan jumlah ikatan hidrogen dapat menjelaskan perubahan struktur
yang terjadi selama simulasi pada suhu tinggi. Protein dalam keadaan unfolding
tidak memiliki ikatan hidrogen intramolekular, dan ikatan hidrogen akan lebih
banyak terjadi antara molekul protein dengan molekul pelarut (air) (Buchner dan
Kiefhaber, 2005; Myers dan Pace, 1996). Analisis ikatan hidrogen yang dilakukan
adalah ikatan hidrogen intramolekular (protein-protein) dan ikatan hidrogen antara
protein dengan pelarut (air). Sedangkan kriteria yang digunakan dalam penentuan
ikatan hidrogen adalah jarak dan sudut ikatan hidrogen. Oleh karena itu,

berkurangnya ikatan hidrogen selama simulasi menunjukkan perubahan struktur,
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terutama terjadinya perubahan jarak dan sudut atom-atom yang terlibat dalam
ikatan hidrogen.

4.1.5.1. Ikatan Hidrogen Intramolekular

Jumlah ikatan hidrogen intramolekular protein sepanjang waktu simulasi
ditunjukkan pada Gambar 4.%Grafik yang ditampilkan adalah grafik yang
diperhalus dengan menghitung rerata jumlah ikatan hidrogen tiap 30 time-step
simulasi. Dapat dilihat bahwa jumlah ikatan hidrogen berfluktuasi bahkan pada
suhu simulasi yang rendah (300 K). Fluktuasi tersebut menunjukkan dinamika
molekul protein yang terus bergerak. Ikatan hidrogen ditentukan dengan kriteria
jarak dan sudut. Dengan kriteria ini, atom-atom non-hidrogen pada j&a8& <
nm, sudut <3¢, dan memiliki muatan parsial berlawanan dianggap terlibat dalam
ikatan hidrogen (vab der Spoel et al., 2010; Kumar et al., 1999). Dengan kriteria
jarak dan sudut ikatan yang digunakan dalam penentuan ikatan hidrogen,
pergerakan konstan atom-atom molekul protein selama simulasi akan

menghasilkan total ikatan hidrogen yang fluktuatif.

lkatan hidrogen intramolekular

240

&'\}Mﬂw\,&vw/‘\/\”’ ol /v /oy ——— 30 per. Mov.
‘ Avg. (400)
190 \,v',,‘\ {,',,,P\m ”VV\V - W " ——— 30 per. Mov.
¥ ¥
165 Avg. (550)

30 per. Mov.

Avg. (350)

215 %

—— 30 per. Mov.

Avg. (500)
——— 30 per. Mov.

‘ ' Avg. (600)
—— 30 per. Mov.

140 Avg. (700)

Avg. (300)
——— 30 per. Mov.
W,
Vi Avg. (450)
30 per. Mov.
115

Jumlah ikatan hidrogen

0 2000 4000 6000 8000
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Gambar 4.7. Jumlahkatan hidrogen intramolekular selama simulasi suhu 300-
700 K.
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Jumlah ikatan hidrogen pada simulasi suhu 300, 350, dan 400 K tidak
berbeda secara signifikan. Selain itu, tidak ada penurunan jumlah ikatan hidrogen
intramolekular yang drastis sepanjang waktu simulasi (0-6000 ps). Simulasi pada
suhu 450 K juga tidak menunjukkan penurunan jumlah ikatan hidrogen yang
drastis selama simulasi, walaupun pada simulasi ini jumlah ikatan hidrogen mulai
menurun dibandingkan simulasi pada suhu yang lebih rendah. Berkurangnya
jumlah ikatan hidrogen secara signifikan mulai teramati pada suhu simulasi 500,
550, 600, dan 700 K. Jumlah ikatan hidrogen intramolekular menurun drastis pada

awal simulasi (0-2000 ps), dan kemudian cenderung stabil hingga akhir simulasi.

Penurunan jumlah ikatan hidrogen mencapai 50 % sepanjang simulasi
pada suhu 700 KTr@bel 4.1). Kenaikan temperatur simulasi juga menyebabkan
naiknya persentasi perbedaan nilai maksimum dan minimum sepanjang simulasi.
Jika dibandingkan antara jumlah ikatan hidrogen terbesar pada simulasi 300 K
dengan jumlah ikatan hidrogen terendah pada simulasi 700 K, ada pengurangan
jumlah ikatan hidrogen sebesar 60 %. Jumlah ikatan hidrogen intramolekular pada
rentang 2000 ps akhir simulasi kemudian digunakan sebagai sampel untuk
menentukan rerata jumlah ikatan hidrogen intramolekular struktur di akhir
simulasi. Rerata jumlah ikatan hidrogen intramolekular pada 2000 ps terakhir dari
masing-masing simulasi ditampilkan pada Gambar £©8&pat diamati bahwa
jumlah ikatan hidrogen intramolekular mengalami penurunan dengan

meningkatnya suhu simulasi.

Tabel 4.1. Persentase penurunan jumlah ikatan hidrogen intramolekular tiap
simulasi.

Suhu simulasi (K) pqpedaan nnm_lnakgnuwn dan
minimum pada simulasi (%)
300 18
350 19
400 20
450 25
500 25
550 32
600 47
700 51
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Rerata Ikatan hidrogen intramolekular
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Rerata jumlah ikatan hidrogen intramolekular ditentukan dengan mengambil sampel dari 2000 ps
akhir simulasi.

Gambar 4.8. Rerata jumlah ikatan hidrogen intramolekular pada tiap suhu
simulasi.

4.1.5.2. Ikatan Hidrogen Protein-Pelarut

Selain analisis ikatan hidrogen intramolekular, dilakukan juga analisis
ikatan hidrogen yang terjadi antara pelarut (molekul air) dan molekul protein.
Seperti dijelaskan sebelumnya, pada keadaan terdenatunfaidifg), protein
kehilangan sebagian atau keseluruhan struktur sekundernya yang disebabkan
hilangnya ikatan hidrogen intramolekular. Akan tetapi, jumlah atom-atom donor
dan akseptor yang sebelumnya terlibat dalam ikatan hidrogen intramolekular tidak
mengalami perubahan. Oleh sebab itu, interaksi atom-atom tersebut akan
mengalami perubahan dengan semakin banyak membentuk ikatan hidrogen
dengan molekul pelarut (air) (England dan Haran, 2011).

Gambar 4.9 menunjukkan jumlah ikatan hidrogen antara atom-atom pada
molekul protein dengan molekul pelarut (air) sepanjang simulasi. Pada simulasi
suhu 300-400 K, tidak terjadi perubahan jumlah ikatan hidrogen protein-pelarut
yang drastis. Bertambahnya ikatan hidrogen protein-pelarut secara signifikan
terlihat pada simulasi suhu 600-700 K, yaitu terdapat perbedaan sebesar 67 %
antara nilai maksimum dan nilai minimum pada simulasi 700d0él 4.2).

Untuk simulasi suhu 500-700 K, ada kecenderungan peningkatan jumlah ikatan
hidrogen protein-pelarut sepanjang waktu simulasi. Peningkatan ini menunjukkan

bahwa sepanjang simulasi, struktur sekunder mulai mengalami kerusakan akibat
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interaksi hidrogen intramolekular yang mulai berkurang sehingga
dikompensasikan dengan bertambahnya ikatan hidrogen protein-pelarut.

Ikatan hidrogen protein-pelarut
490 -
e 40 per. Mov.
470 - Avg. (300)
= 40 per. Mov.
| Avg. (350)
450 e 40 per. Mov.
Avg. (400)
g 430 - ——— 40 per. Mov.
& Ave. (450)
= =40 per. Mov.
g 410 - Avg. (500)
c =40 per. Mov.
S 390 Avg. (550)
'g 40 per. Mov.
Avg. (600)
f‘ 370 A ———40 per. Mov.
g ‘ Avg. (700)
= 350 -
330 T T T 1
0 2000 4000 6000 8000
waktu (ps)

Gambar 4.9 Jumlahlkatan hidrogen antara protein-pelarut selama simulasi suhu
300-700 K.

Tabel 4.2. Persentase penurunan jumlah ikatan hidrogen antara protein-pelarut

tiap simulasi.

suhu simulasi (K) | Pp Rl Smalasi ()
300 18
350 20
400 28
450 30
500 a7
550 a7
600 67
700 63
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Rerata Ikatan hidrogen protein-pelarut
470 -

450
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Rerata jumlah ikatan hidrogen antara protein-pelarut ditentukan dengan mengambil sampel dari
2000 ps akhir simulasi.

Gambar 4.10. Rerata jumlah ikatan hidrogen antara protein-pelarut pada tiap
suhu simulasi.

Rerata jumlah ikatan hidrogen antara protein dengan pelarut pada rentang
2000 psakhir simulasi ditampilkan padaambar 4.10. lkatan hidrogen antara
protein dengan pelarut tidak menunjukkan tren penurunan atau kenaikan yang
konstan. Jumlah ikatan hidrogen protein dengan pelarut pada simulasi 350-450 K
terus mengalami penurunan jika dibandingkan dengan jumlah pada simulasi 300
K. Jumlah ikatan hidrogen protein-pelarut kemudian mulai meningkat kembali
pada simulasi suhu 500-600 K. Pada suhu simulasi 700 K terjadi sedikit
penurunan rerata ikatan hidrogen pada 2000 ps akhir simulasi dibanding suhu
simulasi 600 K, walaupun konformasi akhir simulasi 700 K memiliki jumlah

ikatan hidrogen protein-pelarut yang lebih tinggi dibanding simulasi 600K.

Andisis ikatan hidrogen yang dilakukan memberi gambaran terjadinya
perubahan struktur pada protein, terutama struktur sekundernya. Untuk simulasi
pada suhu tinggi, jumlah ikatan hidrogen intramolekular protein mengalami
penurunan dibanding jumlah pada awal simulasi. Hilangnya sebagian ikatan
hidrogen intramolekular pada simulasi yang dilakukan menunjukkan
hilang/rusaknya sebagian struktur sekunder protein. Karena ikatan hidrogen akan
tergantung pada jarak antara atom donor dan akseptor, hilangnya ikatan hidrogen
intramolekular menunjukkan terjadinya ekspansi molekul protein sebagai salah
satu tahap dalam prosesfolding protein (Day et al., 2002; Li dan Dagget, 1994).
Kompensasi dari hilangnya ikatan hidrogen intramolekular adalah terbentuknya

ikatan hidrogen antara protein dengan pelarut. Ini juga ditunjukkan dari hasil
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analisis simulasi, di mana terjadi peningkatan jumlah ikatan hidrogen protein-
pdarut pada simulasi suhu tinggi. Terbentuknya ikatan hidrogen protein-pelarut
adalah proses untuk menjaga kesetimbangan jumlah ikatan hidrogen dan juga
berperan dalam menstabilkan protein dalam keadaan unfolded (Paschek et al.,
2011).

4.1.6. Analisis Struktur Sekunder

Dalam suatu protein, struktur sekunder adalah struktur lokal yang dibentuk
oleh tulang punggung protein. Struktur sekunder sepdwliés, (-sheet, dan
turn menyatakan pola teratur sudut dihedral dan ikatan hidrogen yang terbentuk
antara atom-atom pada tulang punggung protein, terutama antara atom-atom pada
ikatan peptida. Struktur sekunder lain seperti randomatiu disebut juga loop
tidak mensyaratkan adanya keteraturan ikatan hidrogen dan sudut dihedral antar
atom-atom yang berikatan peptida (Fetrow et al., 1995). Analisis terhadap
perubahan struktur sekunder dapat dilakukan untuk mengamati proses unfolding
protein, terutama hilang/rusaknya struktur heliks dan ieety et al., 2002; Li et
al,, 1994; Yan et al., 2010). Analisis struktur sekunder juga dapat melengkapi
pemahaman akan perubahan struktur selama simulasi yang sebelumnya dilakukan

lewat analisis Rg, SASA, dan ikatan hidrogen.

Analisis struktur sekunder dilakukan dengan menggunakan algoritma
STRIDE yang mengelompokan penentuan struktur sekunder mesjatiks,
sheet, fbridge, 3-heliks, 5-heliks (heliks pendek)ydrogen bond turn (turn), dan
coil (random coil). Analisis dilakukan terhadap struktur akhir dari proses simulasi
pada masing-masing suhu (300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, dan 700). Hasil
analisis struktur sekunder dan konformasi akhir simulasi ditunjukkan pada
Lampiran 1-3. Lampiran 2, menunjukkan perubahan yang terjadi pada suhu
simulasi yang lebih tinggi, yaitu hilangnya struktur sekunder sepésliks dan
[B-sheet. Penentuan struktur sekunder 1TCA yang didapat dari PDB dengan
menggunakan algoritma STRIDE menghasilkan struktur sekunder yang cocok
dengan struktur sekunder dari kristalografi, yaitu heliks-1 sampai -10 sert&l sheet
sampai -9 Gambar 2.2) (Uppenberg et al., 1994). Untuk penentuan struktur
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sekunder dari konformasi akhir simulasi suhu 300 K terdapat dua daerah heliks
yang tidak teramati, yaitu heliks-6 (residu 152-156) dan heliks-8 (212-216).
Struktur heliks-6 teramati kembali pada konformasi akhir simulasi suhu 350 K,

sedangkan heliks-8 tidak teramati pada semua suhu simulasi.

Simulasi menunjukkan dinamika yang terjadi pada protein, yaitu selama
simulasi terjadi perubahan pada struktur sekunder seperti beberapa residu yang
berpindah-pindah dari satu bentuk struktur sekunder ke bentuk lainnya. Sebagian
struktur sekunder dari protein natidgertahankan pada simulasi di suhu yang
lebih rendah (300-400 K). Hal ini sesuai dengan analisis ikatan hdirogen
intramolekular yang tidak menunjukkan penurunan signifikan pada simulasi suhu
300-400 K. Terdapat beberapa pergeseran struktur sekunder yang terutama
teramati pada C- atau N- terminal susgtieet atau heliks. Pada bagian terminal ini,
beberapa residu mengalami pergerakan dinamis di mana dalam beberapa frame
simulasi, residu terlibat dalam stuktur shegau heliks, sedangkan di beberapa
frame lainnya menjadi tidak terlibat dalam struktur sekunder. Pergerakan residu
yang dinamis seperti ini juga menyebabkan terpecahnya heliks menjadi heliks
yang lebih pendel.@mpiran 2). Struktur sekunder yang lebih dahulu
mengalami kerusakan adalah heliks-2 (44-57) pada konformasi akhir simulasi 450
K, di mana residu 44-51 sudah tidak terlibat dalam struktur heliks lagi. Kemudian
pada konformasi akhir simulasi 500 K, terjadi kerusakan total pada heliks-5 (142-
146). Pada suhu ini terjadi kerusakan sebagian pada heliks-8 (212-216) dan
heliks-9 (226-242). Pada konformasi akhir simulasi 550 K, terjadi kerusakan total
dari heliks-1 (13-18). Sedangkan kerusakan sebagian terjadi pada heliks-6 (152-
156) heliks-10 (268-287), serta she#t(309-310) dan -9 (313-315). Pada
konformasi akhir simulasi 600 K, sebagian besar struktur sekunder sudah
mengalami kerusakan, kecuali pada si2¢B83-37), heliks-3 (76-93), shed (99-

104), dan sheets (125-131). Kerusakan mulai teramati pada pertengahan waktu
simulasi Lampiran 2). Seluruh struktur sekunder sudah hilang pada simulasi
700K, kecuali sebagian dari struktur heliks-3, yaitu residu 78-83 yang masih
memiliki karakter eheliks.
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4.1.7. Analisis RMSF

Perancangan mutasi dengan menambahkan ikatan disulfida pada CALB
dilakukan dengan mempertimbangkan daerah-daerah protein yang fleksibel.
Daerah fleksibel pada protein seringkali berperan dalam proses awal unfolding,
ikatan disulfida yang ditambahkan untuk “mengikat” daerah fleksibel tersebut
akan mengurangi pergerakannya dan memberi tambahan rigiditas pada daerah
yang diinginkan serta memperlambat tahap transisi ke keadaan unfolded
(Pikkemaat et al., 2002; Han et al., 2009; Jeong et al., 2007; Liu et al., 2003).
Simulasi dinamika molekular dapat digunakan untuk mempelajari daerah fleksibel
pada suatu portein. Analisis RMSD terhadap trajektori simulasi dapat
menunjukkan perubahan yang terjadi pada molekul secara global, sedangkan
analisis RMSF secara khusus menggambarkan pergerakan lokal yang terjadi
selama simulasi. Analisis RMSF yang dilakukan adalah analisis pergerakan atom-
atom Ce pada suatu residu. Secara khusus, analisis teripadgrakan atom G-
mewakili pergerakan rata-rata dari suatu residu protein selama simulasi. Nilai
RMSF juga berhubungan dengan fleksibilitas, yaitu nilai RMSF yang tinggi
menunjukkan daerah dengan fleksibilitas yang tinggi (Benson dan Dagget, 2008).

Analisis RMSF terhadap simulasi pada berbagai suhu menunjukkan
peningkatan nilai RMSF di suhu simulasi yang lebih tin@grabar 4.11). Nilai
RMSF masing-masing simulasi ditentukan dengan mengambil sampel 2000 ps
terakhir dari simulasi. Selain itu, terdapat pola nilai RMSF dan fleksibilitas yang
sama antara simulasi pada suhu yang berbeda, terutama pada suhu 300-500K.
Sedangkan simulasi suhu 550-700 K memiliki nilai RMSF yang jauh lebih tinggi
dibanding simulasi lainnya dan juga memiliki pola yang sudah berbeda. Analisis
struktur sekundetiL@mpiran 2) juga menunjukkan bahwa sebagian besar struktur
sekunder sudah mulai rusak pada simulasi suhu 550-700 K. Hilangnya struktur
sekunder menjadi random coyang lebih fleksibel menyebabkan fluktuasi yang
lebih besar pada pergerakan molekul, dan menghasilkan nilai RMSF yang lebih

besar.
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Nilai RMSF masing-masing simulasi ditentukan dengan mengambil sampel 2000 ps terakhir
simulasi.

Gambar 4.11. Analisis RMSF simulasi suhu 300-700 K.

Penentuan daerah fleksibel untuk seleksi daerah mutasi dilakukan dengan
mengamati nilai RMSF simulasi 300-400 &gmbar 4.12). Pemilihan ini
dilakukan karena simulasi pada suhu tersebut masih memiliki daerah dengan nilai
RMSF rendah yaitu < 0.05 nm (Benson dan Dagget, 2008), untuk meminimalisasi
pengamatan fleksibilitas yang terjadi akibat kerusakan struktur yang terlalu besar.
Penyisihan simulasi dengan nilai RMSF yang tinggi dilakukan agar struktur yang
diamati masih cukup banyak memiliki karakter struktur native

Pengamatan terhadap nilai RMSF menunjukkan ada sembilan daerah yang
memiliki fleksibilitas tinggi, yaitu sebagai berikut: residu 1-30, 43-62, 91-97, 140-
153, 168-173, 184-203, 210-225, 238-297, dan 304-317. Residu-residu yang
terlibat dalam fisheet pada interior proteinstieet 2-7) tidak terdapat pada daerah-
daerah fleksibel tersebut, yang menunjukkan kestabilan daerah-daerah ini. Residu
1-30 adalah daerah N-terminal dari protein yang terdiri dari heliks-1 danlsheet
Pada daerah 1-30 ini, shett(residu 20-22) memiliki nilai RMSF yang cenderung
lebih kecil akibat interaksinya dengdmeet-2. Sebagian besar residu 55-62, 91-97,
168-173, serta 184-203 memiliki struktur coil dengan fleksibilitas tinggi yang
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menghubungkan dua struktur sekunder seperti heliks dan Beetah 140-153

terdiri dari heliks-5 (142-146) dan heliks-6 (152-156) yang menyusun kantung
pengikatan substrabifiding pocket) dari CALB yang berada di sekitar sisi aktif
enzim. Tingginya nilai RMSF pada daerah ini dapat dihubungkan dengan
keragaman substrat CALB, sehingga daerah pengikatan substrat enzim ini cukup
fleksibel untuk mengakomodasi substrat yang masuk (Trodler dan Pleiss, 2008;
Uppenberg et al., 1994; Uppenberg et al., 1995). Begitu pula nilai RMSF yang
tinggi pada daerah 210-225 dan 238-297, akibat sebagian besar daerah ini berada
dalam bentuk coilSelain itu, heliks-10 (268-287) juga berperan dalam
membentuk kantung pengikat substrat CALB. Sedangkan daerah 304-317
merupakan daerah C-terminal CALB yang memiliki fleksibilitas tinggi bahkan

pada suhu simulasi yang rendah.
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Nilai RMSF masing-masing simulasi ditentukan dengan mengambil sampel 2000 ps terakhir
simulasi.

Gambar 4.12. Analisis RMSF simulasi suhu 300-400 K.
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4.2. Prediksi Mutasi

Perangkat lunak yang digunakan untuk prediksi mutasi sepasang residu
menjadi sistein adalah “Disulfide by Deslffi (Dombkowski, 2003). Algoritma
yang digunakan perangkat lunak ini melakukan perhitungan terhadap tiap
pasangan residu yang ada pada igputktur PDB dengan asumsi tiap pasang
residu dimutasi menjadi sistein. Residu yang mungkin dimutasi menjadi sistein
ditentukan dengan ada tidaknya karakteristik ikatan disulfida pada pasangan
residu yang dimutasi. Karakteristik ikatan disulfida yang digunakan sebagai acuan
adalah jarak ikatan £S, dan S-S, masing-masing 1,81 dan 2,04 A serta sudut
ikatan G-S~S, 104.15. Keluaran dari perangkat lunak ini adalah dua belas
pasangan residu yang dapat dimutasi menjadi sistelbd] 4.3). Perangkat lunak
ini juga menampilkan 3 pasang residu sistein yang sudah terlibat dalam ikatan
disulfida pada CALB sebagai keluardrafnpiran 4), yang menunjukkan
validitas perangkat lunak ini dalam memprediksi ikatan disulfida.

Tabel 4.3. Prediksi pasangan residu keluaran perangkat lunak “Disulfide by
Design™”

Residu 1 Residu 2
42  Thr 46 GIn
43  Thr 67 Ser
50  Ser 274 Ala
73 _ Leu 151 Ala

155 Trp 294 Glu
156 Gin 163 Leu
167 Leu 172 Gly
183 Tyr 202 Ser
208  Lys 247 GIn
234  Tyr 263 Ala
239  Ser 252 Asp
266 Leu 270 GIn

Hasil keluaran perangkat lunak “Disulfide by Desl§hadalah sepasang residu yang apabila
dimutasi menjadi sistein dapat membentuk ikatan disulfida. Perangkat lunak juga memprediksi
ikatan disulfida yang sudah ada pada enzild type (tidak ditampilkan di Tabel).
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4.3. Pemilihan Mutan

Pemilihan mutan dilakukan dengan pertimbangan hasil analisis
fleksibilitas (RMSF). Sembilan daerah fleksibel dari hasil analisis RMSF
merupakan target potensial untuk ditambahkan ikatan disulfida dengan melakukan
mutasi sepasang residu menjadi sistein. Dari hasil keluaran program “Disulfide by
Design™”, ada sebelas target mutasi yang terdapat pada daerah fleksibel (
4.4). Beberapa residu yang terlibat dalam pembentukan struktur heliks atau sheet
tidak dipilih sebagai target mutasi karena alasan st€ake] 4.4). Penambahan
ikatan disulfida dengan melakukan mutasi residu yang berada pada struktur heliks
atau sheetakan memberi dampak negatif karena adanya tegangan sterik yang
tinggi pada struktur tersebut (Pikkemaat et al., 2002). Pengecualian dilakukan
terhadap residu 43 dan 155 yang berada pada bagian terminal heliks-2 dan heliks-
6, yang selama simulasi menunjukkan perubahan dengan seringkali tidak terlibat
dalam struktur heliks, bahkan pada simulasi 30Qa&{piran 2). Selain itu, dari
hasil keluaran perangkat lunak “Disulfide by Desijntidak ada target mutasi
yang terletak pada daerah katalitik, oxyanion holeupun kantung pengikatan

substrat.

Tabel 4.4. Pasangan mutasi keluaran perangkat lunak “Disulfide by D¥sign
yang terletak pada daerah fleksibel berdasarkan analisis RMSF

Residu 1 Residu 2 Keterangan
42 Thr 46 GIn residu 42 dan 46 berada pada heliks-2
43  Thr 67 Ser Mutan-3
residu 50 berada pada heliks-2 dan 274
50 Ser 274  Ala | pada heliks-10
73 Leu 151  Ala Mutan-1
155  Trp 294  Glu Mutan-2
167 Leu 172 Gly |residu 167 berada pada heliks-7
183  Tyr 202  Ser |residu 183 berada pada shét
208 Lys 247  GIn | residu 208 berada pada shégt
234 Tyr 263 Ala | residu 234 berada pada heliks-9
239  Ser 252  Asp | residu 239 berada pada heliks-9
266 Leu 270  GIn | residu 270 berada pada heliks-10
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Setelah dilakukan seleksi dengan kriteria yang disebutkan di atas,
didapatkan tiga pasang residu sebagai target mutasi menjadi sistein. Ketiga pasang
residu ini kemudian akan dimutasi menjadi sistein untuk membentuk ikatan
disulfida Gambar 4.13. Perangkat lunak “Disulfide by Desigfi digunakan
untuk membuat struktur enzim mutan dengan ikatan disulfida baru hasil mutasi.
Tiga target mutan yang dihasilkan adalah Mutan-1 (Leu73Cys/Alal51Cys),

Mutan 2 (Trp155Cys/Glu294Cys), dan Mutan 3 (Thr43Cys/Ser67Cys).

I3 | [ %
73 Leu | 151 Ala| Mutasi | 73 Cys | 151 Cys
B o _
/155 Trp 294 Glu |:> | 155 Cys| 294 Cys
i l 3 = o
L43 Thr | 67 Ser | ' 43 Cys| 67 Cys

Gambar 4.13. Target mutasi pada enzim wild typan mutan-mutan
yang dihasilkan

4.4. Simulasi Dinamika Molekul Enzim Mutan

Untuk menguji perubahan kestabilan enzim mutan, dilakukan simulasi
dinamika molekul enzim mutan. Parameter-parameter seperti RMSD, SASA, dan
jari-jari girasi (Rg) enzim mutan kemudian dibandingkan dengan parameter-
parameter enzim sebelum mutaaild type). Simulasi enzim mutan dilakukan
pada suhu simulasi 450 dan 550 K. Dua suhu simulasi ini dipilih karena suhu 450
K merupakan suhu di mana perubahan struktur enzim wilcdypei teramati,
sedangkan suhu 550 K merupakan suhu ketika sebagian besar struktur sekunder
enzim wild type mulai teramati. Peningkatan termostabilitas enzim mutan
terhadap enzim wild typdinyatakan dengan kestabilan struktur yang lebih baik

pada simulasi kedua suhu tersebut.
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4.4.1. Mutan-1

Mutasi yang dilakukan pada Mutan-1 (Leu73Cys/Alal51Cys) adalah
mengubah leusin pada residu 73 (Leu73) dan alanin pada residu 151 (Alal51)
menjadi sisteinl{ampiran 5). Pada Lampiran 5dapat dilihat bahwa ikatan
disulfida baru yang ditambahkan pada Mutan-1 tidak mengganggu residu-residu
penting yang berperan dalam aktivitas CALB (residu-residu pada sisi aktif,
binding pocket, dan oxyanion hol@. Residu 73 berada pada daerah dengan struktur
coil yang terletak sebelum heliks-3 (76-93), sedangkan residu 151 berada pada
daerah dengan struktooil yang terletak sebelum heliks-6 (152-156). Setelah
mutasi dilakukan, jembatan disulfida yang terbentuk membentuk ikat silang antara
kedua heliks tersebut pada daerah terminalnya tanpa mengganggu struktur heliks.
Kantung pengikat substrat juga masih teramati dan tidak mengalami perubahan
baik pada Mutan-1, Mutan 2, maupun Mutah.8nipiran 6). Pengamatan pada
kantung pengikat substrat penting untuk dilakukan karena mutasi yang dilakukan

jangan sampai merusak struktur sisi aktif (Korkegian et al., 2005).

Analisis RMSD Mutan-1 dan CALB wild typeada suhu 450 dan 550 K
menunjukkan bahwa Mutan-1 lebih stabil pada kedua suhu simulasi tersebut
(Gambar 4.14). Pada simulasi 450 K, Mutan-1 lebih cepat mencapai kestabilan.
Sejak waktu simulasi 1000 ps hingga akhir simulasi, nilai RMSD Mutan-1
cenderung stabil dan linear, sedangkan nilai RMSD CALB wild e
menunjukkan linearitas pada waktu simulasi 3000 ps. Selain itu, nilai RMSD
konformasi akhir Mutan-1 juga lebih kecil dibandingkan wild typéu sekitar
0,1 dan 0,2 untuk Mutan-1 dan wild typeada suhu 550 K struktur akhir Mutan-1
juga memiliki nilai RMSD yang lebih kecil dibanding wild tymtan juga

cenderung lebih stabil.
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Gambar 4.14. Nilai RMSD Mutan-1 dan wild tygeada simulasi 450 dan 550 K

Nilai RMSD tiap-tiap mutan tidak ditentukan dengan membandingkan
struktur selama simulasi dengan struktur CALB wild typelainkan struktur
masing-masing mutan pada awal simulasi (t = 0 ps). Walaupun tidak
dibandingkan secara langsung, namun analisis RMSD mutan masih bisa
digunakan untuk menggambarkan kestabilan mutan selama waktu simulasi
dibandingkan struktur awalnya. Tercapainya linearitas nilai RMSD Mutan-1 pada
waktu simulasi yang lebih awal dibandingkan CALB wild typenunjukkan
bahwa Mutan-1 lebih stabil dapat mempertahankan strukturnya awalnya lebih

lama dalam simulasi.

Nilai SASA dapat digunakan untuk menganalisis kestabilan struktur
protein selama simulasi. Meningkatnya nilai SASA secara cepat akan terjadi
ketika pusat hidrofobik dari molekul protein mulai rusetlgpse) akibat
hilangnya interaksi penstabil, dan molekul pelarut mulai dapat memasuki bagian
dalam (nterior) protein (Day et al., 2002; Yan et al., 2010). Dengan demikian,
nilai SASA yang lebih linear atau lebih lambat mengalami kenaikan selama

simulasi menunjukkan kestabilan struktur protein.
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Beberapa penelitian juga menggunakan nilai Rg sebagai ukuran kestabilan
protein yang dikaitkan dengan proses unfolding protein (Zhao et al., 2009; Day et
al., 2002; Li dan Dagget, 1994; Paschek et al., 2011). Naiknya nilai Rg ketika
terjadi proses unfolding dapat dikaitkan pula dengan berkurangnya ikatan
hidrogen intramolekular yang menjaga kekompakan struktur protein (Zhao et al.,
2009). Lompatan nilai Rg menunjukkan mulai terjadi kerusakan pada struktur
protein karena hilangnya interaksi-interaksi penstabil. Oleh karenanya, sama
seperti analisis SASA, nilai Rg yang lebih linear atau lebih lambat mengalami
kenaikan selama simulasi menunjukkan kestabilan struktur protein. Simulasi suhu
tinggi dilakukan untuk mempercepat pengamatan perubahan nilai SASA dan Rg

tersebut.

n SASA 450 K ’ ™ SASA 550 K
“ 165
145 -
«“E‘ &
£ E 155
140 5
& S 150
& b4 .
145
135
' 140
¥
130 l 5
| mutan-1 ——wild type 130 tarkd it
125 Vg - : L~ Sl wild type
0 200 4000 6000 0 2000 4000 6000
wa?(tu (ps) | waktu (ps)

Gambar 4.15. SASA Mutan-1 dan wild type pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan
550 K (kanan).

Analisis SASA pada suhu simulasi 450 dan 500 K menunjukkan bahwa
pada kedua simulasi, nilai SASA konformasi akhir tidak berbeda {aaimipar
4.15). Akan tetapi pada simulasi 550 K, nilai SASA wild tigi@h cepat
mengalami loncatan peningkatan yaitu pada sekitar 2000 ps. Kenaikan nilai SASA
Mutan-1 baru terjadi secara signifikan pada waktu 5000 ps. Hal ini juga
menunjukkan kekompakangmpactness) struktur Mutan-1 yang dapat lebih

dipertahankan. Hal yang sama teramati pada analisis jari-jari girasiGRigo@r
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4.16). Nilai Rg CALB wild typepada simulasi 550 K juga lebih cepat mengalami
peningkatan, yaitu dimulai pada 2000 ps. Sedangkan nilai Rg Mutan-1 pada
simulasi 550 K baru mengalami peningkatan pada 5000 ps. Pada simulasi 550 K,
nilai Rg konformasi akhir Mutan-1 juga lebih kecil dibandingkan nilaiid

type. Analisis Rg juga mengkonfirmasi kesimpulan yang didapat lewat analisis
SASA, yaitu Mutan-1 lebih dapat mempertahankan kekompakan strukturnya.

1.86 Rg 450 K 1:96 Rg 550 K
1.94
1.85
1.92
1.84
. 1.9
£ -
£ 183 £ 188
o g
1.82 E 5
1.84
1.81 Ji I
1‘ 1.82
1.8 1.8
L7 L - Mutant-1 ——wild type 175 ai n?utan-l , R [ype
§ 2000 4500 . 0 2000 4000 6000
waktu (ps) waktu (ps)

Gambar 4.16.Jari-jari girasi (Rg) Mutan-1 dan wild type pada simulasi suhu 450
K (kiri) dan 550 K (kanan).

Analisis struktur sekunder dilakukan untuk mendapatkan pengamatan
yang lebih baik terhadap pengaruh mutasi yang dilakukan. Perubahan struktur
sekunder tiap mutan diamati pada simulasi suhu 550 K dan dibandingkan dengan
perubahan struktur sekunder wild typeda simulasi suhu 550 Kgmpiran 7).

Ikatan disulfida yang ditambahkan pada Mutan-1 mengikat daerah dekat heliks-3
dengan daerah dekat heliks-6. Pengamatan yang dilakukan pada daerah heliks-3
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan struktur yang signifikan antara Mutan-1
dengan wild type. Sedangkan daerah heliks-6 pada Mutan-1 teramati lebih
fleksibel dimana pada beberapa frasnmulasi struktur heliks-6 terpecah menjadi
heliks yang lebih pendek, tetapi pada frame lainnya struktur heliks-6 teramati
kembali.
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Gambar 4.17. Jumlah ikatan hidrogen intramolekular Mutan-1 dan wild type
pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan 550 K (kanan)

Secara keseluruhan, tidak ada kerusakan permanen struktur heliks-6 pada
Mutan-1. Kondisi heliks-6 pada Mutan-1 yang lebih fleksibel dibanding wild type
mungkin membantu protein menjaga kestabilannya terhadap perubahan suhu.
Selain itu kedua daerah yang dihubungkan oleh ikatan disulfida baru pada Mutan-
1 adalah daeratoil yang fleksibel. Pengikatan silang daerah fleksibel seperti ini
dapat meningkatkan kestabilan dengan mengurangi entropi struktur (Li et al.,
1998). Analisis ikatan hidrogen intramolekular antara Mutan-1 dan wilditjqe
menunjukkan perbedaan jumlah yang signifikan, baik pada simulasi suhu 450 K
dan 550 K Gambar 4.17). Ini menunjukkan bahwa stabilisasi ikatan disulfida
pada Mutan-1 bukan merupakan stabilisasi struktur sekunder baik heliks maupun
sheet. Kemungkinan kestabilan tambahan pada Mutan-1 berasal dari
berkurangnya pergerakan daerah fleksibel yang tidak termasuk dalam struktur
sekunder tertentu. Hal ini ditunjukkan dari nilai RMSD, SASA, dan Rg Mutan-1
yang cenderung lebih rendah dibandingkan wild.tifmsil-hasil pengamatan ini
menunjukkan bahwa ikatan disulfida yang ditambahkan pada Mutan-1 berhasil
mengikat daerah fleksibel pada CALB, sehingga berdampak pada meningkatnya
rigiditas struktur dan memperlambat proses denaturasi terhadap suhu.
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4.4.2. Mutan-2

Mutasi yang dilakukan pada Mutan-2 (Trpl155Cys/Glu294Cys) adalah
mengubah triptofan pada residu 155 (Trp155) dan glutamat pada residu 294
(Glu294) menjadi sisteirLampiran 5). Ikatan disulfida baru pada Mutan-2
berdekatan dengan salah satu residu pada kantung pengikat substrat, yaitu residu
154 sehingga mungkin akan mempengaruhi fleksibilitas kantung pengikat substrat
(Lampiran 5). Hal ini mungkin akan mempengaruhi spesifisitas substrat nantinya
dan perlu diuji lebih lanjut secara wet lab. Selain itu, ikatan disulfida ini tidak
berdekatan dengan sisi aktif dan oxyanion haehingga besar kemungkinan
aktivitas katalitik enzim tidak terganggu. Residu 155 berada pada daerah terminal
heliks-6 (152-156), akan tetapi simulasi suhu 300 K menunjukkan bahwa residu
ini cukup fleksibel dan mengalami perubahan fluktuatif menjadi tidak terlibat
pada struktur heliks. Residu 294 berada pada daerah dengan strukyangoil
terletak sebelum shedd (309-310). Yang menarik adalah ikatan disulfida yang
terbentuk terletak berdekatan dengan ikatan disulfida yang sudah ada pada CALB
wild type yaitu antara residu 293-311. lkatan disulfida pada 293-311 dapat
dianggap mengikat struktur sheBtdengan sheeb.

Analisis RMSD Mutan-2 dan CALB wild typeada simulasi suhu 450
menunjukkan bahwa Mutan-2 lebih stabil pada suhu simulasi ter€adnunio@r
4.18). Nilai RMSD Mutan-2 pada simulasi 450 K tetap stabil selama waktu
simulasi, sedangkan wild tymeengalami peningkatan nilai RMSD dimulai pada
3000 ps. Akan tetapi pada simulasi suhu 550 K nilai RMSD Mutan-2 dan wild
type tidak jauh berbeda dan nilai RMSD konformasi akhir keduanya tidak berbeda
secara signifikan. Pengamatan ini menunjukkan bahwa Mutan-2 tidak sestabil

Mutan-1 dalam mempertahankan strukturnya.
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Gambar 4.18. Nilai RMSD Mutan-2 dan wild tygeada simulasi 450 dan 550 K

Analisis lebih lanjut terhadap nilai SASA pada suhu simulasi 450 dan 500
K menunjukkan bahwa pada kedua simulasi, nilai SASA konformasi akhir tidak
berbeda jauhGambar 4.19). Pada simulasi 550 K, baik Mutan-2 maupun wild
type mengalami kenaikan nilai SASA yang serupa. Tidak seperti Mutan-1 yang
sempat mengalami kestabilan nilai SASA, nilai SASA Mutan-2 terus mengalami
kenaikan sejak awal simulasi walaupun dengan peningkatan yang tidak setajam
wild type. Fenomena yang serupa juga teramati pada analisis jari-jari girasi (Rg)
(Gambar 4.20. Nilai Rg Mutan-2 tidak berbeda jauh dengan nilai Rg wild type
pada simulasi suhu 450 dan 550 K. Mutan-2 memiliki nilai Rg yang linear hingga
4000 ps, kemudian terjadi lonjakan nilai Rg sehingga konformasi akhir memiliki
nilai Rg yang tidak jauh berbeda dengan wild typealisis RMSD, SASA, dan
Rg pada Mutan-2 menunjukkan bahwa kestabilan Mutan-2 tidak sebaik Mutan-1

terutama pada simulasi suhu 550 K.
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Gambar 4.19.SASA Mutan-2 dan wild type pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan
550 K (kanan).
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Gambar 4.20.Jari-jari girasi (Rg) Mutan-2 dan wild type pada simulasi suhu 450
K (kiri) dan 550 K (kanan).

Ikatan disulfida yang ditambahkan pada Mutan-2 mengikat daerah
terminal heliks-6 dengan daeradil antara heliks-10 dengan shegt.
Pengamatan yang dilakukan pada daerah heliks-6 menunjukkan bahwa pada
Mutan-2, mulai mengalami kerusakan pada waktu simulasi yang lebih cepat
dibanding wild type Faktor inilah yang kemungkinan menyebabkan Mutan-2
tidak terlalu stabil dibandingkan Mutan-1. Shé&idan sheet9 pada wild type
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dihubungkan oleh ikatan disulfida pada residu 293 dan 311. Pada Mutan-2, ikat
silang dua sheet ini ditambah lagi dengan ikatan disulfida pada residu 155-294.
Ikatan disulfida tambahan ini nampaknya bersifat destabilisasi pada struktur. Ini
terlihat dari pengamatan struktur sekunder dimana pada Mutan-2 kerusakan pada
sheet-8 dan sheet9 teramati pada waktu yang lebih cepat dibanding wild type
Sama seperti pada Mutan-1, analisis ikatan hidrogen intramolekular Mutan-2 juga
tidak menunjukkan perbedaan dengan wild fypda kedua suhu simulasi

(Gambar 4.21).
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Gambar 4.21 Jumlah ikatan hidrogen intramolekular Mutan-2 dan wild type
pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan 550 K (kanan)

4.4.3. Mutan-3

Mutasi yang dilakukan pada Mutan-3 (Thr43Cys/Ser67Cys) adalah
mengubah treonin pada residu 43 (Thr43) dan serin pada residu 67 (Ser294)
menjadi sisteinl(@mpiran 5). Residu 43 berada pada daerah terminal heliks-2
(44-57), akan tetapi simulasi suhu 300 K menunjukkan bahwa residu ini cukup
fleksibel dan dapat mengalami perubahan fluktuatif menjadi tidak terlibat pada
struktur heliks. Residu 67 berada pada daerah dengan struktyargiterletak
setelah shee2 (62-66). Sama seperti pada Mutan-2, ikatan disulfida baru pada

Mutan-3 juga berdekatan dengan salah satu residu pada kantung pengikat substrat,
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yaitu residu 42 sehingga mungkin akan mempengaruhi fleksibilitas kantung

pengikat substratl@mpiran 5). Akan tetapi, ikatan disulfida baru ini tidak

berdekatan dengan sisi aktif dan oxyanion h@ehingga besar kemungkinan

aktivitas katalitik enzim tidak terganggu.
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Gambar 4.22. Nilai RMSD Mutan-3 dan wild tygeada simulasi 450 dan 550 K

Analisis RMSD Mutan-3 dan CALB wild typeada simulasi suhu 450

menunjukkan bahwa Mutan-3 lebih stabil pada suhu simulasi ter<&dnunto@r

4.22). Nilai RMSD Mutan-3 pada simulasi 450 K tetap stabil hingga 5000 ps dan

kemudian naik hingga akhir simulasi. Walaupun cenderung lebih stabil dan
kenaikan nilai RMSD Mutan-3 tidak secepat kenaikan wild,tgpgai RMSD

konformasi akhir kedua protein tersebut tidak berbeda jauh. Pada simulasi suhu

550 K terlihat bahwa nilai RMSD Mutan-3 dan wild typengalami peningkatan

dengan pola yang serupa. Mutan-3 bahkan memiliki nilai RMSD yang lebih tinggi

dibanding wild typedimulai dari 4500 ps hingga akhir simulasi. Pengamatan ini

menunjukkan bahwa di antara ketiga mutan, Mutan-3 memiliki kestabilan yang
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terendah. Dengan nilai RMSD yang lebih tinggi dibanding wild pgoa 1000 ps
terakhir simulasi 550 K, dapat disimpulkan bahwa mutasi yang dilakukan pada
Mutan-3 memberi dampak destabilisadgs{abilized) sehingga menyebabkan

perubahan struktur yang makin besar menurut nilai RMSD.

Analisis lebih lanjut terhadap nilai SASA pada suhu simulasi 450 dan 550
K menunjukkan bahwa pada kedua simulasi, nilai SASA konformasi akhir tidak
berbeda jauhGambar 4.23). Pada simulasi 550 K, baik Mutan-3 maupun wild
type mengalami kenaikan nilai SASA yang serupa. Sama seperti Mutan-2, nilai
SASA Mutan-3 juga terus mengalami kenaikan sejak sejak awal simulasi.
Fenomena yang serupa juga teramati pada analisis jari-jari girasiGRupar
4.24). Nilai Rg Mutan-3 tidak berbeda jauh dengan nilai Rg wildpgua
simulasi suhu 450 dan 550 K. Kenaikan nilai Rg Mutan-3 selama simulasi suhu
550 K terjadi pada tingkatan yang sama seperti kenaikan nilai Rg wild type
Mutan-3 terus mengalami peningkatan nilai Rg dari dimulainya simulasi hingga
akhir simulasi, dan sempat terjadi lonjakan nilai Rg di sekitar 3000 ps sehingga
nilainya lebih tinggi darwild type. Pada konformasi akhir, baik Mutan-3 maupun
wild type memiliki nilai Rg yang tidak jauh berbeda. Analisis SASA, dan Rg pada
Mutan-3 mendukung hasil pengamatan terhadap nilai RMSD yang menunjukkan
bahwa di antara ketiga mutan, Mutan-3 memiliki kestabilan termal yang terendah.
Pengamatan yang dilakukan pada Mutan-3, terutama pada simulasi suhu 550 K
menunjukkan bahwa mutasi yang dilakukan pada Mutan-3 tidak memperbaiki

kemampuan enzim untuk mempertahankan kestabilan struktur selama simulasi.
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Gambar 4.23. SASA Mutan-3 dan wild type pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan
550 K (kanan).
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Gambar 4.24 Jari-jari girasi (Rg) Mutan-3 dan wild type pada simulasi suhu 450
K (kiri) dan 550 K (kanan).

Ikatan disulfida yang ditambahkan pada Mutan-3 mengikat daerah
sebelum heliks-2 dengan daerah sebelum heliks-3. Pengamatan yang dilakukan
pada daerah heliks-3 menunjukkan bahwa pada Mutan-3, terjadi kerusakan
struktur heliks yang lebih banyak terutama pada C-terminal heliks-3 dibandingkan
wild type (Lampiran 7). Jumlah ikatan hidrogen intramolekular Mutan-3 dan wild

type juga tidak tidak berbeda secara signifikan pada kedua suhu simulasi. Sama
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seperti pada Mutan-1 dan Mutan-2, analisis ikatan hidrogen intramolekular
Mutan-3 juga tidak menunjukkan perbedaan dengan wildigde kedua suhu
simulasi.

Mutan-3 juga tidak menunjukkan perbedaan jumlah ikatan hidrogen
dengan wild type pada simulasi 450 dan 5503aihbar 4.25. Tidak adanya
perbedaan dalam jumlah ikatan hidrogen tiap mutan dibanding wil g &gz
suhu simulasi yang sama menunjukkan bahwa stabilisasi atau destabilisasi yang
dilakukan pada mutan tidak memberi dampak pada perubahan struktur sekunder.
Perbedaan yang teramati hanya pada nilai RMSD, Rg, dan SASA, yang
kesemuanya merupakan parameter yang menunjukkan kestabilan dan kepadatan
(compactness) struktur. Ini mengindikasikan bahwa stabilisasi atau destabilisasi
mutan lebih memberi dampak pada kekompakan struktur sebagai akibat
perubahan fleksibilitas. Peningkatan stabilitas Mutan-1 merupakan akibat dari
berkurangnya fleksibilitas daerah yang diikat-silang oleh ikatan disulfida.

Ikatan hidrogen Ikatan hidrogen
intramolekular 450 K intramolekular 550 K
250 l. 245 {
c ] 2 c (]
O a (]
3 : ' &
S S 225 -
= <
€ &
k| | = 205
= =
s | LE"
€
3 | | 2 185 |
' |
165
180 Mutan-3 —— WT-450K ‘
e Mutan-1 ——WT-550K
170 N — 145
0 ZOOV(\)Iaktu (ps)4000 6000 | 0 Z%aqdu (ps) 4000 6000

Gambar 4.25. Jumlah ikatan hidrogen intramolekular Mutan-3 dan wild type
pada simulasi suhu 450 K (kiri) dan 550 K (kanan)
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Pemodelan dengan metode simulasi dinamika molekul untuk menentukan
daerah mutasi CALB telah berhasil dilakukan. Parameter RMSF menyatakan
bahwa terdapat beberapa daerah residu yang memiliki fleksibilitas tinggi dan
berpotensi untuk dimutasi menjadi sistein untuk membentuk ikatan disulfida. Tiga
mutan berhasil dirancang dari analisis fleksibilitas CALB wild type dan
berdasarkan prediksi mutasi melalui perangkat lunak “Disulfide by D&%ign
yaitu Mutan-1 (Leu73Cys/Ala151Cys), Mutan-2 (Trp155Cys/Glu294Cys) dan
Mutan-3 (Thr43Cys/Ser67Cys).

Analisis termostabilitas mutan-mutan yang dirancang telah dilakukan
lewat simulasi dinamika molekul pada suhu simulasi 450 dan 550 K. Mutan-1
memiliki beberapa parameter struktural yang menunjukkan bahwa mutan bersifat
lebih termostabil dibanding CALB wild typ@arameter RMSD terutama
menunjukkan bahwa dalam simulasi, struktur Mutan-1 lebih cepat mencapai
kesetimbangan pada simulasi suhu 450 dan 550 K jika dibandingkan CALB wild
type. Parameter struktural lain seperti jari-jari girasi, SASA, dan struktur sekunder
juga mengarah pada kesimpulan yang sama. Mutan-2 juga memiliki parameter
struktural yang menunjukkan termostabilitas yang lebih baik dibanding CALB
wild type. Akan tetapi, jika dibandingkan dengan Mutan-1, Mutan-2 kurang
termostabil. Kesimpulan ini terutama yang ditunjukkan oleh parameter RMSD,
jari-jari girasi, dan SASA Mutan-2 pada suhu simulasi 550 K yang tidak berbeda
jauh dibanding wild typeSedangkan pengamatan parameter-parameter struktural
Mutan-3 selama simulasi menunjukkan bahwa Mutan-3 memiliki termostabilitas

yang lebih rendah dibanding wild typada simulasi suhu 550 K.

Dari hasil-hasil analisis tersebut, penelitian ini mengajukan mutasi
penambahan ikatan disulfida dengan mengubah pasangan residu Leu73 dan
Alal51 menjadi sistein untuk menghasilkan CALB mutan yang memiliki
termostabilitas lebih baik dibandingkan CALB wild tyjkatan disulfida yang
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ditambahkan pada Mutan-1 berhasil mengikat daerah fleksibel pada CALB
sehingga parameter-parameter hasil simulasi menunjukkan peningkatan rigiditas

struktur serta mengurangi dampak denaturasi pada suhu yang lebih tinggi.

5.2. Saran

Penelitian ini hanya membandingkan termostabilitas CALB mutan dan
wild type dengan mempertimbangkan parameter-parameter struktural selama
simulasi seperti (RMSD, jari-jari girasi, SASA, dan struktur sekunder).
Peningkatan termostabilitas enzim mutan terhadap enzim wildipeslasikan
dengan kestabilan struktur yang lebih baik pada simulasi suhu tinggi. Mutan yang
dapat mempertahankan struktur secara lebih baik atau yang lebih cepat mencapai
kesetimbangan selama simulasi dianggap memiliki termostabilitas yang lebih baik.
Untuk dapat membandingkan kestabilan antara mutan dan wilddagpea lebih
baik, analisis lain yang dapat dilakukan adalah dengan mempertimbangkan

perubahan energi bebasAG) antara mutan dengan wild type

Selain itu, perlu juga dilakukan analisis pengaruh ikatan disulfida yang
ditambahkan terhadap bentuk dan fleksibilitas kantung pengikat substrat atau sisi
aktif enzim, sehingga mutasi yang dilakukan tidak mengurangi fungsi dan
aktivitas enzim. Simulasi molecular docking pada struktur akhir enzim mutan
hasil simulasi pada suhu tinggi juga dapat dilakukan untuk membandingkan
termostabilitas mutan dan wild typeewat molecular docking, dapat dilakukan
analisis interaksi antara susbstrat dan sisi aktif enzim mutan setelah simulasi suhu
tinggi sebagai model untuk mempelajari sejauh mana aktivitas enzim mutan

dipertahankan pada suhu yang lebih tinggi.
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Penggunaan suhu tinggi hingga 700 K pada simulasi yang dilakukan
ddam penelitian ini tidak menggambarkan seberapa besar peningkatan
termostabilitas mutan yang dihasilkan jika dibandingkan dengan wilduypgeak
penelitian lebih lanjut, dapat dilakukan ekstrapolasi parameter-parameter simulasi
mutan terhadap suhu, sehingga kualitas prediksi peningkatan termostabilitas
mutan menjadi lebih balik.
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Lampiran 1: Analisis struktur sekunder konformasi akhir simulasi

«— Suhu Simulas—

300 350 400 500 550 600 700
— .
- —_
20
30

Yo}
o

HIIIIIFE
E

---—-i. "
T am i

100 Keterangan:

[N

10
20
130
40
50
60
170
180
190

= a-heliks

= B-bridge

= B-sheet

= 3-heliks
=turn

= random cail

‘ON

[

npisal

[

=

EﬁE-!

_—_—— -- 260

200
220
230
250

270

e -

- .

. I N 200
|| 310
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Lampiran 2: Analisis struktur sekunder selama waktu simulasi

Keterangan:

= o-heliks

= B-bridge

= B-sheet

= 3-heliks
=turn

= random coil

No. Residu

L

I g gyl

0 ps Waktu simulasi 6006 ps

Simulasi 300 K
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(lanjutan Lampiran 2)
I

o e AL !_Il_!l R T IAL T L

Simulasi suhu 350K

(L L T B T AT [T R T
] | N

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Simulasi suhu 400K
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(lanjutan Lampiran 2)

0 ps Waktu simulasi 6000 pS
Simulasi suhu 450 K

[T R TN (L T THTRTN LT ] I i1 §11 )

0ps Waktu simulasi 6000 ps
Simulasi suhu 500 K
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(Lanjutan Lampiran 2)

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Simulasi suhu 550 K

0 ps Waktu simulasi 8000 ps
Simulasi suhu 600 K
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0 ps Waktu simulasi 8006 ps

Simulasi suhu 700 K
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Lampiran 3: Konformasi akhir simulasi

Konformasi akhir simulasi suhu 350 K
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(lanjutan Lampiran 3)

Konformasi akhir simulasi suhu 400 K

Konformasi akhir simulasi suhu 450 K
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(lanjutan Lampiran 3)

Konformasi akhir simulasi suhu 550 K
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(lanjutan Lampiran 3)

Konformasi akhir simulasi suhu 600 K

Konformasi akhir simulasi suhu 700 K
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Lampiran 4: Prediksi mutasi hasil keluaran perangkat lunak “Disulfide by
Design ™"

| DSBD-Desember 2011 - Notepad == =d

File Edit Format View Help

Disulfide by Design wversion 1.20
structure file: D:'\My Documents‘FINALE!‘Data‘\randy\minimisasi_protein‘ltca_protein.pdb

Number of complete residues: 317

optimum Chi? angle: +100/-80 Tolerance: 10.00
optimum Ca-Cb-5 angle: 114.60 Tolerance: 6.00
Checking for INTER-chain disulfides.

Checking for INTRA-chain disulfides.

Residue pairs for possible disulfides:

A 22 CYs A 64 cYs +105.33 0.16
A 42 THR A 46 GLN +97.02 1.97
A 43 THR A 67 SER +109.14 2.42
A 50 SER A 274 ALA +107.27 3.14
A 73 LEU A 151 ALA +104.57 3.02
A 155 TRP A 294 GLU +103.26 4,89
A 156 GLN A 163 LEU +107.95 1.61
A 167 LEU A 172 GLY +91.61 4.77
A 183 TYR A 202 SER -80.18 1.97
A 208 LYS A 247 GLN -86.49 3.98
A 216 CYs A 258 CYs -76.63 0.84
A 234 TYR A 263 ALA +103.14 2.08
A 239 SER A 252 ASP -84.23 0.42
A 266 LEU A 270 GLN +104.92 2 8
A 293 CYs A 311 cYs +100.12 0.27
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Lampiran 5: Konformasi dan letak penambahan ikatan disulfida pada
Mutan-1, Mutan-2, dan Mutan-3

Q

Ikatan disulfida baru pada Mutan-1

Ikatan disulfida antara residu 73 dan 151 yang ditambahkan pada Mutan-1

(Ket. Hijau = binding pocket, merah = sisi katalitik, biru = oxyanion hole)

Ikatan disulfida baru pada Mutan-2

Ikatan disulfida antara residu 155 dan 294 yang ditambahkan pada Mutan-2

(Ket. Hijau = binding pocket, merah = sisi katalitik, biru = oxyanion hole)
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(lanjutan Lampiran 5)

Ikatan disulfida
baru pada
Mutan-3

Ikatan disulfida antara residu 43 dan 67 yang ditambahkan pada Mutan-3

(Ket. Hijau = binding pocket, merah = sisi katalitik, biru = oxyanion hole)
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Lampiran 6: Kantung pengikatan substrat pada Mutan-1, Mutan-2, Mutan-3
dan wild type

Kantung pengikat substrat pada (A) Mutan-1, (B) Mutan-2, (C) Mutan-3,
dan (D) wild type
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Lampiran 7: Analisis perubahan struktur sekunder Mutan-1, Mutan-2, dan

Mutan-3 selama simulasi suhu 550 K

Keterangan:

= o-heliks

= B-bridge

= B-sheet

= 3-heliks
=turn

= random coil

1. Mutan-1

0 ps Waktu simulasi 6000 pS
Heliks 3 (76-93) wild type

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 3 (76-93) Mutan-1

L] | S I Il § | |
rlu '~||4|| T |r i |I'I|I|II |:“"'| |I II|i|I ||II

| o =
' |||

B b 11
0 ps Waktu simulasi 6006 ps
Heliks 6 (152-156) wild type

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 6 (152-156) Mutan-1
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(lanjutan Lampiran 7)

1. Mutan-2

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 6 (152-156) wild type

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 6 (152-156) Mutan-2

==

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Sheet 8 (309-310) & sheet 9 (313-314) wild type

e

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Sheet 8 (309-310) & sheet 9 (313-314) Mutan-2
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(lanjutan Lampiran 7)

3. Mutan-3

0 ps Waktu simulasi 6000 pSs
Heliks 3 (76-93) wild type

T3 LEU X I TR YT T Trer—— Wt AR L
B2 THR ¥ ' ' |
91 TYR Kj Ll I } Y i | !I' .I i L R ] LR | 1 IT IJII L

0 ps Waktu simulasi 6000 ps

Heliks 3 (76-93) Mutan-3

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 2 (44-57) wild type

46 0LV X
55 LEV X

0 ps Waktu simulasi 6000 ps
Heliks 2 (44-57) wild type
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Lampiran 8. Diagram alir metode penelitian

Struktur kristal lipase
Candida antarctica lipase B
(PDB: 1TCA)

Simulasi dinamika molekul pada suhu yahg
bervariasi (300-700 K)
» RMSD: Analisis secara global terhadap

kestabilan protein selama simulasi Prediksi pasangan residu

* RMSF: Analisis fleksibilitas rantai yang dapat dimutasi
samping residu asam amino menjadi sistein untuk

» SASA & Rg: Analisis kepadatan menambahkan ikatan
(compactness) struktur disulfida

« Struktur sekunder: Analisis perubahan (Perangkat lunak
struktur sekunder akibat kenaikan suhu “Disulfide by Design™”)

* Trajektori: Analisis perubahan konformagi

\ 4 y

Pemilihan residu untuk dimutasi menjadi sistein untuk menambahk

ikatan disulfida baru

MutanCALB

A 4

/ Simulasi dinamika molekul mutan /

A 4

Mutan yang lebih termostabil untuk
dihasilkan lewat rekayasa genetik
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