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ABSTRAK

Nama : Muh. Khari Secario
Program Studi : Fisika
Judul : Analisis Aktivitas Mutasi HIV-1 Protease dari Model Pasien

RY1 dan DY1 Terhadap Inhibitor Amprenavir dengan
Metode Molecular Dynamic Simulation

Protease (PR) pada HIV berperan dalam proses maturasi virus agar dapat
menginfeksi sel inang. Proses tersebut berlangsung dalam sisi aktif PR dengan
memotong poliprotein virus. Banyaknya ragam mutasi residu PR membuat
interaksi PR dengan obat yang diberikan dapat berbeda. Pasien dari Indonesia
sendiri memiliki karakteristik galur tipe AE yang berbeda dengan galur B yang
banyak ditemukan di negara-negara barat. Dua PR pasien dari Indonesia dengan
kode RY1 (10 mutasi) dan DY1 (12 mutasi) disimulasikan dengan metode
simulasi dinamika molekuler untuk meninjau interaksi antara kedua PR dengan
obat amprenavir (APV). Berdasarkan hasil energinya, interaksi RY1-APV lebih
kuat bila dibandingkan dengan DY 1-APV. Hasil tersebut diperkuat dengan tinjuan
struktural dan ikatan hidrogen terhadap residu mutasi yang dimiliki kedua pasien.
Model pasien RY1 memiliki mutasi di residu ke-45 yang diketahui membantu
mempertahankan interaksi PR-APV, sedangkan model pasien DY1 memiliki
mutasi pada residu ke-10 yang diketahui mengurangi interaksinya dengan obat.

Kata Kunci : HIV, Protease, amprenavir, MDS, dinamika molekuler,
mutasi, ikatan hidrogen

xiv + 100 halaman : 53 gambar, 5 tabel, 1 bagan
Daftar Pustaka : 90 (1983-2011)
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ABSTRACT

Name : Muh. Khari Secario
Program Study : Physics
Title : Activity analysis of HIV-1 Protease Mutations of Patient

Model RY1 and DY1 Against Amprenavir Inhibitor with
Molecular Dynamic Simulation Method

Protease (PR) on the HIV virus plays a role in the maturation process in order to
infect host cells. The process takes place in the active site PR by cutting viral
polyprotein. Many kinds of mutated residues at PR makes interaction with the
drug can vary. Patients from Indonesia itself has AE type strain that has different
characteristic with B type strain which are found in western countries. Two PR
patients from Indonesia with RY1 code (10 mutations) and DY1 code (12
mutations) is simulated by molecular dynamics simulation methods to evaluate
the interaction between two PR with amprenavir (APV). Based on the energy,
RY1-APV interaction is stronger when compared to DY1-APV. These results are
supported by structural insights and hydrogen bonding to residue mutations that
occur in both patients. RY1 patient model have mutations in 45th residue, that is
known to help maintain the interaction of PR-APV. While the DY1 patient model
have mutations in the 10th residue, that is known to reduce the interaction with
the drug.

Key Words : HIV, Protease, amprenavir, MDS, molecular dynamics,
mutation, hydrogen bond

xiv + 100 pages : 53 pictures, 5 tables, 1 chart
Bibliography : 90 (1983-2011)
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BAB 1

PENDAHULUAN

Acquired Immune Deficiency Syndrom (AIDS) merupakan sebuah sindrom
penurunan sistem kekebalan tubuh yang menyebabkan berbagai komplikasi
penyakit. Hingga saat ini, belum diketahui cara terbaik mengobati sindrom yang
disebabkan oleh Human Immunodeficiency Virus (HIV) tersebut dan penularan
HIV/AIDS cukup tinggi pada negara-negara kecil dan berkembang. Di Asia
Tenggara sendiri terdapat sekitar 270.000 penderita baru virus HIV (gambar 1.1).
Meskipun Perserikatan Bangsa-Bangsa (PBB) telah mencanangkan zero infection
pada salah satu poin Millenium Development, rendahnya kesadaran masyarakat
dan belum ditemukannya metode pengobatan yang efisien membuat HIV/AIDS

masih sulit ditangani.

Perkiraan Jumlah Penderita Baru HIV
(Dewasa dan Anak-Anak) | 2011

e "Erop‘; Harat_ " Eropa Timur B
e oL e . dan Tengah & Asia Tengah -
A o ) /! 30000 : 160000
7 m%réCIUCI - i/ [22@00-39000]'-,I [11DUD-.D_QDUDDD-]_Asia Timur
S [24000-130000) ~ . | 88000
LR / r Timur Tengah & Afrika Utara . [48000-160000]
Karibia [ | 55000
| 12000 | [40000-73000] Asia Selatan dan Tenggara
'[9400-1l7000] P 270000
Ame-rikm_ * Wilayah Sub-Sahara [230000-340000]
dan Selatan 19 JUtE. Oceania
100000 [ 1.7-2.1juta | 3300
[73000-140000] [2400-4200]

Total: 2,7 Juta (2,3-2,9 Juta)

Gambar 1.1 Peta persebaran penderita baru virus HIV pada 2011 (telah
diolah kembali)

1 Universitas Indonesia
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Salah satu kesulitan menemukan metode pengobatan efisien untuk AIDS,
disebabkan oleh sifat mutasi HIV yang bisa sangat berbeda antara satu pasien
dengan pasien lainnya. Variasi mutasi muncul akibat rendahnya akurasi HIV
ketika mereplikasikan diri’®. Mutasi pada HIV dapat membuat efektivitas obat
berkurang. Kasus mutasi pada protease (PR) terbilang unik bila dibandingkan
dengan bagian HIV lain seperti reverse transcriptase (RT) atau integrase (IT).
Protease (PR) memiliki dua kategori mutasi: mayor dan minor, sedangkan RT dan

IT hanya satu jenis mutasi saja‘®'.

Salah satu metode yang umum dilakukan untuk mengobati pasien penderita
HIV/AIDS, adalah terapi obat antiretroviral ataupun HAART. Terapi ARV
menggunakan empat jenis obat berbeda. Masing-masing jenis obat menghalau
secara spesifik bagian HIV tertentu. Satu jenis obat yang sering digunakan adalah
inhibitor PR yang menghalau fungsi enzim PR dari HIV dalam proses maturasi
virus HIV.

Protease berperan dalam proses maturasi virus dengan cara memotong
poliprotein yang masuk ke dalam sisi aktif. Inhibitor PR yang diberikan akan
menghambat proses maturasi dengan berikatan pada sisi aktif PR. Dengan cara ini
poliprotein tidak dapat memasuki PR dan proses maturasi tidak terjadi. Pada
beberapa studi, simulasi dilakukan untuk melihat interaksi antara PR dengan

inhibitor yang diberikan.

Studi energetik melalui simulasi dilakukan untuk melihat kestabilan dari
struktur PR ketika berikatan dengan inhibitor!. Energi ikat pun diperhitungkan
untuk melihat efektivitas obat terhadap HIV PR. Interaksi PR dengan inhibitor
pada sisi aktif banyak dipengaruhi oleh ikatan hidrogen yang terbentuk pada asam
amino PRP. Simulasi struktural untuk melihat aktivitas dari PR juga telah
dilakukan dalam beberapa studi. Hasil simulasi mampu memperlihatkan
pergerakan residu PR sehingga dapat digunakan sebagai acuan dalam pembuatan
inhibitor PR,

Pada studi ini, dilakukan simulasi terhadap model PR dari dua pasien

Indonesia dengan kode RY1 dan DY1. Kedua model PR memiliki mutasi yang

Universitas Indonesia
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berbeda dan akan diinteraksikan dengan inhibitor PR amprenavir (APV). Struktur
PR kedua pasien dibuat berdasarkan struktur model yang terdapat di Protein Data
Bank (PDB). Simulasi pada studi ini dilakukan pada kedua struktur dengan

menggunakan parameter-parameter yang sudah ditetapkan.

Simulasi dilakukan menggunakan metode dinamika molekuler/mekanika
molekuler (MM). Metode ini dijalankan berdasarkan pendekatan aktivitas
molekuler yang sebenarnya terjadi pada sel. Metode MM yang digunakan
menggunakan basis forcefield (medan gaya) CHARMmM. Medan gaya ini
memodelkan struktur 3D dengan memasukkan parameter interaksi antar atom dan

molekul sebagai fungsi posisil”® (lihat bab 4).

Pada studi ini, dilakukan tinjauan terhadap energetik dan struktural dari PR
RY1 dan DY1. Kestabilan struktur dibandingkan dari nilai energi strukturalnya.
Energi ikat bebas kompleks PR-inhibitor dicocokkan dengan data ikatan hidrogen
yang terbentuk pada sisi aktif PR. Kestabilan struktur kemudian juga dievaluasi
dengan pergerakan residu-residu yang termutasi beserta dua residu tetangganya.

Hasil dari simulasi yang dilakukan dapat dilihat lebih lengkap pada bab 5.

Dari studi ini akan didapat data mengenai interaksi kedua enzim PR dengan
inhibitor APV. Kemudian dilakukan peninjauan terhadap hasil tersebut dan
kaitannya terhadap pengaruh APV pada kedua pasien. Diharapkan studi ini dapat
dilanjutkan dengan menggunakan beberapa inhibitor lain yang berbeda. Sehingga
dapat diaplikasikan untuk pemilihan inhibitor untuk pasien HIV/AIDS. Serta
dengan menggunakan data struktural dari mutasi PR dapat menjadi acuan dalam
pengembangan obat ARV yang lebih efisien. Hasil studi ini akan dituliskan dalam
enam bab. Bab 1 akan menjelaskan latar belakang dilakukannya studi ini.
Pengenalan mengenai HIV dan AIDS akan dirangkum dalam bab 2. Beberapa
studi yang telah dilakukan oleh peneliti lain diberikan secara singkat pada bab 3.
Bab 4 akan menjelaskan metode-metode yang digunakan pada studi ini. Bab 5 dan
bab 6 menjabarkan hasil serta analisa dan juga kesimpulan yang diperoleh dari

studi ini.
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BAB 2

HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS (HIV)

Umumnya orang salah mengira HIV dan AIDS sebagai dua hal yang sama,
mengingat penulisannya yang sering digabung menjadi HIV/AIDS. Jika HIV
adalah sejenis virus, maka AIDS adalah penyakit yang disebabkan oleh infeksi
HIV. Singkatan HIV berasal dari Human Immunodeficiency Virus. Virus ini
menyerang manusia dan mengakibatkan menurunnya sistem kekebalan tubuh
(imunitas). Penurunan sistem kekebalan tubuh ini dikenal dengan nama Acquired
Immune Deficiency Syndrom (AIDS). Seseorang dapat menderita AIDS melalui
kontak dengan pengidap HIV dan terinfeksi. Penderita AIDS akan mengalami

beragam infeksi dan terjangkit berbagai macam penyakit yang berbeda.

Keberadaan HIV/AIDS sebagai salah satu penyakit yang sudah mencapai
tahap pandemik, sangat mengkhawatirkan masyarakat dunia. HIV/AIDS dapat
menyerang pria, wanita, orang dewasa, usia muda, dari berbagai suku bangsa dan
agama tanpa pandang bulu. Hingga saat ini terdapat lebih dari 7.500 orang
meninggal setiap hari, lebih dari 300 orang meninggal setiap jam, dan terdapat 5
orang yang meninggal akibat AIDS setiap detik. Dari data yang dikumpulkan
UNAIDSH 92 H\V/AIDS merupakan salah satu penyebab kematian terbesar di
negara berkembang. Meski begitu banyak kasus HIV/AIDS yang tercatat,

penyakit ini ternyata masih relatif baru di dunia kesehatan.

Untuk menentukan seorang pasien terjangkit HIV/AIDS, metode yang
umum dilakukan adalah dengan tes sampel darah, sel tubuh, ataupun cairan tubuh
lain (umumnya air liur). Seseorang yang memiliki HIV di dalam tubuhnya, akan
dikatakan positif HIV. Karena HIV membutuhkan proses yang sangat lama untuk
mengubah sistem kekebalan tubuh hingga penderita mulai merasakan berbagai
penyakit, status HIV disease digunakan. Status tersebut menjadi penanda waktu
antara pasien tersebut ketika mulai diketahui terjangkit HIV hingga nantinya
didiagnosis mengidap AIDS. Pada saat seseorang positif mengidap AIDS, maka ia
sudah berada pada tahap akhir dari infeksi HIV.
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Gambar 2.1 Data penderita HIVV/AIDS berdasarkan kategori usia yang
dikumpulkan oleh depkes™!

Seseorang akan divonis mengidap AIDS jika memiliki HIV positif dan salah
satu dari beberapa penyakit yang termasuk ke dalam infeksi oportunistik. Tercatat
ada sekitar 26 penyakit yang termasuk ke dalam akibat dari infeksi oportunistik,
di antaranya adalah pneumonia, kaposi sarcoma, kanker rahim, dan tuberkulosis
pada paru-paru. Selain itu, seorang penderita HIV juga dapat divonis mengidap
AIDS jika memiliki HIV positif dan kekurangan salah satu jenis sel darah putih
yang dikenal dengan T-cells (sel T). Sel T merupakan komponen penting dalam
sistem kekebalan tubuh yang mampu meningkatkan antibodi, bakteri, virus,

maupun kanker.

Berdasarkan data yang dikeluarkan oleh departemen kesehatan pada
triwulan kedua tahun 2011™, terdapat 2001 kasus AIDS yang dilaporkan dari
seluruh Indonesia. Dari data tersebut, sebanyak 1298 atau 64,9 % penderitanya
adalah laki-laki, dan 35,1 % perempuan. Cara penularan utama berasal dari hubu-
ngan seksual (76,3 %) dan penggunaan jarum suntik (16,3 %). Mayoritas penderi-
ta merupakan usia muda produktif 20-29 tahun (36,4 %) dan 30-39 tahun (34,5 %).

Hingga saat ini, banyak sekali metode pengobatan yang dikembangkan
untuk menangani pasien HIV/AIDS. Beberapa di antaranya adalah dengan
mengembangkan obat antiviral, chemotherapy, hingga HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapy). Obat yang dikembangkan untuk penderita HIV/AIDS
hanya menghambat satu bagian siklus proses replikasi ataupun pematangan dari
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HIV saja yang dikenal dengan inhibitor. Kerja obat yang cenderung spesifik
membuat terapi pengobatan membutuhkan lebih dari satu macam obat, dan
biasanya dapat menimbulkan efek samping seperti mual, gagal ginjal, perubahan

bentuk tubuh, hingga halusinasi.

2.1. Struktur dan Siklus Hidup Virus

Virus memiliki struktur yang tergolong sederhana dan berukuran kecil.
Umumnya, virus hanya tersusun dari rantai genetik (DNA/RNA) yang terselubung
oleh protein. Rantai genetik yang berada pada HIV hanya berupa RNA saja,

sehingga dikategorikan sebagai retrovirus.

Semua jenis retrovirus, termasuk HIV, tergolong ke dalam virus yang
mudah bermutasi. Sehingga jika seseorang yang mulanya kebal oleh suatu virus,
la dapat terjangkit virus yang telah bermutasi. Mutasi terjadi akibat sifat replikasi
rantai genetik yang dilakukan dengan tingkat akurasi rendah!®. Karena sifat

mutasi inilah, HIVV menjadi salah satu virus yang sulit ditangani.

Berdasarkan sifat infeksinya HIV termasuk ke dalam lentivirus (lenti berarti
lambat). Lentivirus merupakan retrovirus yang memiliki jeda waktu yang cukup
lama dari pertama kali seseorang terinfeksi virus hingga akhirnya menunjukkan
gejala penyakit akutnya™**®l. Umumnya, pasien HIV akan mengalami sindrom

pertamanya setelah 20-30 tahun sejak terinfeksi.

Ukuran HIV sendiri cukup kecil bila dibandingkan dengan sel pada
umumnya. Jika rata-rata ukuran sel manusia adalah 1/10 mm, ukuran HIV hanya
sebesar 1/10000 mm. Struktur dari HIV dapat dilihat pada gambar 2.2. Bagian
terluar merupakan pembungkus virus yang tersusun atas membran lipid.
Pembungkus virus ini didapatkan oleh HIV dari sel inangnya. Ketika proses
replikasi virus berakhir, HIV keluar dengan memecah sel inang dan membungkus

dirinya dengan membran lipid sel inang tersebut!**,

Bagian duri virus yang muncul dari pembungkus virus berperan sebagai
reseptor untuk menempel pada sel inang. Duri ini akan menancap di sel inang dan

menyatukannya dengan HIV. Dalam satu HIV terdapat sekitar 72 duri yang
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Gambar 2.2 Struktur Virus HIVZ®! (telah diolah kembali)

memiliki dua bagian: stem dan cap. Setiap stem tersusun atas tiga glikoprotein 41

(gp41) dan cap tersusun atas tiga glikoprotein 120 (gp120).

Kapsid atau selubung merupakan bagian dalam dari pembungkus virus yang
ditemukan pada HIV dewasa. Di dalamnya terdapat dua rantai RNA terpisah yang
berisi informasi genetik HIV. Untuk dapat masuk ke dalam inti sel inang
dibutuhkan reverse trascriptase yang juga terdapat dalam kapsid™®. Reverse
transcriptase (RT) ini berperan dalam menyusun RNA yang merupakan rantai

tunggal menjadi DNAM.

Virus HIV masuk ke dalam tubuh via cairan tubuh (darah, cairan kemaluan,
cairan sendi, dan sejenisnya). Cairan tubuh yang mengandung HIV dapat masuk

ke dalam tubuh melalui beberapa cara di antaranya:

e Berhubungan seksual dengan penderita HIV

e Tertusuk atau tergores dengan jarum atau benda tajam lainnya yang
memiliki bekas darah penderita HIV

e Menerima transfusi darah atau donor organ dari penderita HIV

e Wanita penderita HIV dapat menularkannya ke anak dalam kandungan

selama kehamilan, proses melahirkan, atau saat menyusui
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Gambar 2.3 Daur hidup dari HIVE® (telah diolah kembali)

Meskipun menyerang sel inang, target utama dari HIV adalah sel-T
(Gambar 2.3). Pada sel-T terdapat bagian yang disebut cluster designation 4
(CD4) dengan sel-T penolong (CD4+) di permukaannya. Sel-T merupakan sejenis
limfosit (sel darah putih) yang membantu menjaga kekebalan tubuh dengan cara
menyerang sel-sel asing yang masuk ke dalam tubuh. Untuk berikatan dengan sel-
T, virus membentuk ikatan kimia dengan CD4 melalui gp120 yang terdapat pada
duri HIV.

Setelah berhasil masuk ke dalam sel inang, HIV memasukkan RNA-nya ke
dalam inti sel. Data genetik virus yang berupa RNA akan diubah menjadi DNA
dengan bantuan RT. Selanjutnya, DNA ini akan dipecah kembali menjadi RNA
dan menyusup ke dalam DNA sel inang dengan bantuan enzim integrase. Dalam
DNA yang dibentuk oleh RT terdapat semacam kode instruksi dari HIV yang
mengambil alih sel-T dan mulai memperbanyak diri™®?"!. Tahap pertama yang
dilakukan dalam proses replikasi adalah transkripsi. Pada saat transkripsi, enzim
RNA polimerase memecah DNA buatan RT menjadi dua helai RNA. Satu helai
RNA digunakan untuk membuat RNA baru yang disebut messenger RNA
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(mRNA). Selama proses pembacaan RNA dilakukan, sitoplasma dari sel inang
menggunakan mMRNA sebagai template untuk membuat protein dan enzim yang

nantinya digunakan untuk membuat HIV baru!®!,

Hasil replikasi yang berupa RNA, protein dan enzim dikumpulkan di dalam
sel. Ketiganya kemudian menempel pada membran sel inang dan bersiap keluar
dengan mengambil protein pada membran yang akan digunakan sebagai
pembungkus virus. Virus HIV yang keluar ini belum dapat menginfeksi sel lain
dan harus melalui proses pematangan/maturasi yang dibantu oleh enzim protease

yang memotong rantai protein dan enzim pada inti HIV.

2.2.Terapi Antiretroviral

Terapi antiretroviral (ARV) (Highly Active Antiretroviral Therapy/HAART)
merupakan terapi penyembuhan HIV/AIDS menggunakan obat ARV. Biasanya
terapi ini menggunakan tiga obat ARV atau lebih. Meskipun terapi ARV dapat
membantu menunjang kesehatan dari penderita HIVV/AIDS, namun tidak dapat

secara tuntas menyembuhkan penyakit ini. Tujuan utama dari terapi ARV

e Mengurangi kematian akibat HIV
e Memperbaiki kualitas hidup
e Mengembalikan fungsi kekebalan tubuh

e Menekan aktivitas partikel viral

Dalam penerapan terapi ARV terdapat empat macam obat ARV:

Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor (NRTI)

Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI)

Protease Inhibitor (PI)

Fusion Inhibitor

Keempat jenis ARV tersebut berdasarkan jenis obat yang telah disetujui oleh
Food and Drug Administration (FDA) Amerikal?*.

Peran enzim RT sebagai penduplikasi HIV digantikan oleh NRTI. Ketika
akan mengubah RNA menjadi DNA, NRTI ini akan menghasilkan DNA yang
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tidak sempurna. Sedangkan NNRTI, akan menghalau aktivitas RT secara
langsung tanpa menggantikan fungsi RT. Jenis PI ditujukan untuk dapat berikatan
dengan protease. Ikatan antara Pl dan PR akan mencegah sisi aktif PR memotong
poliprotein dalam proses maturasi. Hal tersebut dapat dilakukan dengan cara

menempatkan inhibitor pada sisi aktif HIV.

Pada tahun 2002 terdapat enam obat Pl yang disetujui secara klinis oleh
FDAPY (gambar 5.4): saquinavir (SQV), indinavir (IDV), ritonavir (RTV),
amprenavir  (APV), lopinavir (LPV), dan nelvinavir (NLV). Pada
perkembangannya, Pl RTV digunakan sebagai penguat inhibitor lainnya dalam
terapi ARV!?®)., Di tahun 2006 darunavir (DRV) dan tipranavir (TPV) menambah
daftar Pl yang disetujui secara klinis.
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Gambar 2.4 Struktur obat yang disetujui FDA pada 2006. Enam obat

pertamal® tercatat sudah tersedia sejak 2002.
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BAB 3

TINJAUAN PUSTAKA

3.1.HIV-1 Protease

Pada studi ini HIV-1 Protease (PR) digunakan untuk mengetahui aktivitas
dari PR dan mutasinya terhadap obat antiretroviral (ARV) amprenavir (APV).
Protease berperan dalam penyebaran infeksi HIV. Data RNA virus yang berupa
rantai poliprotein gag-pol (gambar 3.1) terlebih dulu harus “dipotong” oleh PR
sehingga menjadi protein aktif. Proses ini dikenal dengan nama maturasi.

Struktur protease sendiri merupakan dua rantai identik (homodimer) yang
masing-masing tersusun oleh 99 rantai asam amino!®” (gambar 3.2). Bagian atas
struktur dikenal dengan sebutan flap. Flap bersifat fleksibel dan akan terbuka
ketika protease tidak berikatan. Saat protease berikatan dengan inhibitor atau
substrat lain, flap akan menutup'®!. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara flap
dengan inhibitor akan mencegah flap terbuka sehingga poliprotein tidak dapat
masuk. Karena interaksinya ini, flap menjadi salah satu target daerah interaksi

antara protease dengan inhibitor®®). Pada bagian tengah struktur terdapat rongga

U3 RUS
F . ] ‘:A'L ' -
=5 g

LTR / \

p17 p7 \ ap120 gp41

p24 032
o11 integrase
protease
p66

reverse transcriptase

Gambar 3.1 Poliprotein pada HIV?®
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Residu
Katalis

Gambar 3.2 Struktur HIV-1 PR yang menampilkan residu katalis dan

inhibitor protease pada sisi aktifl*"! (telah diolah kembali)

yang merupakan sisi aktifnya. Pada sisi aktif ini, inhibitor protease menghambat
proses pemotongan poliprotein oleh protease. Daerah sisi aktif memiliki dua
residu katalis yang merupakan asam amino aspartat pada urutan residu ke-25

(asp25 dan asp25’). Residu ini berperan dalam proses pemotongan poliprotein

gag-pol.

Beberapa proses pemotongan gag-pol telah diajukan dalam beberapa studi.
Sebagian besar studi menggunakan pendekatan General-Acid/General-Base
(GA/GB). Tahap pemotongan gag-pol yang cukup lengkap diberikan pada studi
Trylska dkk.””®! dengan menggunakan pendekatan gabungan kuantum-klasik.
Hasil tersebut diperoleh dari simulasi Molecular Dynamics/Average Valence
Bonds (MD/AVB)P*®! yang dikembangkannya. Trylska dkk mengajukan dua
model: nucleophilic-attack by a lytic water molecule dan direct nucleophilic-

attack.

Pada nucleophilic-attack by a lytic water molecule pemotongan dilakukan
dengan bantuan molekul air yang berada di antara protease dengan inhibitor pada
sisi aktif (gambar 3.3a). Sedangkan model direct nucleophilic-attack mengguna-

kan pemotongan langsung tanpa perantara molekul air (gambar 3.3b).
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Gambar 3.3 Proses pemotongan dengan pendekatan® (a) nucleophilic-attack

by a lytic water molecule dan (b) direct nucleophilic-attack

Pada studi ini digunakan pendekatan direct nucleophilic-attack karena

molekul air tidak diikutsertakan dalam simulasi. Kedua model pemotongan ini

menggunakan bantuan proton (berupa atom hidrogen) pada residu katalis.

3.2.Keadaan Terprotonasi

Keberadaan proton pada residu katalis diketahui berperan pada pemotongan

poliprotein seperti yang telah dijelaskan pada subbab sebelumnya. Namun, pada
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interaksi dengan inhibitor protease, proses pemotongan tidak terjadi. Sebaliknya,
keberadaan proton justru membantu membentuk ikatan antara protease dengan
inhibitor. Studi mengenai keberadaan proton ini bermula dari atom hidrogen yang

hilang akibat mutasi®*3!,

Keberadaan model protonasi dalam simulasi diperlukan untuk melihat
aktivitas dari protease terhadap inhibitor. Pada gambar 3.2, residu katalis asp25
dan asp25’ masing-masing memiliki dua atom oksigen yang terbuka ke arah sisi
aktif. Karena sifat resonansi ikatan pada kedua atom tersebut, ada dua kemung-
kinan posisi atom hidrogen di residu katalis. Posisi atom hidrogen ini dapat berbe-
da tergantung pada inhibitor protease yang digunakan. Dalam studinya, Amit
dkk.”) mengatakan bahwa mode protonasi ini dapat ditentukan dengan bantuan
ikatan hidrogen pada sisi aktif. Dalam menentukan mode protonasi biasa diguna-
kan pendekatan simulasi. Hal ini disebabkan oleh perhitungan pKa dengan
pendekatan eksperimen tidak dapat menentukan posisi atom hidrogen pada mode

protonasil®?.

Studi yang dilakukan oleh Kitiyaporn dkk. memberikan prediksi keadaan
terprotonasi antara protease dengan enam inhibitor yang berbedal®®!. Pada studi-
nya digunakan inhibitor APV, LPV (lopinavir), RTV (ritonavir), SQV (saqui-
navir), IDV (indinavir), dan NLV (nelfinavir). Keenam model PR-inhibitor terse-
but disimulasikan hingga total waktu 3 ns. Hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa monoprotonasi pada asam amino asp25 dimiliki oleh PR dengan inhibitor
SQV, LPV, dan IDV. Sedangkan inhibitor APV, NFV, dan RTV menunjukkan
keadaan monoprotonasi pada asp25’. Semua prediksi mode protonasi merupakan
monoprotonasi. Prediksi ini berdasarkan asumsi bahwa diprotonasi (asp25 dan
asp25’) memiliki energi total yang cukup tinggi sehingga membutuhkan energi
hingga orde 10 kcal/mol dari monoprotonasi. Keadaan terprotonasi pada studi ini

mengacu pada hasil prediksi Kitiyaporn dkk. untuk PR dengan inhibitor APV.

3.3.Pengaruh Mutasi pada Resistensi Inhibitor
Salah satu sifat HIV yang menyulitkan pengobatan adalah mutasi yang
terjadi. Dalam protease sendiri mutasi dapat terjadi pada residu asam aminonya.
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Gambar 3.4 Daftar mutasi pada PR yang memiliki pengaruh terhadap

interaksinya dengan inhibitor. Ritonavir muncul sebagai penguat inhibitor®!

Mutasi tersebut dapat mengakibatkan berubahnya struktur sekunder pada protease
ataupun berkurangnya ikatan yang terbentuk antara protease dan inhibitor. Soo-
Yon dkk. memberikan susunan residu asam amino dari HIV-1 PR beserta bebe-
rapa mutasi yang diketahui®"\. Di antara mutasi-mutasi tersebut ada yang muncul
akibat kemoterapi dengan obat ARV PR. Mutasi L23I diketahui mengurangi
suseptibilitas terhadap NLV®®. Peningkatan jumlah energi yang dibutuhkan oleh
PR untuk berikatan dengan inhibitor juga menjadi akibat adanya mutasi C95F.
Lebih spesifik lagi, suseptibilitas terhadap LPVE%*! akan berkurang akibat mutasi
E34Q, K43T, G48M, 154S, Q58E, T74S, L76V, dan L89I. Pada studi lanjutannya
di tahun 2005, Soo-Yon dkk.[*) mencatat ada dua mutasi yang tidak terkait deng-
an pengaruh kemoterapi: L33V dan V82I.
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Mutasi pada protease dibagi menjadi mutasi mayor dan mutasi minor®..
Mutasi mayor membuat ikatan antara protease dengan inhibitor menjadi
berkurang. Ini disebabkan karena mutasi mayor mengubah asam amino yang
memiliki kontak langsung dengan inhibitor. Sedangkan mutasi minor terjadi pada
struktur protease yang tidak memiliki kontak langsung dengan obat. Jika mutasi
minor hanya muncul sendiri, tidak memiliki pengaruh yang cukup signifikan
terhadap interaksi protease dengan inhibitor. Informasi mengenai mutasi residu
terhadap inhibitor masih berkembang hingga saat ini. Untuk daftar mutasi terbaru

(2010)™ terkait resistensinya terhadap obat dapat dilihat pada gambar 3.4.

3.4.Perbandingan Sekuen
Data asam amino yang diperoleh umumnya hanya memberikan informasi

residu mana saja yang bermutasi. Untuk mengetahui tingkat suseptibilitas PR
terhadap suatu inhibitor tertentu, diperlukan algoritma lain yang akan
mencocokkannya dengan data mutasi. Studi dari Maurizio dkk."*! mencoba untuk
membandingkan tiga algoritma ini: Stanford HIV Database (HIVdb), Visible
Genetics/Bayer Diagnostics Guidelines (VGI), dan AntiRetroScans (ARS).

Studi tersebut menggunakan sampel sebanyak 365 sekuen PR dan 433
sekuen RT. Data tersebut diuji pada masing-masing algoritma. Maurizio dkk.
mendapati persentase kesalahan dari tiap algoritma bernilai relatif terhadap nilai
saturasi acuan yang digunakan. la menambahkan untuk hasil yang diperoleh dari
jangkauan data sebesar 0,2 kali lipat lebih tinggi atau lebih rendah dari nilai
saturasinya, maka urutan kesalahan dari yang terendah dimiliki oleh ARS, VG,
dan HIVdb.

Namun ia mengingatkan bahwa hasil ini tidak dapat dijadikan acuan. Hasil
VGI dan HIVdb pun tidak dapat digunakan untuk memperkuat hasil yang
diperoleh ARS. Semua analisa genotip harus dievaluasi lebih lanjut untuk

memprediksi respons virologi terhadap penanganan secara in vivo.
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3.5.Studi Interaksi
Interaksi antara PR dengan inhibitor telah banyak diteliti baik secara

eksperimen maupun simulasi. Dua eksperimen mengenai interaksi PR-inhbitor
dilakukan oleh Ermolieff dkk.""! dan Hiroyasu dkk.l*) Ermolieff dkk. mencoba
mengamati sifat kinetik dari PR dengan empat inhibitor; Ro 31-8959"¢! (SQV), L-
735,52411 (IDV), ABT-5388 (RTV), dan NLV*’). Resistensi in vivo antara PR-
SQV dipilih pada studi mereka karena hanya menghasilkan tiga mutasi resisten:
G48V, L90M, dan mutasi ganda G48V/L90M. Dari eksperimen ini data yang
diperoleh adalah nilai konstanta inhibisi Kiap, dan K. Dari nilai konstanta inhibisi
tersebut, Ermolieff dkk. mencoba menghubungkannya dengan tingkat resistensi
mutan dibandingkan dengan WT.

Metode simulasi menjadi alternatif karena biayanya yang relatif lebih
rendah. Dasar dari metode simulasi yang sering digunakan adalah dengan
menggunakan medan gaya CHARMM yang dijelaskan dengan detail oleh Brooks
dkk™. Metode ini menggunakan energi sistem sebagai fungsi posisi atom PR,
termasuk juga model air di sekelilingnya. Sistem yang disimulasikan dapat
menggunakan explicit water (model air riil) ataupun implicit water (model yang
hanya mendefinisikan area yang dapat dimasukki oleh molekul air). Penghitungan
volum molekul juga diperoleh dengan pendekatan Generalized Born Molecular
Volume (GBMV)PY. Brooks dkk. juga menjabarkan tentang MDS dengan pende-
katan klasik. Pendekatan klasik ini banyak digunakan untuk evaluasi struktural
akibat pengaruh termodinamika dan juga sifat dinamik dari sistem molekul®?.
Untuk mengurangi operasi numerik dari simulasi, digunakan algoritma baku
Leap-Frog karena lebih sederhana dan memberikan hasil dengan presisi tinggi®™.
Mengingat model PR terdiri atas banyak molekul, penggunaan SHAKE constraint
diperlukan untuk memperbaiki posisi relatif dari muatan yang tidak terlokalisasi

pada atom, termasuk model-model air yang biasa digunakan®*>°.

Studi interaksi antara protease termutasi (mutan) dengan inhibitor sering
dilakukan dengan menggunakan tinjauan interaksi (ikatan hidrogen), energetik
(Binding Free Energy) atau struktural (RMSD). Tinjauan interaksi jarang dibahas
secara khusus seperti yang dilakukan oleh Amit Das dkk.™! mengenai Low Barrier

Hydrogen Bond (LBHB) pada daerah sisi aktif. Ikatan hidrogen yang memiliki
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jarak lebih pendek dari 2,5 A dikategorikan sebagai LBHB. Studinya lebih lanjut
juga menunjukkan bahwa residu pada flap dan residu katalis berperan besar dalam
interaksi. Selain itu, ikatan hidrogen yang terbentuk pada sisi aktif membantu

menentukan keadaan protonasi dari asp25/asp25°.

Meskipun MDS dapat memberikan data dinamika ikatan hidrogen yang
terbentuk antara protease dengan inhibitor, namun MDS metode klasik tidak
mampu menjawab secara detail sifat-sifatnya. Hal ini karena MDS tidak mampu
menentukan tipe ikatan hidrogen. Mekanisme MD/Average Valence Bonds
(AVB) yang dilakukan oleh Trylska dkk.”® mampu memberikan informasi
mengenai peran ikatan hidrogen dan proses pemotongan poliprotein oleh protease.
Pada studinya tersebut, ia juga mengamati adanya LBHB pada molekul tanpa air.
Ketika inhibitor dan substrat berikatan (khususnya pada keadaan tanpa air) daerah

di sekitar asp25/asp25” tidak dapat dimasuki oleh molekul air.

Studi tinjauan interaksi dari PR yang cukup lengkap diberikan oleh Alcaro
dkk. dengan menggunakan empat inhibitor protease berbeda® (Lopinavir,
Amprenavir, Saquinavir, Atazanavir). Studi ini berfokus pada 4 mutasi: M46l,
L76V, V82A, dan 184V. Mutasi M46l, V82A, dan 184V diketahui memberikan
tingkat resistensi yang berbeda terhadap inhibitor PR yang saat ini tersedia.
Sedangkan L76V berkaitan dengan resistensi terhadap LPVE® dan DRVE. Pada
studinya, Alcaro menemukan ikatan hidrogen yang terbentuk pada residu ke-27
dan ke-29 dengan LPV; residu ke-25, ke-29, dan ke-30 dengan APV; residu ke-25,
ke-29, ke-48 dengan SQV; dan residu ke-27, ke-29, dan ke-48 dengan ATV.

Dalam beberapa studi yang berhasil dikumpulkan lebih banyak memberikan
tinjauan secara energetik dengan tinjauan interaksi sebagai pendukung
argumentasi. Studi yang dilakukan Kitiyaporn dkk®. memperlihatkan bahwa
energi dari mutan G48V bernilai lebih positif 3,5 kcal/mol dari WT. Nilai energi
tersebut memiliki kecocokkan terhadap perubahan K; pada range nilai yang sama
yang ditunjukkan oleh studi Ermolieff dkk. Akibatnya sensitivitas mutan terhadap
SQV berkurang 13,5 kali lipat dari W4,
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Studi lain yang membahas nilai energetik struktur cukup detail berasal dari
Chen dkk. Dengan berfokus pada sisi aktif untuk menunjukkan interaksi
utamanya, Chen dkk. memberikan data energi ikat bebas (AG) dari struktur WT
dan dua struktur mutan lain. Bahkan pada studi yang sama, ia memberikan data
yang lebih lengkap dari komponen energi ikat bebas. Data tersebut diberikan
untuk setiap residu PR yang berinteraksi dengan inhibitor. Beberapa peneliti
seperti Tuomo dkk.*® bahkan mencoba melihat interaksi antara PR dengan

inhibitor alami seperti substrat gula reaktif (endo-1,4-Xylanasell).

Selain pengamatan energetik, dinamika struktur sepanjang simulasi juga tak
luput dari bahan studi. Seperti yang dilakukan oleh Ekachai dkk.™ yang melihat
struktur dari PR kompleks dengan enam inhibitor (APV, IDV, LPV, NLV, RTV,
dan SQV). Dalam studinya diamati fleksibilitas dari struktur setelah dilakukan
proses docking. Hasilnya menunjukkan bahwa residu val82 dan val82’ membantu
menstabilkan ikatan yang terbentuk dengan residu hidrofobik P1 dan P1’ dari
inhbitor. Bahkan substitusi rantai samping residu ke-82 berupa —CHj; yang
dimiliki valin menjadi —OH yang dimiliki oleh threonin mampu meningkatkan
sensitivitas dari mutan ke semua obat. Hanya saja kemunculan mutasi V82T tidak
diiringi dengan mutasi pada residu ke-84. Hal tersebut dapat menyebabkan
kenaikan nilai K; pada semua obat. Efek paling jelas terlihat pada interaksinya
yang semakin melemah dengan indinavir, baik kemunculannya disertai dengan
mutasi lain atau tidak. Sedangkan apabila tidak bermutasi, residu ke-82 dan ke-84
dapat menyebabkan perubahan konformasi struktur pada daerah sisi aktif dan
mengakibatkan melemahnya interaksi van der Waals dengan inhibitor. Selain itu
ila mencatat mutasi yang sangat mempengaruhi interaksinya dengan APV: 150V,
184V/L90M, dan 154V/V82A/184V/L90M. Beberapa mutasi juga diketahui tidak
mempengaruhi interaksinya dengan APV: D30N, I50L, N88D, L90M,
D30N/N88D, 154V/L90M, dan 154M/L90M.

Kebanyakan studi berfokus pada daerah sisi aktif yang berdekatan dengan
residu katalitik. Namun Perryman dkk.”® mencoba untuk melihat peluang
interaksi pada daerah flap. Daerah flap memegang peranan dalam interaksi

inhibitor dengan residu Kkatalitik!®. Dari hasil simulasi, Piana dkk.[!
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menunjukkan bahwa pembukaan flap akan mengizinkan substrat memasuki sisi
aktif. Fungsi katalitik enzim bekerja dengan memotong substrat dalam proses
pematangan virus. Tahap terakhir, flap akan membuka kembali dan melepaskan
produk yang dihasilkan selama proses katalisasi. Mutasi pada daerah flap diyakini
dapat mengganggu siklus katalisasi PR ini. Piana dkk. juga menegaskan hal ini
dengan mutasi M461 yang menstabilkan flap dalam kondisi tertutup. Pengaruh
[62] yang

menunjukkan bahwa fleksibilitas flap menjadi berkurang karenanya. Ditambahkan

mutasi tersebut sebenarnya sudah diutarakan pada studi Collins dkk.

oleh studi Mahalingam dkk.[*®*! bahwa mobilitas flap menjadi berkurang akibat
mutasi K451 karena pengurangan nilai B-factor.

Studi Perryman dkk. menunjukkan bahwa ketika PR tidak berikatan dengan
inhibitor, konformasi flap yang muncul cenderung semi-terbuka. Flap baru akan
terbuka apabila terjadi pemuntiran pada residu katalitik: asp25/asp25°’. Pada
mutasi ganda V82F/184V yang disimulasikan, Perryman dkk. mendapati jika
semakin sering puntiran terjadi pada residu katalitik, maka pembukaan flap akan
semakin terlihat. Hal ini membuka jalan untuk penggunaan daerah flap sebagai

daerah target interaksi dengan inhibitor untuk mencegah pembukaan flap.

Hasil studi mutan terhadap inhibitor juga dapat digunakan sebagai dasar
drug design khususnya dalam pengembangan berbasis inhibitor yang telah ada.
Dari seluruh studi yang telah dilakukan, interaksi paling dominan yang ditemukan
antara protease dan inhibitor adalah berupa ikatan hidrogen. Dari studi antara PR
dengan inhibitor MVTO1 ditemukan 12 ikatan hidrogen. lkatan hidrogen yang
muncul diperkirakan berkontribusi sebesar 56-68% dari total interaksi antara PR-
inhibitor®). Melihat data tersebut, Gutschina dkk. menyarankan untuk membuat
inhibitor yang dapat meniru ikatan hidrogen yang terbentuk sebagaimana dengan
substrat alaminya. Rancangan tersebut juga diharapkan mampu mengurangi
mutasi yang muncul karena tekanan obat. Salah satu pengujian interaksi substrat
dan analognya telah dicoba dilakukan oleh Rao dkk.!®. Bahkan Kitiyaporn dkk.!
telah mengarahkan studi dinamika struktur dari kompleks PR-inhibitor kepada

drug design.
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BAB 4

METODE

Data Asam Amino DY1 dan RY1

Sequence Alignment

Pemodelan Protein Berbasis Template

Parameter Medan Gaya

Minimisasi Energi

Simulasi Dinamika Molekuler

Analisis

Gambar 4.1 Bagan Penelitian

Pada studi ini, digunakan metode dinamika molekuler. Beberapa tahapan
dalam simulasi dinamika molekuler dilakukan berurutan seperti yang terlihat pada
gambar 4.1. Data berupa rantai basa PR dari kedua pasien didapatkan dari Insti-
tute of Human Virology and Cancer Biology (IHVCB) Jakarta. Data ini kemudian
diubah menjadi rantai asam amino menggunakan program DNAtranslator dari
Matlab 7.0. Data asam amino kemudian dibandingkan dengan rantai asam amino
wildtype HXB2 (WT) menggunakan protokol sequence alignment. Struktur 3D
kedua pasien dibuat dengan build mutan. Pembuatan ini didasarkan pada struktur
3D WT sebagai template acuan. Ketiga struktur inilah yang akan disimulasikan
pada studi ini.
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Gambar 4.2 Metode untuk mendapatkan nilai tiap komponen matriks®®!

4.1.Sequence Alignment

Ketika dua atau lebih struktur HIV-1 PR dibandingkan, kita akan mendapati
adanya kemiripan struktur pada beberapa bagian asam aminonya. Kemiripan ini
dapat diamati secara struktur 3D ataupun dituliskan sebagai deretan kode satu
huruf dari asam amino tersebut. Proses pembandingan ini disebut sebagai
sequence alignment yang bertujuan untuk mencari kemiripan dari sekuen-sekuen

yang dibandingkan.

Pada perangkat lunak Discovery Studio, sequence alignment terdapat dalam
salah satu protokolnya. Melalui protokol ini dua sekuen berbeda (dari masing-
masing pasien dengan WT) dibandingkan untuk mencari kemiripan. Kemudian
asam amino yang sama dan kemungkinan terjadinya perubahan jumlah asam
amino dalam sekuen tersebut akan ditandai. Metode yang digunakan adalah algo-
ritma align123 yang menyusun asam amino dalam bentuk matriks BLOSUM.
Algoritma tersebut merupakan metode pemrograman dinamik yang terintegrasi

dan dikembangkan dari program Clustal W hasil studi Thompson dkk®".

Algoritma ini menyusun matriks (H) dengan nilai baris M dan kolom N.
Nilai M menunjukkan jumlah asam amino pada sekuen A dan N menunjukkan
jumlah asam amino pada sekuen B. Nilai tiap komponen matriks H;; ditentukan
dari nilai maksimum tiga komponen matriks lainnya yaitu Hi.1j.1, Hi.1j, dan Hij1

(gambar 4.2) melalui persamaan:
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Hi_1,j—1 + Wap;

H;j = max§ Hi-1,j + W (4.1)
Hyj_1 +wyp,

Simbol A merupakan nilai yang merepresentasikan gap yang muncul pada sekuen.
Faktor kemiripan residu asam amino ditunjukkan oleh waigj yang umumnya
memberikan nilai 1 jika asam amino pada posisi tersebut sama dan bernilai 0 jika
berbeda. Sedangkan nilai penalty diberikan berdasarkan kemunculan gap yang
ditandai oleh wy 4 dan w,p pada tiap komponen matriks. Nilai-nilai yang
digunakan pada faktor kemiripan maupun penalty dapat berbeda sesuai metode

yang digunakan.

4.2 Pemodelan Protein Berbasis Template

Umumnya pada studi mengenai model molekuler, struktur 3D dari sekuen
yang dimiliki tidak diketahui. Pada studi ini pun hanya diketahui data asam amino
dari sekuen kedua pasiennya saja. Untuk memperoleh struktur 3D dari kedua
pasien, diperlukan struktur lain yang telah diketahui®® sebagai template acuan.
Template yang dipakai harus memiliki kemiripan setidaknya 5006."" dengan
struktur 3D yang diinginkan. Kemiripan ini dapat diperoleh dari hasil sequence
alignment yang dilanjutkan dengan penilaianl™™ pada beberapa bagian asam

amino untuk menentukan ada tidaknya mutasi pada struktur.

Kemiripan yang tinggi dengan template akan memberikan struktur 3D yang
lebih baik. Hal ini dikarenakan dalam penyusunan strukturnya dilakukan dengan
tetap memperhatikan posisi atom karbon alfa (Ca). Atom Co merupakan
penyusun backbone struktur protein. Berdasarkan posisi atom Ca baru kemudian
dilakukan penentuan posisi rantai samping dari residu asam amino mutasi pada
struktur sekuen. Sifat fisis dan kimia seperti struktur sekunder dan aksesibilitas
pelarut dari sekuen' juga diperhitungkan untuk menentukan struktur sekuen.

Pada studi ini pemodelan dilakukan dengan menggunakan build mutan protocol.
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4.3.Medan Gaya CHARMmM

Struktur yang diperoleh dari permodelan homologi umumnya masih
memiliki atom hidrogen yang tidak lengkap. Atom hidrogen yang hilang ini
ditambahkan dengan mengaplikasikan medan gaya CHARMmM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics). Medan gaya CHARMmM diperlukan untuk
mendapatkan perhitungan nilai energi dari simulasi mekanika molekuler. Nilai
energi tersebut diperoleh dari koordinat atom dan interaksi tanpa ikatan

[7-8]

(elektrostatik dan van der waals)'"™. Energi molekul dapat diperoleh dengan

persamaan:
Epot 3 Eregang g Esudut it Etorsi + Ebidang o Eelek - Evdw

=L kyp(r —10)? + X kg (8 — 00)* + X(lkg| — kg cos(n®)) +

2 qiq; Aij  Bjj 2 .2 .2
EhG= 1o + B 4 3 (5 - ) swliturdyy) - (42
Ept = energi potensial sistem

Eregang = €Nergi peregangan ikatan

Esuaut = energi perubahan sudut

Ewrsi = energi perubahan sudut puntir
Ebidang = €nergi simpangan keluar bidang
Ecek = energi elektrostatik

Eww =energi van der Waals

<

Gambar 4.3 Peregangan ikatan antara dua atom
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Interaksi antara dua atom yang berikatan dapat menyebabkan posisi kedua

atom saling mendekat atau menjauh (gambar 4.3). Perubahan posisi yang terjadi

secara simultan ini membuat ikatan antara kedua atom menyerupai rapatan dan

renggangan yang terjadi pada pegas. Energi ikat antar atom tersebut dapat

dituliskan dalam bentuk hukum Hooke:

k
Eregang =3 (- lo)z (4.3)

k = konstanta peregangan ikatan
| = jarak ikatan
lp = jarak ikatan awal

Tiga atom yang berikatan dapat membentuk sebuah sudut 0. Interaksi antara

atom-atom yang berada di ujungnya menyebabkan posisi atomnya mendekat atau

menjauh (gambar 4.4). Akibatnya terjadi perubahan sudut yang dibentuk oleh

ketiga atom. Interaksi tersebut dapat dilihat sebagai elastisitas sebuah pegas yang

diikatkan pada tiap ujung atom. Perubahan energi yang terjadi pun cukup

signifikan dan dapat dihitung menggunakan pendekatan hukum Hooke seperti

pada peregangan ikatan:

k
Esuaut = > (6 — 90)2 (4.4)
k = konstanta peregangan ikatan

6 = sudut ikatan

6o = sudut ikatan awal

LT Ad

Gambar 4.4 Perubahan sudut yang dibentuk oleh tiga atom
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Gambar 4.5 Sudut torsi yang dibentuk oleh empat atom

Ikatan yang dibentuk dari empat atom secara linear dapat mempengaruhi
posisi sudut torsi (atau sudut puntir) pada sumbu puntirnya. Pada gambar 4.5,
atom berwarna hijau dan kuning yang berada pada ujung-ujung ikatan dapat
bergerak dengan bebas dengan dua atom di tengah sebagai sumbunya. Sudut
puntir didapat dari kesegarisan antara dua atom yang berada di ujung-ujung
molekul. Besar sudut puntir ini berada dalam kisaran 0 hingga +180°. Energi yang
diakibatkan dari perubahan sudut torsi dapat dihitung berdasarkan:

Eorsi = %% [1+ cos(nw — )] (4.5)
V,, = potensial penghalang
y = faktor fase

w = sudut torsi

Jika ikatan yang terbentuk dari empat buah atom atau lebih terpusat pada
satu sumbu, maka akan terbentuk kesebidangan antara atom yang berada di ujung-
ujung ikatannya. Posisi atom yang menjadi pusatnya dapat berubah sehingga
membuatnya keluar-masuk bidang (gambar 4.6). Akibatnya sistem mengalami
perubahan energi yang disebut sebagai energi out-of-plane atau simpangan keluar
bidang, dan dapat dihitung dengan:

Epidang = k(1 — cos 2w) (4.6)
k = konstanta peregangan ikatan

@ = sudut bidang
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Gambar 4.6 Sudut simpangan keluar bidang

Dua atom atau lebih yang tidak berikatan masih dapat memberikan
kontribusi interaksi antar muatannya. Energi elektrostatik didapatkan dari
interaksi muatan atom. Pada metode mekanika molekuler distribusi elektron tidak
dimasukkan ke dalam perhitungan. Energi elektrostatik sistem diperoleh dari

hukum Couloumb:

qidj
Eeler = ZI'VA Mo (4-5)

=12J=1 gamer;
N = jumlah muatan titik
g = nilai muatan
r =jarak antar muatan
go = permitivitas muatan

Pengkutuban muatan yang terjadi pada molekul menyebabkan munculnya
interaksi van der Waals. Energi interaksi van der Waals dapat dihitung dengan

menggunakan persamaan potensial Lennard-Jones:

Buar =4¢[(2)" = ()] “9)

& =sumur potensial
o = jarak saat nilai energi nol
r = jarak saat energi minimum
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4.4.1mplicit Solvent

Sistem biomolekular umumnya merupakan sebuah kesatuan sistem yang
terdiri dari bahan terlarut dan pelarut. Pada studi ini, HIV protease merupakan
bahan terlarut, sedangkan yang menjadi bahan pelarut biasanya berupa air dengan
sejumlah kadar garam sebagaimana keadaan dalam tubuh manusia. Untuk
mendekati keadaan riil tersebut, studi mengenai simulasi biomolekular seringkali
menggunakan sistem explicit solvent atau menggunakan molekul air yang akan
dimasukkan ke dalam interaksi molekular sepanjang simulasi berlangsung. Hanya
saja model simulasi dengan explicit solvent yang dilakukan pada struktur biomo-
lekular yang cukup besar, akan membutuhkan waktu dan sumber daya yang besar.

Simulasi pada studi ini digunakan metode implicit solvent. Implicit solvent
tidak menggunakan molekul air secara riil, melainkan menggantinya dengan
pendekatan medan potensial rata-rata efektif pada daerah permukaan yang terbuka
bagi pelarut (SASA) dari sistem. Salah satu keuntungan utama dari penggunaan
implicit solvent adalah kemampuannya untuk menghitung solvation free energy
dengan meminimalkan kesalahan akibat faktor statistik yang diakibatkan oleh

Gambar 4.7 Permukaan sistem molekul yang diambil dari radius Born.
Gambar berasal dari struktur WT pada studi ini.
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molekul pelarut. Selain itu metode implicit solvent mengizinkan pergeseran atom
dari sistem biomolekular yang relatif besar tanpa kekhawatiran akibat adanya

tumpang tindih dengan pelarut®.

Parameter yang digunakan pada studi ini adalah Generalized Born
Molecular Volume (GBMV). Metode ini memasukkan radius born dari integrasi
volum molekulnya yang memiliki konstanta dielektrik internal lebih kecil
daripada lingkungan di luar volumnya[73]. Pada beberapa studi, nilai integral
volumenya bisa diperoleh dari integrasi permukaan molekul. Metode ini cukup
akurat untuk menghitung energi elektrostatik solvasi, yaitu berkisar antara 0,4%-
1%. Penghitungan nilai energi sistem dengan parameter GBMV diberikan dengan

persamaan:

Eff =—kD;;—1 (4.7)

k = konstanta Couloumb
Djj= nilai dielektrik atom
g = nilai muatan

f =fungsi gaya generalized born

4.5.Minimisasi

Sebelum simulasi dinamika molekuler dilakukan, energi sistem terlebih
dahulu harus diminimisasi. Sistem yang memiliki energi minimum akan memiliki
struktur yang lebih stabil. Selama proses minimisasi dilakukan posisi atom-atom
pada molekul akan mengalami perubahan hingga mencapai gradien energi yang
diinginkan. Perolehan nilai minimisasi berkaitan dengan pencarian nilai maksi-
mum/minimum pada suatu fungsi. Jika model sekuen pada studi ini memiliki
fungsi f yang bergantung pada variabel x sejumlah i, maka untuk menentukan nilai
energi minimumnya diperlukan syarat turunan pertama nol dan turunan kedua

bernilai positif:

o _o 51

=0 52> 0 (4.8)
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Studi ini menggunakan dua tahap minimisasi, yaitu menggunakan algoritma

steepest descent dan conjugate gradien.

4.5.1. Steepest Descent

Metode steepest descent (SD) merupakan metode yang sederhana. Metode
ini hanya menggunakan informasi yang didapatkan melalui turunan pertama
fungsi. Pada setiap iterasinya, koordinat yang tersimpan hanyalah koordinat yang
didapatkan pada saat itu saja. Konvergensi SD bergerak perlahan dari nilai
minimum yang terlokalisasi hingga mencapai energi potensial permukaan dari

sekuen kompleks.

Iterasi pada metode ini dilakukan dengan membuat nilai fungsi f berkurang
dengan cepat. Arah tersebut berlawanan dengan nilai Vf (x;) atau ke arah gradien
negatif. Pencarian nilai minimum berawal dari titik asal xo menuruni gradiennya

dengan prosedur iterasi:

X1 = X = LV () = xpe — Aeg (x) (4.9)

Nilai g(xi) merupakan gradien pada titik sembarang. Sedangkan Ay ditentukan

kemudian dengan ketentuan:
d%f(xkﬂ) = Vf(xk+1)T%xk+1 = Vf(xes1)"g(x) = 0 (4.10)
k k

Setelah didapati nilai untuk Ax maka pencarian nilai fungsi dilakukan kembali
dengan menggunakan gradien negatif pada titik yang baru ini. Tahapan-tahapan
tersebut kembali diulang hingga didapatkan nilai minimum sesuai dengan nilai

deviasi yang diinginkan.

Pada dasarnya, konvergensi untuk molekul besar sulit didapatkan melalui
metode SD. Namun, metode ini mampu memperbaiki konformasi struktur yang
random, khususnya struktur hasil permodelan homologi dengan cara mutasi
manual. Jika digambarkan dalam koordinat Cartesian, metode SD akan
memberikan lintasan zig-zag yang saling tegak lurust®! (gambar 4.8). Sifat

lintasan hasil yang tegak lurus membuat proses konvergensi menjadi cukup
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START

Y

‘
i * x

Gambar 4.8 Lintasan algoritma steepest descent untuk mencari nilai

minimum(™!

lambat. Meskipun secara teoritis metode ini memberikan hasil yang konvergen,

namun secara riil belum tentu mencapai konvergen dalam jumlah langkah tertentu.

4.5.2. Conjugate Gradient

Metode conjugate gradient (CG) memberikan hasil yang lebih baik dari
metode SD. Metode CG memperhitungkan iterasi yang diperoleh dengan data
sebelumnya untuk menentukan langkah berikutnya. Tidak seperti SD, metode CG

kurang tepat digunakan pada struktur sekuen yang masih dalam keadaan acak.

Konjugasi yang menjadi asal kata metode ini berarti dua vektor yang tidak
sama (d; dan d;) yang saling ortogonal terhadap matriks simetris apapun (Q).

Secara matematis:
di -Q-d;=0 (4.10)

Persamaan 4.10 dapat dilihat sebagai ortogonalitas secara umum sehingga matriks
Q dapat dituliskan sebagai matriks satuan. Proses minimisasi dilakukan dengan
mencari nilai minimum f(x) pada tiap arah d; ke seluruh penjuru kemungkinan
nilai. Misalnya kita memiliki area nilai berbentuk elips (gambar 4.9 (a)), maka

semua pasangan vektor yang terlihat tegak lurus akan bersifat ortogonal. Jika area
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ini kita “tarik” sehingga menjadi berbentuk lingkaran (gambar 4.9 (b)), maka
pasangan vektor yang tegak lurus akan bersifat Q-ortogonal. Sifat ortogonal ini
serupa dengan ortogonalitas terhadap matriks Q pada persamaan 4.10. Arah
vektor d; pada gambar 4.9 (b) menuju pusat x yang merupakan nilai minimum CG.
Untuk mendapatkan nilainya dapat menggunakan pendekatan tangensial antara
dua pasangan vektor.

Vektor pertama diperoleh dari pendekatan gradien negatif SD:
dy = —g(x0) = —go (4.11)

Pada metode CG, gradien positif juga masuk ke dalam perhitungan mengingat
pencarian nilai minimum dilakukan ke seluruh area nilai. Langkah berikutnya

ditentukan melalui:

dri1 = —Gk+1 t Brdy (4.12)

Dengan nilai s« merupakan persamaan Fletcher-Reeves dengan nilai:

T
_ Yk+1'9k+1
R (4.13)

(z) (6}

Gambar 4.9 Penggambaran pencarian nilai minimum x yang menjadi pusat

area (a) elips dan (b) lingkaran yang berasal dari area elips yang “ditarik”["®
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Persamaan 4.12 menguatkan konsep dari metode CG yang memperhitung-
kan hasil yang didapat dengan hasil sebelumnya untuk menentukan langkah
selanjutnya. Penggunaan persamaan 4.13 sendiri sebenarnya dapat mengakibatkan
bertambahnya waktu simulasi. Cara termudah untuk menentukan arah conjugate
gradien adalah dengan mengambil nilai rata-rata dari persamaan Fletcher-
Reeves!’”). Dalam beberapa kasus nilai koefisien A yang didapat dari persamaan
Fletcher-Reeves tidak memberikan hasil yang kurang baik pada fungsi non-

kuadrat. Pada simulasi ini digunakan persamaan Polak-Ribiere sebagai pengganti:

e r
B, = 9k+1;%l.c‘;-; gic) (4.14)

Tahap minimisasi CG merupakan tahap kedua yang dilakukan untuk
memperoleh energi minimum. Jika SD hanya mampu memberikan energi
minimum secara lokal, maka CG mencari energi minimum dari struktur kompleks

secara keseluruhan.

4.6.Simulasi Dinamika Molekuler

Simulasi dinamika molekuler (MDS) pada dasarnya melakukan perhitungan
pada parameter-parameter yang telah diberikan seperti misalnya medan gaya.
Perhitungan yang dilakukan pada MDS berasal dari fisika klasik. Terdapat tiga
proses MDS yang umum dilakukan pada studi mekanika molekuler: heating,

equilibrium, dan production.

Heating bertujuan untuk memasukkan variabel temperatur ke dalam model
sekuen. Hal ini perlu dilakukan mengingat mulai dari tahap permodelan homologi
hingga minimisasi, struktur berada dalam keadaan tanpa temperatur. Temperatur
yang digunakan pada studi ini sebesar 298 K atau 25 °C mengikuti temperatur
ruang. Setelah proses heating dilakukan kemudian dilanjutkan dengan proses
equilibrium. Pada tahapan kedua ini molekul dibuat berada dalam keadaan
temperatur yang dijaga stabil. Dengan demikian struktur molekul dapat
dipertahankan. Tahap terakhir adalah production yang memasukkan variabel
temperatur dan tekanan bersamaan. Pada tahap ini energi kinetik yang didapatkan

berasal dari:
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E, =YV, Bl _KeT 3y ) (4.15)

=1 2m,; 2
3N-N¢ = jumlah derajat kebebasan
Kg = jarak saat nilai energi nol

4.7.Energi Interaksi PR-Inhibitor
Analisa baru dilakukan setelah tahap production selesai dilakukan, yaitu

berdasarkan tinjauan dinamika struktural dan energi interaksi antara PR dengan
inhibitor. Dalam penghitungannya, energi ikat yang diperoleh antara PR dengan
inhibitor diperoleh dari persamaan:

e |- A (B e ) bicor  (4-16)
Dengan:
G'=Eypy + Ggiy = TAS (4.17)
G  =energi bebas gibbs rata-rata
Emm = energi mekanika molekuler (didapat dari energi medan gaya)
Gsolv = energi bebas dari model pelarut

TAS = entropi sistem
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BAB 5

HASIL DAN DISKUSI

5.1.Preparasi Struktur

5.1.1. Sequence Alignment

Dalam penelitian ini, data protease HIV yang diambil dari pasien dengan
kode RY1 dan DY1 diperoleh dari Institute of Human Virology and Cancer
Biology (IHVCB) Ul. Data tersebut berupa sekuen basa DNA, sehingga harus
dikonversi terlebih dahulu menjadi sekuen asam amino. Konversi DNA menjadi
asam amino dilakukan dengan menggunakan program dna2pro yang dijalankan
pada Matlab 7. Setelah basa DNA tersebut dikonversi, didapatkan susunan 99
asam amino dari HIV-1 Protease. Data ini kemudian dicocokkan dengan data
sekuen protease HIV galur B menggunakan protokol Align Multiple Sequence
(selanjutnya disebut protokol sequence alignment) dari Accelrys Discovery Studio
2.1 dan juga menggunakan fasilitas yang tersedia di database HIV Stanford

University!"®..

XB2
¥1

XB2
Y1

XB2
Y1

xB2
1

(b)

Gambar 5.1 Hasil analisis sekuen dari protokol sequence alignment antara
(@) WT dengan RY1; (b) WT dengan DY1
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Hasil database HIV Stanford menunjukkan bahwa data yang digunakan
memiliki kemiripan yang cukup tinggi dengan galur AE (persentase kemiripan
97,3% dan 96,6% masing-masing untuk RY1 dan DY1). Sedangkan hasil
perbandingan yang diperoleh dari protokol sequence alignment, struktur protease
RY1 dan DY1 memiliki kemiripan dengan galur B masing-masing sebesar
87,88% dan 85,86%. Pada studi ini, galur B digunakan sebagai acuan, karena
galur ini merupakan galur yang paling umum ditemukan. Hasil perbandingan
mutasi yang diperoleh dari protokol sequence alignment untuk kedua pasien dapat

dilihat pada gambar 5.1.

Dari hasil observasi menggunakan protokol sequence alignment, diketahui
terdapat 12 mutasi untuk RY1 dan 14 mutasi untuk DY1. Daftar mutasi untuk
masing-masing sekuen dapat dilihat pada tabel 5.1. Hasil tersebut berbeda dengan
daftar mutasi yang diberikan oleh database HIV Stanford yang hanya
memberikan 10 mutasi untuk RY1 dan 12 mutasi untuk DY1. Setelah dilakukan
perbandingan antara kedua hasil (protokol sequence alignment dan database HIV
Stanford), diketahui bahwa pada posisi asam amino ke-3 dan ke-37 ternyata tidak
dianggap sebagai mutasi oleh database HIV Stanford. Perbedaan ini terjadi
karena yang digunakan sebagai pembanding dalam protokol sequence alignment
adalah galur B. Sedangkan pada database HIV Stanford, pembandingnya adalah
galur AE.

Dari mutasi tersebut, RY1 dan DY1 memiliki mutasi yang sama pada residu
ke 13, 20, 36, dan 89 yang telah diketahui beberapa karakteristiknya. Mutasi 113V

diketahui muncul pada protease dengan galur B yang telah mendapatkan peng-

Tabel 5.1 — Daftar mutasi residu untuk kedua protease

RY1 Va3l, 113V, K20R, E35D, M36l, S37N, R41K, K45R, R57K,
H69K, L89M, LI71
DY1 V3l, L101, 113V, G16E, K20R, E35D, M36l, S37N, R41K,

162V, HE9K, V771, L89IM, LI7I
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obatan antiretroviral. Mutasi K20R/M/I/T/VV merupakan mutasi yang diketahui
meningkatkan resistensi terhadap sejumlah inhibitor protease ketika muncul
bersamaan dengan mutasi lainnya. Mutasi M361 diketahui sebagai salah satu
penyebab resistensi untuk inhibitor tipranavir (TPV)*®) bagi tipe galur B.
Sedangkan pengaruh resistensi akibat mutasi L89M masih belum diketahui.

Berdasarkan database HIV Stanford, pada protease DY1 ditemukan mutasi
minor L10I/V/F/IR/Y yang memberikan resistensi terhadap banyak inhibitor
protease ketika muncul bersama dengan mutasi lainnya. Mutasi G16E memiliki
sedikit pengaruh pada terapi atazanavir (ATV). Sedangkan mutasi V771 memiliki
pengaruh terhadap terapi nelfinavir (NFV). Protease DY 1 memiliki cukup banyak
mutasi terkait dengan kekebalannya terhadap beberapa inhibitor bila dibandingkan
dengan pasien RY1. Pada studi ini, mutasi V32l, 147V, 154M/L, 184V yang
menurunkan sensitivitas terhadap inhibitor amprenavir (APV) tidak terlihat.
Namun, mutasi E35D" 8! diketahui memberikan pengaruh terhadap sensitivitas
protease terhadap APV. Sedangkan khusus untuk lopinavir (LPV) memiliki dua
jalur tingkat resistensi, yaitu menyerupai inhibitor indinavir (IDV) (M46I/L,
I54V/T/A/S, dan V82A/T/FIS) serta menyerupai inhibitor APV (V32I, 147VI/A,
150V, I54L/M, dan L76V).

5.1.2. Mutasi Struktur

Secara umum, proses preparasi struktur terdiri dari 2 tahap, proses pencarian
template sebagai model awal (wildtype/WT), dan proses mutasi template dengan
menyesuaikan asam amino protease RY1 dan DY1 (bagan 5.1). Semua template
yang digunakan diambil dari RCSB®? dan termasuk ke dalam galur B. Meski
protease RY1 dan DY1 termasuk ke dalam galur AE, template tetap dapat
digunakan karena memiliki kemiripan residu sebesar 90%. Studi ini
memperhatikan interaksi HIV-1 protease dengan inhibitor APV dengan template
1T7J yang mengandung mutasi Q7K, K14R, V82T, dan 184V Template ini
kemudian dimutasikan berdasarkan data mutasi dari database HIV Stanford.
Penggunaan data mutasi ini diperkuat dengan studi Bandaranayake dkk.®!! yang
serupa dengan data analisis database HIV Stanford dimana asam amino ke-3 dan

37 pada galur AE bukan merupakan hasil mutasi. Hal ini dilakukan sebagai pen-
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Template

Data Asam
Amino
Analisis
Mutasi

Bagan 5.1 Tahapan proses pemodelan homologi protease RY1 dan DY1

Build Mutant

RY1 DY1 Wildtype

dekatan terhadap galur AE dari kedua protease. Sehingga setelah tahap ini dilalui,
tiga model awal kompleks template WT, protease RY1 dan DY1 disimulasikan.
Perbandingan struktur tiga dimensi antara model RY1 terhadap WT (a) dan model
DY1 terhadap WT (b) dapat dilihat pada gambar 5.2.

Setelah dilakukan mutasi struktur didapatkan struktur dasar dari WT, DY1,
dan RY1. Struktur kemudian diminimisasi terlebih dahulu sebelum simulasi untuk
mendapatkan kestabilan struktur pada energi rendah. Usai minimisasi, dianalisis
probabilitas mode protonasi yang terdapat dalam struktur protease. Mode
protonasi ini penting untuk studi terhadap data struktur atom hidrogen yang hilang
akibat mutasi yang terjadi pada HIV-1 PRE*®!. Mode protonasi ini berada pada
bagian sisi aktif asp25/25°. Secara keseluruhan, terdapat sembilan mode protonasi
yang dapat terjadi (gambar 5.3) dengan tiga tipe protonasi: unprotonasi,
monoprotonasi, dan diprotonasi. Penelitian ini mengacu pada studi Kitiyaporn
dkk® yang menganalisa empat mode protonasi: unprotonasi (mode 1),
monoprotonasi asp25 (mode 2), monoprotonasi asp25’ (mode 3), dan diprotonasi
(mode 6). Dari empat model ini, dipilih salah satu mode protonasi yang paling
stabil secara energi dan struktur untuk disimulasikan. Pada penelitian ini, keempat
mode protonasi ini diberikan kepada masing-masing model protease. Analisis
dilakukan berdasarkan kondisi pada WT saja, sehingga untuk model protonasi
bagi kedua model yang digunakan selanjutnya mengikuti hasil analisis terhadap
WT.
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(b)
Gambar 5.2 Superposisi backbone dari (a) WT (hijau) terhadap RY1
(merah); dan (b) WT terhadap DY1 (biru), dengan menampilkan residu

termutasi pada kedua protease
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Qiodﬁg c Mode 8 Q

Gambar 5.3 Sembilan mode protonasi®! pada sisi aktif asp25 dan asp25’.

Mode 1 adalah mode unprotonasi, mode 2 hingga mode 5 adalah mode

monoprotonasi, dan mode 6 hingga mode 9 adalah mode diprotonasi.

5.1.3. Analisis Mode Protonasi untuk HIV-1 PR dengan APV

Mengacu pada studi yang dilakukan oleh Kitiyaporn dkk., empat mode
protonasi pilihan diminimisasi dengan dua tahap. Tahap pertama, dilakukan
dengan metode steepest descent, yang dilanjutkan dengan metode conjugate
gradient. Dari hasil minimisasi didapatkan bahwa model protonasi dengan
inhibitor APV memiliki 8 ikatan hidrogen antar-residu yang mungkin terbentuk
pada sisi aktifnya. lkatan antar-residu ini tentunya berperan dalam kestabilan
struktur dan interaksi antara protease dengan inhibitor. Dari perbandingan jumlah
ikatan hidrogen untuk tiap mode, dapat dinyatakan bahwa mode 3 cenderung lebih
stabil karena memiliki ikatan hidrogen pada sisi aktifnya paling banyak (7 ikatan
hidrogen) dibandingkan dengan mode lainnya. Mode 2 memiliki ikatan hidrogen
yang sama dengan mode 1 sebanyak 4 ikatan, dengan jarak ikatan ke-2, ke-7, dan
ke-8 berkurang 0,04, 0,05, dan 0,13 A dan pada ikatan ke-3 bertambah sebesar
0,09 A.

Pada mode 3 memiliki lima ikatan hidrogen yang sama dengan mode 1,
yaitu pada ikatan ke-2, ke-5, ke-7 dan ke-8 yang mendekat masing-masing sebesar
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Tabel 5.2 Data jarak ikatan hidrogen yang terbentuk (dalam A) pada sisi
aktif asp25 dan asp25’ untuk WT dengan APV

Os2(asp25)-Hy(thr26) 1 - - 2.49 -
0s,(asp25)-Hn(gly27) 2 2.05 2.01 2 1.94
05,(asp25)-Hy(ala28) 3 1.99 2.08 2.2 2.14
Os1(asp25')-Hy(ala28') 4 2.24 - - -
Os2(asp25')-H,4(thr26) 5 p. T : 1.96 ]
Os2(asp25')-H,4(thr26') 6 - 2.48 2.45 -
Os,(asp25')-Hy(gly27) 7 24 2.05 2.03 2.16
Os,(asp25')-Hn(gly27') 8 2.06 1.93 1.9 1.91

0,05, 0,14, 0,07 dan 0,16 A. Mode 3 memiliki dua ikatan baru yang terbentuk,
yaitu pada ikatan ke-1 dan ikatan ke-6. Begitu pula dengan mode 2 meski hanya

memiliki satu ikatan baru yang terbentuk, yaitu pada ikatan ke-6 saja.

Dari analisa energi minimisasi, nilai potensial akhir yang dimiliki oleh mode
3 memiliki nilai -10671,36 kcal/mol atau lebih rendah 6,38 dan 15,06 kcal/mol
Jika dibandingkan masing-masing dengan mode 2 dan mode 6. Pola yang sama
ditemukan pada energi elektrostatik dengan energi terendah dimiliki oleh mode 3
sebesar -8169,32 kcal/mol atau lebih rendah 37,62 kcal/mol dari mode 1 dan lebih
rendah 34,25 kcal/mol dari mode 6. Sedangkan pada energi van der Waals nilai
terendahnya dimiliki oleh mode 6 sebesar -1793,90 kcal/mol atau lebih rendah
34,38 kcal/mol dari mode 1 dan lebih rendah 31,75 kcal/mol dari mode 6. Energi
yang minimum dari mode 3 menunjukkan bahwa secara energetik mode ini cukup
stabil. Oleh karena itu untuk model dengan inhibitor APV digunakan mode 3
untuk simulasi. Hasil ini memiliki kesesuaian dengan studi yang dilakukan oleh

Kitiyaporn dkk.

5.2.Simulasi Dinamika Molekuler
Studi ini dilakukan melalui tiga tahapan simulasi: heating, equilibration, dan
production. Pada tahap penentuan mode protonasi dilakukan dengan cara

meminimisasi energi sistem, sehingga struktur berada dalam keadaan optimal.
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Tabel 5.3 Data energi dari setiap mode protonasi untuk WT dengan APV

(dalam kcal/mol)

-10487,66 -10664,98 -1759,42 -8131,70
-10478,20 -10671,36 -1762,15 -8169,32

_ -10468,31 -10656,30 -1793,90 -8135,07

ala28'
Mode 1
|y27' HN
\ asp25
asp25 ‘
. HN'
a2 i
o ala28 s
J =
thr26
Mode 6
asp25 ly27'
asp25'
~ H i ,I 82
ala28 .- "
Hy V
gly27

thr26

Gambar 5.4 Ikatan hidrogen yang terbentuk pada tiap mode protonasi untuk
WT dengan APV
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Pada subbab 4.5, diperlihatkan bahwa minimisasi dilakukan hanya berdasarkan
fungsi posisi dan energi. Sehingga struktur diasumsikan berada dalam keadaan
ideal tanpa ada pengaruh eksternal seperti temperatur. Untuk mendapatkan hasil
simulasi yang mendekati keadaan riil, pengaruh lingkungan sistem seperti
temperatur dimasukkan dalam perhitungan. Pada proses heating selama 6 ps,
temperatur sistem dinaikkan dari 0 K hingga mencapai temperatur ruang sebesar
298 K. Kemudian sistem dipertahankan dalam keadaan temperatur setimbang
selama 34 ps proses equilibration, hingga akhirnya perhitungan MDS dilakukan
pada tahapan production selama 60 ps dari simulasi. Analisis dari sistem secara
keseluruhan dilakukan setelah semua tahap simulasi berakhir. Waktu simulasi 100
ps dipilih untuk menyesuaikan dengan kemampuan sumber daya komputer yang

digunakan dan dengan pertimbangan ukuran model yang akan disimulasikan.

5.2.1. Heating

Pada tahapan heating, sistem tidak langsung mencapai temperatur 298 K.
Kenaikan temperatur dari keadaan 0 K terjadi selama 2 ps pada simulasi dengan
nilai yang hampir sama untuk ketiga model (gambar 5.5). Ketika mendekati nilai
temperatur ruang, kenaikan temperatur pada sistem mulai stabil dan mendapatkan
kesetimbangan temperatur yang diinginkan. Kesetimbangan yang terjadi tidak
tepat berada pada temperatur 298 K, namun terjadi fluktuasi untuk mendekatkan
model dengan keadaan riil. Sepanjang kestabilan temperatur pada proses heating
ini, terlihat bahwa fluktuasi yang dialami oleh model RY1 memberikan nilai
temperatur yang cenderung lebih rendah bila dibandingkan dengan WT ataupun
DY1.

Seiring dengan terjadinya kenaikan temperatur sistem, energi kinetik yang
dimiliki sistem juga naik hingga 2250 kcal/mol (gambar 5.6). Kenaikan energi
Kinetik hingga waktu simulasi 2 ps sesuai dengan kenaikan temperatur yang
teramati pada gambar 5.5. Setelah waktu simulasi 2 ps, nilai energi Kinetik dari
model RY1 terlihat lebih rendah bila dibandingkan dengan model WT dan model
DY 1. Pada akhir simulasi heating juga didapatkan nilai energi kinetik model DY1
yang lebih tinggi dari model WT. Hasil ini memperlihatkan adanya kecocokan

antara kurva temperatur dengan energi Kinetik sistem. Hubungan antara
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Gambar 5.5 Kurva temperatur sistem sepanjang simulasi pada proses
heating untuk ketiga model (WT, RY1 dan DY1)

2500 -
—— ——————=—
~ 2000 |
o
5
g
i 1500 |-
—
2
< 1000 -
=
(]
c
w500 | —DY1
— HXB2
———ARY1
0}
1 1 1 1 ] ] 1
0 1 2 3 4 5 6

Waktu (ps)

Gambar 5.6 Kurva energi Kinetik sistem sepanjang simulasi pada proses
heating untuk ketiga model (WT, RY1 dan DY1)
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temperatur dan energi Kinetik sistem juga dapat diamati melalui kemiripan
fluktuasi kurva pada saat sistem mencapai 2 ps.

Energi potensial pada ketiga model sepanjang tahap heating (gambar 5.7)
menunjukkan bahwa energi potensial sistem tidak dipengaruhi secara langsung
olen kenaikan temperatur. Energi potensial sistem sejak awal simulasi
memberikan nilai yang berbeda untuk model WT, RY1, dan DY1. Nilai energi
potensial sistem ini dipengaruhi oleh interaksi dan posisi antar atom pada sistem.
Perubahan energi yang teramati pada kurva menunjukkan pergerakan (perubahan
posisi atom-atom) yang terjadi pada sistem sepanjang terjadinya perubahan
temperatur. Pergerakan ini juga mengurangi kestabilan sistem yang ditandai

dengan fluktuasi yang terlihat pada gambar 5.7.

Dari gambar 5.7 juga dapat diamati bahwa sejak awal simulasi, nilai energi
potensial dari model DY1 memiliki energi yang paling minimum dan berfluktuasi

pada nilai -8750 kcal/mol. Sedangkan energi potensial untuk model WT dan RY1,

-8000
-8500 |
)
£ 9000}
8
=
T -9500 |
7
C
9
& -10000 |
I
2
W -10500 |
-11000 |
1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6
Waktu (ps)

Gambar 5.7 Kurva energi potensial sistem sepanjang simulasi pada proses
heating untuk ketiga model (WT, RY1 dan DY1)
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Gambar 5.8 Kurva energi total sistem sepanjang simulasi pada proses
heating untuk ketiga model (WT, RY1, dan DY1)

masing-masing berada pada fluktuasi energi -8300 dan -8500 kcal/mol. Nilai
energi total sistem cukup dipengaruhi oleh energi potensialnya. Sedangkan energi
kinetik sistem tidak mempengaruhi energi totalnya secara signifikan. Energi total
sistem DY1 juga memiliki nilai yang paling minimum bila dibandingkan dengan
dua model lainnya. Fluktuasi nilai energi total berada pada nilai -6000, -6100, dan
-6250 kcal/mol untuk model WT, RY1, dan DY1 secara berturut-turut (gambar
5.8).

5.2.2. Equilibration

Setelah tahap heating dilakukan, simulasi dilanjutkan dengan tahap
equilibration yang bertujuan untuk mendapatkan nilai temperatur yang lebih stabil.
Kurva pada gambar 5.9 memperlihatkan fluktuasi nilai temperatur antara 6 ps
hingga 40 ps. Kurva tersebut menunjukkan bahwa fluktuasi temperatur dari model
RY1 ternyata cukup rendah, dan mencapai nilai temperatur tertingginya pada 7 ps
terakhir dari tahap equilibration. Selama 7 ps terakhir, range temperatur dari
ketiga model ini juga mulai berhimpit menuju satu nilai yang sama dan semakin
stabil mendekati nilai 298 K.
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Gambar 5.9 Kurva temperatur sistem pada proses equilibration untuk ketiga

model (WT, RY1, dan DY1)
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Gambar 5.10 Kurva energi kinetik sistem pada proses equilibration untuk

ketiga model (WT, RY1, dan DY1)
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Energi kinetik sistem (gambar 5.10) pada tahap ini juga menunjukkan
fluktuasi energi yang terlihat akibat adanya fluktuasi temperatur pada tahap
equilibration. Energi kinetik tertinggi juga dimiliki oleh model DY1, WT, dan
RY1 secara berturut-turut. Hasil ini sesuai dengan kurva temperatur pada gambar
5.9. Namun, fluktuasi energi kinetik pada gambar 5.10 memperlihatkan tahap
equilibration ini memberikan pergerakan yang tidak serupa dengan tahap heating.
Hal ini disebabkan karena variabel tekanan pada sistem mulai dimasukkan
kedalam perhitungan. Energi kinetik untuk model WT dan pasien RY1 mulai
berada pada nilai -2360 kcal/mol pada 7 ps terakhir, sedangkan energi kinetik
untuk model DY1 stabil pada nilai -2390 kcal/mol.

Gambar 5.11 memperlihatkan kurva energi potensial dengan nilai terendah
dimiliki oleh model DY1, RY1, dan WT secara berturut-turut. Urutan nilai energi
potensial ini masih sesuai dengan hasil yang didapatkan sebelumnya pada tahap

heating. Energi potensial untuk masing-masing model DY1 berada pada nilai
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Gambar 5.11 Kurva energi potensial sistem pada tahap equilibration untuk
ketiga model (WT, RY1, dan DY1)

Universitas Indonesia

Analisis aktivitas ..., M. Khari Secario, FMIPA Ul, 2012



49

-6000
-6050 |-
| —DY1
6100 L —— HXB2
= — RY1
E
8 -6150 |-
=
®©
° -6200 |-
l—
=
Q 250 |
L
-6300 |-
-6350 s V¥ SaaeTTTe———— [ -
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Waktu (ps)

Gambar 5.12 Kurva energi total sistem pada tahap equilibration untuk ketiga
model (WT, RY1, dan DY1)

-8725 kcal/mol, model RY1 pada nilai -8500 kcal/mol, dan model WT pada nilai
-8375 kcal/mol. Energi potensial dari ketiga model juga terlihat mempengaruhi
energi total dari ketiga model simulasi (gambar 5.12). Ketiga model simulasi
memberikan urutan energi total terendah yang sama untuk ketiga model: DY1,
RY1, dan WT berturut-turut. Energi total untuk model DY1 stabil pada nilai
-6335 kcal/mol, model RY1 pada -6175 kcal/mol, dan model WT pada -6025

kcal/mol.

5.2.3. Production

Setelah tahap equilibration, simulasi dilanjutkan dengan tahap production.
Pada tahap ini, sistem diberikan parameter dinamika NVT untuk keperluan
simulasi dinamika molekuler (MDS). Parameter ini membuat temperatur dan
volum sistem konstan, yaitu dengan mempertahankan sistem pada temperatur

target dengan volum yang terkonservasi.

Temperatur sistem sepanjang waktu simulasi production menunjukkan nilai

298 K sesuai dengan nilai yang diinginkan (gambar 5.13). Energi kinetik sistem
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Gambar 5.13 Kurva temperatur sistem pada tahap production untuk ketiga
model (WT, RY1, dan DY1)

2500

2480 |- Y 1

- —H B2

2440

2420 |-
2400 |-
2380 [
2360 |-
2340 |-

| \I
lw

Energi Kinetik (kcal/mol)

.m ‘l !‘ ““ “k “T ‘,M} Iy

2320 -
2300 B
2280 ’
2260 g

P RUN S PR NU N NNPR SRR R EENPU SRR BN R R
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Waktu (ps)

Gambar 5.14 Kurva energi kinetik sistem pada tahap production untuk
ketiga model (WT, RY1, dan DY1)
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juga menunjukkan nilai yang stabil pada gambar 5.14. Hasil yang serupa juga
didapatkan dari dua tahap simulasi sebelumnya, heating dan equilibration. Data
energi Kinetik ini menegaskan adanya hubungan antara energi kinetik dengan
temperatur seperti yang telah dijelaskan pada bab 4. Dari gambar 5.14 di-
tunjukkan bahwa nilai energi kinetik sistem untuk ketiga model berada pada nilai
-2360 kcal/mol.

Energi potensial sistem sepanjang tahap production (gambar 5.15) masih
memiliki perbedaan nilai. Model DY1 tetap memiliki nilai lebih rendah bila
dibandingkan dengan model RY1 dan WT. Nilai energi potensial model DY1
berada pada nilai -8750 kcal/mol, model RY1 pada nilai -8550 kcal/mol, dan
model WT pada nilai -8400 kcal/mol. Nilai tersebut lebih rendah pada dua tahap

sebelumnya.

Energi potensial ini berkaitan dengan struktur model. Semakin rendah energi
potensial mengindikasikan struktur yang semakin stabil. Sebelum simulasi

dilakukan, semua struktur berada dalam keadaan ideal, yaitu tanpa adanya
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Gambar 5.15 Kurva energi potensial sistem pada tahap production untuk
ketiga model (WT, RY1, dan DY1)
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Gambar 5.16 Kurva energi total sistem pada tahap production untuk ketiga
model (WT, RY1, dan DY1)

pengaruh temperatur. Untuk mendekati simulasi dengan keadaan riil pada
eksperimen, parameter temperatur ditambahkan sejak tahap heating. Karena
pemberian temperatur, terjadi pergerakan struktur yang dapat mempengaruhi
interaksi antar molekul. Oleh karena itu untuk mendapatkan hasil analisa yang
baik diperlukan keadaan struktur yang cukup stabil.

Energi total sistem berbeda untuk ketiga model, dengan model DY1
memiliki energi total terendah bila dibandingkan dengan model RY1 dan WT
(gambar 5.16). Nilai ini berkaitan dengan rendahnya nilai potensial dari ketiga
sistem. Model DY1 memiliki energi total sistem berada pada nilai -6375 kcal/mol,
model RY1 berada pada nilai -6175 kcal/mol, dan model WT sebesar -6025
kcal/mol.

Setelah tahap production dilakukan, perubahan nilai energi memperlihatkan
bahwa keadaan sistem semakin stabil. Pada akhir simulasi, energi akhir total
sistem memberikan nilai energi terendahnya pada model DY1 dengan -6389,69
kcal/mol. Nilai tersebut lebih rendah 350,25 kcal/mol dari WT dan 192,08
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Tabel 5.4 Data energi ketiga model pada akhir simulasi

Energi Total Akhir Energi Potensial Energi Kinetik Energi lkat Bebas
(Eor) Akhir (E,o;) Akhir (En) (AG)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
WT -6039,44 -8415,64 2376,20 -83,12
RY1 -6197,61 -8566,29 2368,69 -89,98
DY1 -6389,69 -8754,10 2364,41 -87,96

kcal/mol dari pasien RY1. Berdasarkan nilai energi total tersebut, model kedua
pasien memberikan kestabilan yang lebih baik dari WT.

Hasil pengamatan dari nilai energi potensial ketiga model, model DY1
memiliki energi terendah yaitu sebesar -8754,10 kcal/mol. Untuk energi kinetik,
model WT memiliki nilai energi yang paling tinggi 2376,20 kcal/mol, sedangkan
model DY1 memiliki nilai energi yang paling rendah 2364,41 kcal/mol. Nilai
energi Kinetik yang tinggi menunjukkan bahwa pergerakan struktur tersebut

semakin tinggi dan dapat dikaitkan dengan kestabilan struktur yang kurang baik.

Energi bebas ikatan (Gibbs) berkaitan dengan kuat-lemahnya interaksi
antara HIV protease dengan inhibitor protease. Dari hasil akhir simulasi diperoleh
nilai energi bebas ikatan paling minimum dimiliki oleh model RY 1 dengan -89,98
kcal/mol, dan diikuti olen model DY1 sebesar -87,96 kcal/mol. Dalam studinya
Ohtaka dkk.™! melihat nilai energi bebas ikatan dari WT dan dua mutan (150V,
V82F/184V) terhadap APV secara eksperimental. Berdasarkan studinya, energi
bebas ikatan WT yang didapatnya sebesar -13,2 kcal/mol. Perbedaan nilai Ohtaka
dkk. dengan hasil studi ini dapat dipahami mengingat studi komputasi ini
menggunakan simulasi model molekuler dengan pendekatan volume molekul
(GBMV). Metode GBMV hanya memperhitungkan nilai konstanta dielektrik
berdasarkan lingkup volume sistem. Akibatnya interaksi Coulomb jarak jauh
antara PR-inhibitor akan memperbesar kesalahan perhitungan energi bebas ikatan.
Hal ini dikarenakan tidak diperhitungkannya konsentrasi ion pada pelarut yang
dapat berperan sebagai shielding terhadap interaksi elektrostatik tersebut.!®®!

Pendekatan sejenis (PBSA) juga diperhitungkan oleh Kitiyaporn dkk.!® antara

Universitas Indonesia

Analisis aktivitas ..., M. Khari Secario, FMIPA Ul, 2012



54

WT dengan inhibitor SQV dan memberikan nilai energi bebas ikatan dalam orde
yang mencapai -90 kcal/mol. Sehingga dapat dikatakan energi bebas ikatan meng-

gunakan pendekatan studi ini masih dapat diterima.

Dalam analisisnya, Kitiyaporn dkk.!® menggunakan pendekatan kelipatan K;
(%] dari energi bebas ikatan hasil simulasinya. Untuk nilai K; dari WT-APV, telah
diberikan pada studi Shen dkk.®®" yaitu 0,6 nM. Jika mengacu pada nilai ini, maka
RY1 lebih dapat menerima APV daripada WT dalam orde 11-kali lipat,
sedangkan DY1 dalam orde 8-kali lipat. Orde ini didapatkan dari selisih nilai

energi bebas ikatan dibagi dengan nilai Ki;.

Inhibitor protease yang diberikan pada studi ini akan berinteraksi dengan
beberapa residu yang terdapat pada sisi aktif HIV-1 PR. Interaksi ini dapat
diamati dalam bentuk ikatan hidrogen antara inhibitor dengan residu HIV protease.
Ikatan hidrogen ini tidak muncul di sepanjang simulasi, diakibatkan gerak antar
molekul karena pengaruh temperatur. Hal ini dapat mempengaruhi eksistensi

ikatan hidrogen karena perubahan jarak.

5.2.4. Pengaruh Struktural Model Kedua Mutan Terhadap lkatan Hidrogen

Kuat-lemahnya ikatan hidrogen yang terbentuk dapat diamati melalui
persentase okupansinya. Ikatan hidrogen dapat dikatakan kuat jika memiliki
persentase okupansi yang tinggi (>80%)®®. Nilai tersebut menunjukkan bahwa
ikatan hidrogen stabil terbentuk di sepanjang simulasi. Pada model RY1, terdapat
tujuh residu yang memiliki ikatan hidrogen selama simulasi berlangsung. Tiga
dari tujuh residu: asp30, ile50, dan asp25’ merupakan residu dengan okupansi
tinggi (gambar 5.17). Ketiga residu tersebut diketahui memiliki kontribusi pada
awal dan akhir simulasi (gambar 5.18 (a)). Untuk ikatan hidrogen pada residu
asp25, diketahui muncul pada awal simulasi, namun ikatan tersebut tidak muncul
pada akhir simulasi. Ikatan hidrogen yang muncul pada residu ala28’, asp29’, dan
ile50° memiliki persentase okupansi yang sangat kecil untuk dapat memberikan

pengaruh yang signifikan pada interaksi yang dimiliki oleh model RY1.

Berbeda pada model DY1, persentase okupansi tinggi hanya dimiliki oleh

ikatan hidrogen pada residu asp25. Ikatan hidrogen pada residu ile50, asp25’ dan
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Gambar 5.17 Persentase okupansi pada RY1 dan DY1. Persentase okupansi

tinggi ditandai dengan nilainya yang lebih besar dari 80%

asp30’ memiliki persentase okupansi di bawah 80% namun diketahui memberikan
pengaruh bagi interaksi antara DY1 dengan APV. Pada awal simulasi ikatan
hidrogen hanya terbentuk pada residu asp25 dan asp25’ saja (gambar 5.18 (b)).
Namun ketika simulasi selesai, ikatan hidrogen yang terbentuk menjadi empat

ikatan hidrogen yang berada pada residu asp25, ile50, asp25’ dan asp30°.

Dari tinjauan energi ikatan hidrogen yang terbentuk pada model RY1, ikatan
yang stabil ditunjukkan pada seluruh residu (gambar 5.19 (a)). lkatan hidrogen
paling stabil dimiliki oleh residu asp25’. Hal ini ditandai dengan nilai energinya
yang bernilai paling negatif, serta memiliki dua ikatan hidrogen pada posisi atom
yang berbeda. Interaksi yang muncul pada atom Og; dari residu asp25 hanya
memberikan pengaruh pada awal simulasi. Hal ini ditandai dengan menghilang-

nya ikatan hidrogen antara atom O;; asp25 dengan APV.

Sedangkan untuk model DY1, berdasarkan tinjauan energinya ikatan
hidrogen paling stabil dimiliki oleh atom Og; pada residu asp25. Residu asp25’
yang memiliki okupansi tinggi ternyata memiliki ikatan hidrogen yang tidak

terlalu kuat pada atom Hs;. Hal ini disebabkan ikatan hidrogen yang muncul
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(b)

Gambar 5.18 Merupakan bagian sisi aktif dari protease. Yang ditampilkan
pada gambar hanyalah APV dan residu protease yang berikatan dengan
APV dari (a) RY1 dan (b) DY1.
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Gambar 5.19 Komponen energi dari ikatan hidrogen yang terbentuk antara
APV dengan (a) RY1 dan (b) DY1 di akhir simulasi

sebelumnya berada pada posisi Osp. Nilai energi interaksi Hs; menunjukkan
bahwa ikatan hidrogen mulai menstabilkan diri sehingga mampu menggantikan
ikatan hidrogen pada Os, yang hilang. Untuk okupansi dan energi interaksi yang
rendah dari atom Hy (ile50) dan Hy (asp30’) menunjukkan bahwa ikatan hidrogen

baru terbentuk pada saat mendekati akhir simulasi.

Pada residu asp25, ikatan hidrogen terbentuk antara atom Og; pada model
RY1 dengan atom Hgs pada APV. Ketika awal simulasi, ikatan hidrogen masih
ditemukan. Namun, ketika simulasi berakhir ikatan tersebut hilang. Jarak antara
kedua atom menjadi 2,86 A atau mengalami perubahan sebesar 0,71 A dari posisi
semula. Jika diperhatikan pada gambar 5.20 (a), posisi atom Og; pada residu asp25
bergerak mendekat ke arah inhibitor APV sejauh 0,7 A. Sudut yang dibentuk oleh
atom-atom C,CsC, melebar ke sisi APV sebesar 2,68°. Selain itu bidang yang
dibentuk oleh O;C,Os juga terpuntir pada acuan Oz C,CsC, sebesar 20,72°.
Perubahan ini menyebabkan atom O;z; semakin mendekat dengan APV. Puntiran
ini muncul akibat adanya ikatan hidrogen yang terbentuk antara atom Og, (asp25)
dengan atom Hy (thr26) dan atom Hy (gly27). Hanya saja pergerakan dari atom
Hss pada inhibitor pada APV membuat jarak antara atom OD1 dengan Hss
menjadi semakin jauh. Secara struktural, residu asp25 tidak mengalami banyak

pergeseran. Hal ini diindikasikan dari RMSD-nya yang hanya sebesar 0,2 A.
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(9) (h)
Gambar 5.20 Struktur residu yang berikatan hidrogen dengan APV. Kolom

di sisi kiri berasal dari RY1 dan di sisi kanan berasal dari DY1. Gambar (a)
dan (b) adalah residu asp25; (c) dan (d) adalah residu asp25’; (e) adalah
residu asp30; (f) adalah residu asp30’; (g) dan (h) adalah residu ile50.
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Atom Hss pada APV (gambar 5.21 (a)) memberikan pengaruh yang cukup
tinggi terhadap interaksi antara model RY1 dengan APV. Hal ini dapat diamati
dari tiga interaksi yang muncul berupa ikatan hidrogen dengan RY1, yaitu pada
residu asp25 (Os1), dan residu asp25’ (Os; dan Os,). Atom Hss bergeser menjauh
diakibatkan oleh sudut puntir H3s0sCsC14 Yang berubah sebesar 7,16°. Sedangkan
sudut yang dibentuk oleh O3CsCi4 mengalami penyusutan sebesar 3,5° yang
memberikan kontribusi bagi atom Hgzs untuk mendekati model RY1. Perubahan
sudut puntir cukup dominan sehingga mampu menggeser posisi atom Hss sejauh
0,96 A.

Untuk model DY1, ikatan hidrogen terbentuk antara atom Og (asp25)
dengan atom Hss dari APV. lkatan hidrogen pada awal simulasi terbentuk dengan
jarak ikatan sebesar 2,02 A dan menjadi 1,84 A pada akhir simulasi atau
memendek sebesar 0,18 A. Ikatan hidrogen ini memendek karena sudut puntir
03:C,0s2 yang melebar sejauh 5,57 A disertai dengan melebarnya sudut puntir
031C,CgHpz sejauh 16,6 A. Perubahan sudut puntir tersebut menggeser posisi
atom Og; sebesar 1 A mendekat ke arah APV. Struktur asp25 dari model DY1
tidak mengalami banyak perubahan selain perubahan sudut yang melibatkan atom
Os1 (gambar 5.20 (b)). Hal ini dibuktikan dari pergeseran RMSD yang hanya
sebesar 0,2 A.

Model APV yang berikatan dengan DY1 ditunjukkan pada gambar 5.21 (b).
Atom Hss pada amprenavir berikatan dengan atom Og; (asp25) dan Og, (asp25°) di
awal simulasi. Hanya saja ikatan dengan atom Oz, menghilang pada akhir
simulasi. Bidang H3s03CeH; diketahui memiliki perubahan sudut puntir sebesar
93,06°. Perubahan sudut puntir ini sangat mempengaruhi posisi atom Hss terhadap
model DY1. Sudut yang dibentuk oleh Hss0sCs juga tercatat membesar 2,47°.
Perubahan ini membuat atom Has bergeser sejauh 0,74 A, namun ikatan hidrogen
antara atom Og; dan Hss tetap terbentuk. Sebaliknya, pergeseran ini menyebabkan

hilangnya ikatan hidrogen yang terbentuk antara atom O;, dengan Hss.

Pada residu asp25° dari RY 1, ditemukan dua ikatan hidrogen yang terbentuk
pada atom O;s; dan Os,. Kedua atom tersebut memiliki ikatan hidrogen dengan
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(b)
Gambar 5.21 Struktur APV yang berada pada sisi aktif (a) RY1 dan (b) DY1

atom Hss dari APV. Jarak ikatan hidrogen yang terbentuk pada atom Og;
mengalami perubahan sebesar 0,02 A. Jika diamati pada gambar 5.20 (c) posisi
atom Os; mengalami pergeseran yang cukup signifikan yaitu sebesar 0,85 A.
Pergeseran atom Og; lebih dipengaruhi oleh sudut puntir O C,CgHp, sebesar
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19,44°. Sedangkan sudut yang dibentuk oleh Oz C,Cs mengalami perubahan
sebesar 2,89° hanya memberikan sedikit pengaruh mendekatnya Os; terhadap
APV.

Untuk ikatan hidrogen yang terbentuk pada atom O, (model RY1), tercatat
mengalami pergeseran sebesar 0,41 A. Pergeseran tersebut akibat sudut puntir
052C,CpHp1 yang menjadi lebih besar sejauh 11,41°. Sudut yang dibentuk oleh
052C,Cg juga mengalami perubahan sebesar 3,37°. Pengaruh perubahan sudut ini
mengakibatkan atom O, bergeser sejauh 0,57 A dari posisi semula. Secara
struktural, RMSD dari residu asp25° sebesar 0,21 A tidak mempengaruhi posisi

atom Og; dan Og, secara signifikan.

Pada model DY1, residu asp25’ memiliki ikatan hidrogen yang terbentuk
pada atom H; dan Og, yang muncul secara bergantian pada awal dan akhir
simulasi. Ikatan hidrogen pada atom H;s; baru terbentuk pada akhir simulasi
dengan jarak 2,23 A dengan atom Os pada APV. Jarak antara Hs; dengan Os;
berkurang 0,98 A dari jarak awal 3,21 A (gambar 5.20 (d)). Pergeseran ini
disebabkan oleh sudut yang dibentuk oleh Hz0sC, yang berkurang 6,78°.
Perubahan sudut puntir sebesar 34,61° dari H;1051C,Os, juga berperan dalam

mengubah posisi atom Hy; sebesar 1,04 A.

Atom Og; dari residu yang sama memiliki ikatan hidrogen yang menjauh 0,3
A menjadi 2,77 A. Pergeseran ini menyebabkan ikatan hidrogen yang terbentuk
menghilang. Perubahan sudut dari O5,C,Os; tercatat berubah 0,8° menjadi 122,16°.
Perubahan tersebut menyebabkan pergeseran atom Og, menjauhi APV hingga
1,14 A. Pergeseran residu asp25’ terhadap Hs; dan Os, hanya berkontribusi
sebesar 0,25 A yang terlihat dari RMSD-nya.

Atom Hss dari APV memiliki ikatan hidrogen dari O, pada asp25’ menjadi
berikatan dengan Og; pada asp25. Posisi atom Hags ini diketahui bergeser 1,32 A
dari posisi semula. Perubahan sudut puntir dari O3CgCi4H1s sebesar 41,93°
memberikan pengaruh yang sangat signifikan. Akibat sudut puntir ini terjadi
perubahan posisi atom Hss dan atom O3 pada APV sehingga mempengaruhi tiga

ikatan hidrogen yang terbentuk dengan asp25 dan asp25’. Perubahan sudut yang
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dibentuk oleh O3CsCi4 sebesar 2,09 A juga memberikan pengaruh posisi O3
terhadap Hs; untuk membentuk ikatan hidrogen.

Residu ke-30 dari model RY1 memiliki ikatan hidrogen yang terbentuk
pada awal dan akhir simulasi. Ikatan ini terbentuk pada atom O dengan atom Hs3
pada APV. Ikatan hidrogen ini berubah jaraknya dari 1,88 A pada awal simulasi
menjadi 2,19 A atau menjauh 0,31 A. Perubahan ini disebabkan oleh pergeseran
atom O sebesar 0,94 A menjauhi APV (gambar 5.20 (e)). Perubahan sudut puntir
OCC,H, sebesar 0,33° memberikan pengaruh terhadap pergeseran atom O pada
residu ini. Ikatan hidrogen tetap muncul karena sudut OCC, yang melebar 0,55°
berperan mempertahankan posisi atom O terhadap atom Hss. Analisa ini diperkuat

dengan nilai RMSD residu asp30 yang hanya sebesar 0,3 A.

Atom Hj; pada APV yang memiliki ikatan hidrogen dengan atom O asp30
(RY1) mengalami pergeseran sebesar 0,64 A. Pergeseran ini tidak disebabkan
oleh perpindahan bidang H33N3Hass, karena posisi atom N3 sebelum dan sesudah
simulasi berhimpit. Pergeseran yang terjadi muncul akibat perubahan sudut puntir
H33sN3C19Coo Ssebesar 65,36° menjauhi residu asp30. Sudut yang dibentuk oleh
HssNsHas diketahui memiliki perubahan sebesar 5,84°. Namun atom Hss
mengalami pergeseran yang cukup kecil terhadap asp30, sehingga masih

terbentuk ikatan hidrogen.

Berbeda dengan model DY1, ikatan hidrogen terbentuk bukan pada residu
ke-30 rantai A. Ikatan hidrogen terbentuk pada asp30° yang terletak pada rantai B.
Pada asp30’, ikatan hidrogen terbentuk menjelang akhir simulasi antara atom Hy
dengan atom Og (APV). Posisi kedua atom mendekat 0,52 A. Sehingga pada akhir
simulasi jarak kedua atom menjadi 2,42 A dan ikatan hidrogen dapat terbentuk.
Atom Hy yang bergeser 1,02 A dari posisi semula lebih diakibatkan oleh
pergeseran RMSD residu asp30’ sebesar 0,9 A (gambar 5.20 (f)). Pergerakan
atom Hy yang mendekat ke atom Og juga dipengaruhi oleh perubahan sudut puntir
HWNC,H, sebesar 3,73°. Sedangkan sudut yang dibentuk oleh HNNC, tidak
mempengaruhi pergeseran atom Hy secara signifikan karena perubahannya

tercatat hanya sebesar 0,51°.
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Pergerakan atom Og pada APV diketahui tercatat sejauh 1,7 A. Perubahan
besar sudut yang dibentuk oleh OgC,5C, mengecil 0,18° dan diperkirakan tidak
mempengaruhi pergerakan Og secara signifikan. Perubahan sudut puntir yang
langsung melibatkan atom Og (OgC25C,H3) sebesar 23,92° ternyata juga tidak
berkontribusi dalam pergeseran tersebut. Perpindahan atom Og lebih diakibatkan
adanya puntiran pada sumbu CsCgs sehingga mempengaruhi seluruh atom yang
berada di sisi kanan APV (gambar 5.21 (b)) termasuk Og. Pergerakan dari atom
Hy (asp30’ DY1) dan atom Og membuat posisi kedua atom tersebut saling

mendekat sehingga ikatan hidrogen dapat terbentuk.

Residu ile50 (RY1) berikatan melalui atom Hy dengan atom Os pada APV.
Ikatan hidrogen yang terbentuk sebelum simulasi berjarak 1,94 A, namun pada
akhir simulasi menjauh sebesar 0,52 A. Posisi atom Hy yang menjauh ini
disebabkan oleh pergeseran posisi residu ile50 (gambar 5.20 (g)) sehingga
membuat atom Hy bergeser sejauh 0,78 A. Nilai ini sangat dipengaruhi oleh
pergeseran rata-rata struktur residu ile50 sebesar 0,78 A. Meskipun menjauh,
ikatan hidrogen tetap terbentuk karena APV juga bergeser pada arah yang sama.
Selain itu sudut yang dibentuk oleh HWNC, yang melebar 8,43° berperan
mempertahankan ikatan hidrogen antara ile50 dan APV. Sedangkan sudut puntir
HNNC,H,, yang mengalami perubahan 1,48° hanya memberikan sedikit kontribusi
perubahan posisi Hy.

Untuk residu ile50 pada model DY1 (gambar 5.20 (h)), ikatan hidrogen
antara atom Hy dengan atom Os tidak terbentuk pada awal simulasi. lkatan
hidrogen baru muncul pada akhir simulasi dengan jarak 1,91 A atau mendekat
sejauh 0,71 A dari posisi semula. Mendekatnya jarak kedua atom ini sangat
dipengaruhi oleh pergeseran residu. Dugaan ini diperkuat dengan nilai RMSD
residunya yang juga bernilai 0,71 A. Sudut puntir terhadap sumbu C.Cp membuat
bidang yang dibentuk oleh C,; dan C,, berpindah cukup jauh. Meski begitu, sudut
puntir HYNC,C; tercatat hanya sebesar 35,18° bersamaan dengan sudut bidang
HNNC, yang menyempit 7,62°. Perubahan sudut ini membuat atom Hy menjadi
lebih dekat dengan atom Os sejauh 1,62 A sehingga masih dapat terbentuk ikatan
hidrogen.
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Residu ile50 dari kedua struktur memiliki ikatan dengan atom Os pada APV.
Pada model APV yang berikatan dengan RY1, sudut yang dibentuk oleh OsS;C;
mengecil 0,93° dari keadaan semula. Sudut ini membuat atom Os mendekat
dengan atom Hy pada residu ile50. Pergeseran atom Os sendiri tercatat sebesar
0,78 A. Pergeseran ini lebih dipengaruhi oleh perubahan sudut puntir HzsN3CzCig
sebesar 6,73° yang juga membuat posisi atom S; ikut bergeser. Pergeseran atom
Os pada APV membuat ikatan hidrogen tetap terbentuk. Hal ini dikarenakan
pergeseran tersebut mengimbangi perubahan posisi atom Hy pada ile50 yang juga

bergerak menjauhi APV.

Hal yang sama juga ditemui pada APV yang berikatan dengan DY1. Atom
Os mengalami pergeseran yang membuat posisinya terhadap atom Hy (ile50)
menjadi lebih dekat sehingga terbentuk ikatan hidrogen. Tercatat posisi atom Os
bergeser 1,29 A dari posisi semula. Pergeseran ini terkait dengan perubahan sudut
puntir OsS;C17C,, sebesar 26,03°. Sedangkan sudut yang dibentuk oleh OsS;Ci7
diketahui berkurang sebesar 2,97° namun tidak memberikan pengaruh yang cukup
signifikan terhadap Os.

5.3.Analisa Struktural dari Mutasi Residu

Mutasi yang terjadi pada model RY1 dan DY1 hanya memiliki kemiripan
pada delapan residu (tabel 5.5). Selain itu terdapat mutasi yang hanya dimiliki
oleh RY1 saja atau DY1 saja. Susunan dari HIV-1 PR yang merupakan rangkaian
homodimerik juga membuat mutasi yang terjadi berlaku untuk rantai A dan rantai
B dari protease. Kedua faktor ini membuat pengaruh aktivitas dari kedua model

menjadi berbeda.

5.3.1. L10I

Residu ke-10 mengalami mutasi dari asam amino leusin menjadi isoleusin
(L10I). Mutasi pada residu ke-10 hanya ditemukan pada PR DY1. Tercatat bahwa
mutasi L10I termasuk ke dalam mutasi minor yang dapat menyebabkan mening-
katnya resistensi protease terhadap obat bila muncul bersamaan dengan mutasi
lain. Mutasi ini tidak menyebabkan terjadinya perubahan jumlah atom, baik leusin

maupun isoleusin memiliki 22 atom. Selain jumlah atom yang sama volum,
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Tabel 5.5 Data sifat dari seluruh mutasi yang ditemukan pada model PR.

Keberadaan mutasi pada tiap PR ditandai dengan tanda centang (V)

Muatan Rantai
Polaritas Hidrofobisitas
Samping

L10I nonpolar/nonpolar  3,8/4,5 netral/netral
s
v 113V nonpolar/nonpolar  4,5/4,2 netral/netral
) 9,
v K20R polar/polar -3,9/-4,5 positif/positif
'ER’ “ V "gatlf/negatlf
A F
M36l nonpolar/nonpolar  1,9/4,5 netral/netral
st <
F N
K45R polar/polar -3,9/-4,5 positif/positif
R57K "%af‘fl 4 ,5/-3,9 /positif
/ & \
162V nonpolar/nonpolar 4 ,5/4,2 netral/netral
7 M ‘ i‘al/posmf
V771 nonpolar/nonpolar  4,2/4,5 netraI/netraI
v I-—m- e
- il e
L97I nonpolar/nonpolar  3,8/4,5 netral/netral

molekul dan massa molekul keduanya pun sama yaitu 166,7 A® dan 131 Da.
Namun tingkat hidrofobisitas residu ini meningkat dari 3,8 menjadi 4,5. Asam
amino leu dan ile juga diketahui memiliki sifat nonpolar dan memiliki muatan

rantai samping yang bernilai netral.

Mutasi ini menyebabkan terjadinya pergeseran atom C, dari residu ke-10
pada rantai A sejauh 1,01 A (gambar 5.22 (a)). Asam amino pro9 tercatat hanya
mengalami pergeseran atom C, sebesar 1,35 A. Selain pergeseran atom C,, tidak
ditemukan pengaruh lain seperti perubahan sudut puntir pada struktur pro9.
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(@) (b)
Gambar 5.22 Struktur residu 9-11 (DY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.

Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.

Pergeseran paling besar teramati pada asam amino valll, yaitu sebesar 1,71
A. Berbeda dengan pro9, asam amino valll memiliki dua perubahan sudut puntir.
Sudut puntir pada NC,CgC,1 memiliki perubahan sebesar 20,96°, sedangkan sudut
puntir terbesar berada pada NC,CO sebesar 75,38°.

Gambar 5.22 (b) menunjukkan perubahan struktur yang terjadi pada rantai B.
Berdasarkan pengamatan struktur backbone, perubahan struktur rantai B kurang
signifikan bila dibandingkan dengan rantai A. Pada residu ke-10’ terjadi
pergeseran atom C, yang tercatat sebesar 0,78 A. Asam amino pro9’ juga
mengalami pergeseran atom karbon akibat mutasi yang terjadi. Pergeseran pada
atom C, yang tercatat pada pro9 sebesar 0,40 A. Selain itu, terdapat perubahan
sudut puntir pada C,CsC,Cs sebesar 7,62°. Pergeseran yang terjadi pada asam
amino valll’ sebesar 0,55 A. Sedangkan perubahan sudut puntir valll’ terjadi
pada sumbu NC, sebesar 49,72°. Perubahan sudut puntir yang terjadi pada
masing-masing residu pro9’ dan valll’ membantu mempertahankan posisi

backbone.

5.3.2. 113V
Residu ke-13 mengalami mutasi dari asam amino isoleusin menjadi valin
(113V). Mutasi ini terjadi pada kedua PR. Atom penyusun residu berkurang dari

22 atom menjadi 19 atom. Pengurangan ini membuat massa molekul berkurang
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(d)
Gambar 5.23 Struktur residu 12-14 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).

Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan

rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.

dari 131 Da menjadi 117 Da dan volum molekul dari 166,7 A® menjadi 140 A3,
Kedua asam amino ini diketahui bersifat nonpolar. Hanya saja mutasi 113V
menyebabkan nilai hidrofobisitas yang berkurang dari 4,5 menjadi 4,2. Muatan
rantai samping isoleusin dan valin tercatat memiliki nilai netral sehingga mutasi

ini tidak memberikan perubahan interaksi dengan residu lain di sekitarnya.

Mutasi 113V pada rantai A dan rantai B memiliki pergeseran yang berbeda
untuk kedua pasien. Gambar 5.23 (a) menunjukkan struktur mutasi 113V untuk
rantai A dari PR RY1. Pada gambar tersebut menunjukkan terjadi pergeseran
backbone ke arah asam amino lys14. Mutasi pada residu ke-13 membuat atom C,,
pada bagian ini bergeser sejauh 2,02 A. Residu ini juga diketahui memiliki perpu-
taran sudut puntir dari sumbu ikatan C,Cg karena adanya perubahan asam amino

ile menjadi val. Atom C, dari asam amino thrl2 juga diketahui bergeser sejauh
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1,76 A, dengan pengaruh mutasi pada residu ke-13 hanya membuat sudut puntir
CpCoNHn berubah sebesar 12,63° mengarah pada residu ke-13. Atom C, dari
asam amino lys14 juga bergeser sejauh sekitar 1,69 A akibat mutasi yang terjadi.
Namun pengaruh terbesar pada asam amino lys14 adalah sudut puntir H,C,CgHp1
yang berubah 114,66°. Sehingga rantai atom C,C;C. menjauhi residu ke-13.
Perubahan puntir dari lys14 diduga berkontribusi terhadap pergeser-an backbone

yang terjadi pada residu ke-12, 13, dan 14 untuk rantai A pada PR.

Untuk rantai A dari PR DY1 (gambar 5.23 (c)) terlihat adanya pergeseran
atom C, dari posisi awal sejauh 1,78 A untuk residu ke-13. Pengaruh mutasi
terhadap asam amino thri2 membuat atom C, bergeser sejauh 1,56 A dari posisi
semula dan menyebabkan perubahan sudut puntir sejauh 51,07° pada sumbu CC,.
Sedangkan pada asam amino lys14 terjadi pergeseran atom C, sejauh 1,90 A dan
perubahan sudut puntir sejauh 93,37° pada C4C,C;C.. Perubahan sudut puntir pada
sumbu C,C;s ternyata cukup mempengaruhi pergeseran residu lysl4. Jika
dibandingkan dengan lys14 pasien RY1 yang hanya bergeser 1,69 A akibat sudut
puntir pada sumbu C,Cg.

Pada rantai B, pergeseran backbone PR RY1 tidak sebesar yang dialami
oleh rantai A (gambar 5.23 (b)). Tercatat bahwa pergeseran atom C, dari residu
ke-13’ yang hanya sebesar 1,13 A, lebih kecil bila dibandingkan dengan rantai A.
Asam amino thr12’ rantai B juga mengalami pergeseran sebesar 1,18 A dengan
perubahan sudut puntir C;C,NHy sebesar 41,26°. Perubahan sudut puntir ini
cukup besar sehingga membuat atom Hy mendekati residu ke-13°, meski tidak
berakibat pada pergeseran backbone karena letaknya bukan berada di rantai utama.
Posisi atom Hy di akhir simulasi terlihat mendekati residu ke-13 untuk kedua
rantai, terlihat dari kemiripan struktur akhir untuk rantai A dan rantai B. Asam
amino lys14’ pada rantai B bergeser sebesar 0,96 A dari posisi semula. Perubahan
sudut puntir juga terjadi pada H,C,CgHp sebesar 84,83°. Nilai-nilai tersebut
menguatkan fakta bahwa pergeseran struktur backbone residu 12°-14’ relatif lebih
kecil.

Untuk PR DY1, mutasi pada residu ke-13 juga terlihat tidak memberikan
pergeseran backbone yang signifikan (gambar 5.23 (d)). Hal ini cukup masuk akal
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mengingat hasil yang didapatkan pada residu asam amino ke-9’ hingga ke-11’
juga tidak memberikan pergeseran yang melebar. Pada residu ke-13’ sendiri hanya
memberikan pergeseran atom C, sejauh 0,31 A. Sedangkan pada asam amino
thr12> menunjukkan terjadinya pergeseran atom CA sejauh 0,73 A dan mengalami
perubahan sudut puntir sebesar 40,69° pada CC,NHy. Asam amino lys14’ juga
tercatat mengalami pergeseran atom C, sebesar 0,44 A dari posisi semula.
Perubahan sudut puntir pada NC,CyC, tercatat sebesar 87,99°.

5.3.3. G16E

Residu ke-16 mengalami mutasi dari asam amino glisin menjadi asam
glutamat (G16E) dan hanya terjadi pada PR DY 1. Mutasi ini menyebabkan terja-
dinya perubahan jumlah atom dari 10 atom menjadi 19 atom. Perubahan jumlah
atom ini juga menyebabkan peningkatan volum molekul dari 60,1 A% menjadi
134,8 A® dan juga massa molekul dari 75 Da menjadi 147 Da. Sifat rantai
samping residu ini juga mengalami perubahan dari nonpolar menjadi polar dan
muatannya menjadi negatif dari netral. Perubahan ini akan menyebabkan
interaksinya dengan residu lainnya menjadi terpengaruh. Tingkat hidro-

fobisitasnya tercatat berkurang dari -0,4 menjadi -3,5.

Mutasi residu ke-16 pada rantai A menyebabkan terjadinya pergeseran atom

C, sebesar 2,84 A seperti pada gambar 5.24 (a). Residu ilel5 mengalami

(a) (b)
Gambar 5.24 Struktur residu 15-17 (DY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.

Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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pergeseran 1,90 A, atau berselisih hampir 1 A dengan residu ke-16. Jika
diperhatikan pada pergeseran struktur residu lys14 sebelumnya sebesar 1,97 A,
pergeseran struktur backbone pada daerah ini disebabkan oleh mutasi G16E.
Perbedaan sebesar 0,07 A dengan lys14 disebabkan oleh perubahan sudut puntir
dari lys14 dan pada ilel5 sebesar 36,99° terhadap C,CyC,1Cs1. Pergeseran yang
dialami oleh glyl7 adalah 1,97 A. Terlihat bahwa pergeseran backbone ini
cenderung berkurang. Pelebaran sudut puntir HNNCAC sebesar 199,74° sangat

mempengaruhi gly17 sehingga tidak membuat pergeseran backbone lebih besar.

Perubahan struktur pada rantai B juga terlihat pada gambar 5.24 (b).
Tercatat pergeseran akibat mutasi G16E sebesar 2,74 A. Atom C, dari asam
amino ilel5’ diketahui bergeser sejauh 1,82 A, dan mengalami perubahan sudut
puntir pada C,CsC,1Cs1 sebesar 1,34°. Berbeda dengan rantai A, perubahan sudut
puntir dari ile15’ tidak mampu menahan pengaruh mutasi G16E dan perubahan
sudut puntir dari lys14’. Sehingga terdapat selisih cukup besar dari pergeseran
struktur backbone antara lys14” dengan ile15’. Namun asam amino gly17’ tercatat
hanya memiliki pergeseran atom C, sebesar 0,90 A. Perubahan sudut puntir pada
residu tersebut terjadi pada sumbu NC, sebesar 0,55°. Meski kecil, namun
perubahan sudut puntir ini mampu menjaga pergeseran backbone pada asam

amino glyl7°.

5.3.4. K20R

Residu ke-20 untuk kedua mutan bermutasi dari lisin yang memiliki 24
atom menjadi arginin yang memiliki 26 atom (K20R). Bertambahnya jumlah atom
mengakibatkan ukuran dan massa molekular ikut berubah. Ukuran volum molekul
dari residu ke-20 bertambah dari 168,6 A® menjadi 173,4 A% Massa molekul
residu juga bertambah dari 146 Da menjadi 174 Da. Mutasi yang terjadi pada
residu ini juga berakibat pada sifat molekul asam aminonya. Mutasi ini tidak
mengakibatkan perubahan sifat polar dari kedua residu asam amino. Selain itu
tingkat hidrofobisitasnya juga menurun dari -3,9 menjadi -4,5, namun tidak terjadi
perubahan muatan rantai samping karena tetap bernilai positif.

Gambar 5.25 (a) menunjukkan rantai asam amino ke-19 sampai ke-21 dari
PR RY1. Residu ke-20 yang mengalami mutasi dari lys menjadi arg mengakibat-
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kan posisi atom C, bergeser sejauh 2,03 A. Mutasi ini berpengaruh pada
pergeseran posisi atom C,, dari asam amino leu19 sejauh 1,49 A. Perubahan sudut
puntir juga terjadi cukup signifikan, hal ini ditandai dengan terdapat dua sumbu
putar leu19 pada NC,CyC, (berubah sebesar 47,60°) dan pada C,CsC,Cs: (berubah
sebesar 112,41° atau 64,81° jika sumbu ini mengalami pengaruh dari perputaran
puntir NC,CgC,). Pergeseran yang terjadi pada asam amino glu21 lebih besar dari
leul9, namun untuk perubahan puntirnya tidak terlalu signifikan. Pergeseran atom
C, tercatat 1,81 A, dengan sudut puntir CC,CgC, sebesar 115,39°.

Gambar 5.25 Struktur residu 19-21 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).
Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan
rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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Untuk PR DY1 (gambar 5.25 (c)), mutasi residu ke-20 menyebabkan atom
C, bergeser sejauh 1,76 A. Pada asam amino leu19, atom C, bergeser sejauh 2,14
A. Pergeseran pada atom ini masih dipengaruhi oleh pergeseran akibat mutasi dari
L10l. Adanya pergeseran sudut puntir dari C,CsC,H, sebesar 16,97° juga
mempengaruhi besarnya pergeseran backbone pada leul9. Asam amino glu2l
sendiri hanya memiliki pergeseran atom C, sebesar 1,62 A. Nilai ini menunjukkan
bahwa pergeseran yang terjadi mulai berkurang kembali, juga diakibatkan oleh

adanya perubahan sudut puntir dari NC,CC, sebesar 17,82°,

Untuk rantai B, pergeseran backbone yang terjadi pada PR RY1 lebih kecil
dari pergeseran rantai A (gambar 5.25 (b)). Akibat dari mutasi rantai ke-20’ pada
rantai B menyebabkan bergesernya atom C, sejauh 1,14 A. Atom C, pada asam
amino leu19 mengalami pergeseran 1,83 A, dan disertai dengan perubahan sudut
puntir C,CyC,Cs, sebesar 95,9°. Untuk asam amino glu21’, terjadi pergeseran
atom C, sebesar 0,75 A atau hanya setengah dari pergeseran yang dialami oleh
glu21’ rantai A. Perubahan sudut puntir yang terjadi pada asam amino ke-21 ini
juga tercatat hanya 8,02° untuk sudut yang dibentuk oleh CC,CyC,. Perubahan
sudut puntir yang lebih besar terjadi pada puntiran terhadap sumbu NC, dengan
nilai 12,13°.

Gambar 5.25 (d) menunjukkan rantai B dari PR DY1. Mutasi pada residu
ke-20” menunjukkan adanya pegeseran pada atom C, sejauh 1,02 A. Asam amino
leul9’ tercatat memiliki pergeseran sebesar 0,35 A dan perubahan sudut puntir
pada sumbu CC,, sebesar 47,44°. Asam amino glu21’ yang mengalami pergeseran
atom C, sebesar 1,96 A menunjukkan terjadinya pergeseran backbone yang terjadi
akibat mutasi K20R. Selain itu perubahan sudut puntir yang terjadi akibat mutasi
pada NC,CgC, sebesar 20,05° ikut berkontribusi dalam pergeseran struktur

backbone.

5.3.5. E35D & M36l

Residu ke-35 pada kedua PR bermutasi dari asam amino asam glutamat
menjadi asam aspartat (E35D). Mutasi ini menyebabkan terjadinya penurunan
jumlah atom dari 19 atom menjadi 16 atom. Berkurangnya jumlah atom juga
berakibat pada perubahan massa molekul dari 147 Da menjadi 133 Da, serta
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perubahan volum molekul dari 138,4 A® menjadi 111,1 A® Tingkat hidro-
fobisitasnya tercatat tetap bernilai -3,5. Kedua asam amino ini juga tercatat

memiliki muatan rantai samping yang bernilai negatif, serta bersifat polar.

Mutasi juga terjadi pada residu ke-36 yang mengubah asam amino metionin
menjadi isoleusin (M361). Akibat mutasi ini, terjadi penambahan jumlah atom dari
20 atom menjadi 22 atom. Penambahan jumlah atom juga mengakibatkan
bertambahnya volum molekul dari 162,9 A® menjadi 166,7 A% namun massa
molekulnya berkurang dari 149 Da menjadi 131 Da. Tingkat hidrofobisitas residu
ini tercatat meningkat dari 1,9 menjadi 4,5. Sedangkan muatan rantai sampingnya

tetap netral dan bersifat nonpolar.

(©) (d)
Gambar 5.26 Struktur residu 34-37 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).
Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan

rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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Mutasi yang terjadi pada residu ke-35 mengakibatkan terjadinya pergeseran
atom C, dari rantai A RY1 sebesar 2,20 A (gambar 5.26 (a)). Asam amino glu34
mengalami pergeseran C, sebesar 1,40 A akibat mutasi yang terjadi pada residu
ke-35. Asam amino glu34 juga mengalami puntiran pada CC,CgC, sehingga
mengalami perubahan sudut puntir sebesar 18,6°. Atom C, dari residu ke-36 juga
tercatat mengalami pergeseran sebesar 2,13 A akibat mutasi. Asam amino asn37
mendapatkan pengaruh dari mutasi tersebut sehingga membuat atom C, bergeser
sejauh 2,70 A. Perubahan yang terjadi pada struktur asn37 menjadi sangat besar

karena puntiran pada CC,CgHg, berubah sebesar 127,88°.

Perubahan struktur yang muncul pada rantai A DY1 terlihat pada gambar
5.26 (c). Pada residu mutasi E35D dan M361 sendiri, terjadi pergeseran atom C,
sebesar 0,77 A dan 1,12 A. Pada asam amino glu34, pergeseran hanya terjadi
sebesar 0,55 A tanpa adanya perubahan sudut yang terjadi di struktur glu34.
Sedangkan untuk struktur asam amino asn37 mengalami pergeseran atom C,
sebesar 1,30 A yang menunjukkan terjadinya pergeseran struktur backbone akibat
adanya mutasi pada residu ke-35 dan ke-36. Mutasi juga menyebabkan terjadinya
perubahan sudut puntir pada NC,CgC, sehingga berubah sebesar 112,63° dan

memberikan kontribusi pada pergeseran backbone struktur pada rantai A.

Perubahan yang terjadi pada residu ke-35’ dari RY1 relatif lebih kecil bila
dibandingkan dengan rantai A (gambar 5.26 (b)). Atom C, pada residu ke-35’
bergeser sejauh 1,84 A akibat mutasi yang terjadi. Pengaruh mutasi ini juga
menyebabkan pergeseran atom C, dari glu34’ sebesar 1,65 A. Perubahan sudut
puntir paling besar terjadi pada H,;C,C;O.; Yaitu sebesar 89,61°. Mutasi pada
residu ke-36> membuat struktur C, bergeser sebesar 1,64 A, dan menyebabkan
atom C, dari asam amino asn37’ bergeser sejauh 1,52 A. Mutasi ini juga
mengakibatkan terjadinya puntiran pada NC,CgC, yang cukup besar sehingga
sudut puntirnya berubah 126,16°.

Sedangkan untuk DY1 perubahan strukturnya dapat terlihat pada gambar
5.26 (d). Atom C, residu ke-35’ dan ke-36" mengalami perpindahan sebesar 1,89
A dan 1,50 A. Asam amino glu34’ cukup terpengaruh oleh mutasi E35D. Selain
pergeseran atom C, sebesar 0,99 A juga terdapat dua perubahan sudut puntir yang
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terjadi pada residu ini. Pada C,CsC,C; terjadi perubahan sebesar 9,32°, dan pada
CpC,Cs0.1 terjadi perubahan sebesar 48,59°. Atom C, dari asn37’ diketahui
mengalami pergeseran sebesar 1,16 A. Pada bagian NC,CzCs diketahui
mengalami perubahan sudut puntir sebesar 120,04°. Mutasi E35D pada rantai B
membuat backbone menyimpang cukup jauh dari posisi semula. Sedangkan
mutasi M36I dan pergeseran sudut puntir pada asn37’ berperan dalam mengurangi

pengaruh simpangan yang terjadi akibat mutasi E35D terhadap struktur backbone.

5.3.6. R41K
Residu ke-41 yang bermutasi dari asam amino arginin menjadi lisin (R41K)
menyebabkan jumlah atom berkurang dari 26 atom menjadi 24 atom. Volum

molekul berkurang dari 173,4 A menjadi 168,6 A® dan membuat massa molekul-

Gambar 5.27 Struktur residu 40-42 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).
Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan
rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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nya ikut berkurang dari 174 Da menjadi 146 Da. Tingkat hidrofobisitas residu ini
diketahui meningkat dari -4,5 menjadi -3,9. Namun, rantai samping residu ini
tetap bersifat polar dan bermuatan positif, meski terjadi mutasi. Mutasi R41K

terjadi pada kedua struktur mutan.

Pengaruh yang terjadi akibat mutasi R41K pada RY1 ternyata hanya pada
pergeseran backbone struktur residu ke-40 sampai residu ke-42 (gambar 5.27 (a)).
Pada residu mutasi, pergeseran C, terjadi cukup jauh, yaitu sekitar 2,12 A.
Pergeseran paling besar terjadi pada atom C, dari asam amino gly40 sebesar 2,88
A. Sedangkan pergeseran pada atom C, trp42 hanya sebesar 1,36 A.

Residu ke-41 dari PR DY1 mengalami mutasi dari arg menjadi lys dan juga
dapat ditemui pada PR RY1. Pada rantai A dari PR DY1 (gambar 5.27 (c)),
mutasi R41K menyebabkan terjadinya pergeseran atom C, sebesar 0,92 A. Asam
amino gly40 diketahui hanya mengalami pergeseran atom C, sejauh 1,01 A akibat
mutasi. Sedangkan pada asam amino trp42 mengalami pergeseran atom C,
sebesar 0,94 A disertai dengan adanya perubahan sudut puntir pada NC,C;C,
sebesar 4,35°. Mutasi R41K tidak menyebabkan perubahan struktur backbone
secara langsung. Pengaruh mutasi ini terhadap struktur asam amino ke-40 dan ke-

42 memiliki peran lebih besar terhadap simpangan yang terjadi pada backbone.

Pengaruh mutasi R41K pada rantai B RY1 cukup besar (gambar 5.27 (b)).
Secara langsung mutasi ini menyebabkan terjadinya pergeseran atom C, pada
residu ke-41” sejauh 2,69 A. Pada asam amino gly40’, atom C, bergeser sejauh
2,41 A akibat mutasi. Asam amino gly40’ juga memiliki perubahan sudut putar
sebesar 39,12° pada sumbu CC,. Perpindahan yang lebih kecil terjadi pada asam
amino trp42’° yang mengalami pergeseran atom C, sebesar 1,82°. Pada trp42’ juga
ditemui perubahan sudut puntir pada NC,CygC, sebesar 14,09°. Mutasi R41K pada
rantai B memberikan pengaruh langsung terhadap pergeseran backbone. Selain itu
mutasi ini juga mempengaruhi struktur asam amino ke-40 dan ke-42 sehingga ikut

menyebabkan pergeseran backbone pada kedua asam amino itu.

Pada rantai B DY1, pengaruh mutasi juga hanya berpengaruh pada

pergeseran backbone strukturnya saja (gambar 5.27 (d)). Mutasi pada residu ke-41’
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menyebabkan pergeseran atom C, sebesar 1,83 A. Sedangkan untuk asam amino
gly40’ dan trp42” atom C, bergeser sejauh 2,09 A dan 1,82 A. Pada asam amino
gly40’, terlihat adanya perbedaan posisi yang cukup mencolok pada atom Hy
seperti mengalami perubahan sudut puntir akibat adanya pemuntiran. Namun
ketika diamati lebih seksama, sudut puntir dari NC,CN hanya berubah sebesar
1,71°.

5.3.7. K45R

Perubahan sifat dan struktur mutasi K45R sama seperti yang telah
dijelaskan sebelumnya untuk mutasi yang terjadi pada K20R. Mutasi residu ini
hanya muncul pada PR RY1 saja. Pengaruh mutasi residu ke-45 untuk rantai A
secara struktural dapat dilihat pada gambar 5.28 (a). Mutasi ini mengakibatkan
terjadinya pergeseran atom C, dari residu ke-45 sebesar 0,60 A. Atom C, dari
asam amino pro44 juga bergeser sebesar 0,91 A. Pada pro44 juga terjadi sedikit
perubahan sudut puntir CC,NCs sebesar 7,38°. Sedangkan untuk asam amino
met46, terjadi pergeseran posisi atom C, sebesar 1,39 A. Selain itu juga nampak
perubahan sudut puntir dari NC,CC, yang cukup besar, yaitu 121,82°.

Untuk rantai B, perubahan struktur yang terjadi akibat mutasi menyebabkan
atom C, residu ke-45" bergeser sejauh 0,88 A (gambar 5.28 (b)). Pergeseran atom

C, dari pro44 tercatat sebesar 0,95 A tanpa adanya pengaruh perubahan sudut

(b)
Gambar 5.28 Struktur residu 44-46 (RY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.

Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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puntir yang dapat mengubah struktur. Pergeseran atom C, pada asam amino
met46’ lebih besar dari pergeseran pada rantai A, yaitu sebesar 1,62 A. Mutasi
pada residu ke-45’ juga menyebabkan terjadinya dua perubahan sudut puntir dari
asam amino met46’. Pada C,CyC,S; terjadi perubahan sudut puntir sebesar 4,26°,
dan pada CyC,S;sC. sebesar 5,45°.

Akibat dari mutasi residu ke-45, memberikan pengaruh yang lebih
signifikan secara struktur terhadap rantai B. Hal yang berbeda terjadi pada asam
amino met46 yang memiliki perubahan sudut puntir cukup besar. Perubahan ini
memberikan pengaruh pada pergeseran struktur RY1 secara keseluruhan (akan
dibahas di akhir bab ini) Meski met46’ memiliki dua sudut puntir pada bagian

berbeda, namun nilainya jauh lebih kecil dari perubahan yang terjadi pada met46.

SRS RO

Sifat mutasi yang muncul pada residu ke-57 sama seperti pada mutasi residu
ke-41. Mutasi ini termasuk mutasi yang hanya muncul pada PR RY1. Perubahan
struktur yang terjadi akibat mutasi pada asam amino ke-56 sampai ke-58 untuk
rantai A ditunjukkan pada gambar 5.29 (a). Perubahan dari arg menjadi lys
menyebabkan terjadinya pergeseran pada atom C, residu ke-57 sebesar 0,78 A.
Mutasi pada residu ke-57 menyebabkan pergeseran atom C, dari asam amino
val56 sebesar 0,24 A. Mutasi juga menyebabkan terjadinya perubahan sudut

puntir pada C,CsC,1C sebesar 51,43°. Pada asam amino gIn58, pergeseran

(b)
Gambar 5.29 Struktur residu 56-58 (RY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.

Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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muncul pada atom C, sebesar 0,89 A. Asam amino gIn58 juga mengalami
perubahan sudut puntir pada CsC,C;sN.2 sebesar 95,19° akibat mutasi.

Mutasi yang terjadi pada residu ke-57° pada rantai B (gambar 5.29 (b))
menyebabkan posisi atom C, bergeser sebesar 0,93 A. Asam amino val56’ ber-
geser sejauh 0,98 A pada posisi atom C, namun tidak memiliki perubahan sudut
puntir pada struktur akibat mutasi residu ke-57°. Akibat mutasi lebih terlihat pada
asam amino gIn58’ yaitu dengan adanya dua perubahan sudut puntir meskipun
perpindahan atom C, hanya sebesar 0,73 A. Perubahan sudut torsi pada NC,CsC,
sebesar 17,95° dan pada C.CsC,Cs sebesar 16,78°,

5.3.9. 162V

Sifat mutasi 162V sama seperti sifat mutasi 113V yang telah dijelaskan
sebelumnya. Pada rantai A dari PR DY 1, pergeseran backbone terjadi cukup besar
(gambar 5.30 (a)). Pada residu ke-62 sendiri atom C, mengalami pergeseran
sejauh 4,07 A. Akibat mutasi tersebut, asam amino gIn61 mengalami perubahan
struktur pada C,CsC,H, sehingga sudut puntirnya berubah sebesar 103,23°.
Perubahan sudut puntir ini memberikan pengaruh pada atom C, sehingga
menggeser backbone sejauh 4,31 A. Sedangkan pada asam amino leu63,

perubahan sudut puntir sumbu NC, sebesar 43,39° mengurangi pengaruh

(@) (b)
Gambar 5.30 Struktur residu 61-63 (DY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.
Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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pergeseran backbone akibat mutasi. Tercatat besarnya pergeseran atom C, pada
asam amino ini adalah 3,67 A.

Pada rantai B pergeseran backbone akibat mutasi 162V tidak sebesar yang
dialami oleh rantai A (gambar 5.30 (b)). Pada residu ke-62’ sendiri hanya terjadi
pergeseran atom C, sejauh 1,24 A. Perubahan sudut puntir dari asam amino gln61’
pada CgC,CsN., sebesar 177,3° ikut memberikan pengaruh pergeseran atom C,
gln61’ sebesar 1,83 A. Asam amino leu63’ juga diketahui memiliki perubahan
sudut puntir pada C,CgC,H, sebesar 73,35°. Pergeseran ini diketahui
mempengaruhi pergeseran atom C, leu63’ sejauh 1,39 A. Pada rantai B,
pergeseran backbone yang lebih besar terjadi diakibatkan oleh pengaruh asam
amino gin61’ dan leu63’ yang memiliki perubahan sudut puntir akibat munculnya

mutasi 162V.

5.3.10. HE9K

Residu ke-69 mengalami mutasi dari asam amino histidin menjadi lisin
(H69K). Mutasi ini menyebabkan penambahan jumlah atom dari 20 atom menjadi
24 atom, dan volum molekul dari 153,2 A® menjadi 168,6 A%, Sedangkan massa
molekul berkurang dari 155 Da menjadi 146 Da. Asam amino histidin dan lisin
sama-sama bersifat polar. Tingkat hidrofobisitas residu ini diketahui menurun dari
-3,2 menjadi -3,9. Sedangkan muatan rantai sampingnya berubah dari netral

menjadi positif. Mutasi H69K tercatat muncul pada kedua mutan.

Dari PR RY1, mutasi yang terjadi mengakibatkan posisi C, pada residu ke-
69 dari rantai A (gambar 5.31 (a)) bergeser sejauh 1,98 A. Asam amino gly68
juga mengalami perubahan posisi atom C, sejauh 2,12 A. Perubahan struktur pada
gly68 paling besar terjadi pada perubahan sudut puntir dari CC,NHy Yyang
mencapai 119,74°. Sedangkan pada asam amino lys70, atom C, mengalami
pergeseran struktur sejauh 1,78 A. Terjadinya puntiran pada NC,CsC, sebesar
125,29° mengakibatkan berpindahnya posisi atom Cs dan C. ke arah berlawanan

sehingga memberikan pengaruh terhadap konformasi lokal.

Gambar 5.31 (¢) menunjukkan residu ke-68 sampai ke-70 dari rantai A DY1.
Mutasi H69K yang terjadi pada PR DY1 menunjukkan adanya pergeseran atom
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(©) (d)
Gambar 5.31 Struktur residu 68-70 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).

Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan

rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.

C, residu tersebut sebesar 2,04 A. Asam amino gly68 yang memiliki perubahan
sudut puntir dari CC,NHy sebesar 70,6° tercatat memiliki pergeseran atom C,
yang lebih besar yaitu 2,67 A. Pada asam amino lys70 pergeseran terjadi sebesar
1,71 A dengan perubahan sudut puntir pada NC,CsC, sebesar 125,6°. Hasil ini
menunjukkan bahwa mutasi yang terjadi disertai dengan perubahan sudut puntir
pada dua asam amino tetangganya, khususnya pada lys70 mengurangi pengaruh
pergeseran backbone yang terjadi akibat mutasi pada residu ke-62 sebelumnya.

Residu ke-69° yang mengalami mutasi pada PR RY1 (gambar 5.31 (b))
membuat atom C, bergeser 1,54 A, lebih kecil dari pergeseran yang dialami oleh

rantai A. Asam amino gly68’ mengalami pergeseran sejauh 1,48 A karena ter-
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pengaruh oleh mutasi. Puntiran terjadi hanya pada sisi residu CC,NHy, meski
perubahan yang terjadi cukup besar 132,72°. Perubahan sudut puntir ini hanya
berpengaruh pada perubahan posisi atom Hy pada asam amino, dan tidak
berpengaruh banyak pada konformasi lokal. Perubahan yang terjadi pada asam
amino lys70’ akibat mutasi hanya berupa pergeseran posisi C, sejauh 1,40 A.
Secara keseluruhan pengaruh bagi rantai B lebih kecil bila dibandingkan rantai

asam amino ke-68 sampai ke-70.

Pergeseran backbone yang tercatat pada residu ke-69° DY1 tidak sebesar
yang dialami oleh rantai A (gambar 5.31 (d)). Hal ini mengingat pengaruh mutasi
pada residu ke-62’ juga relatif lebih kecil. Akibat mutasi H69K yang terjadi
menyebabkan munculnya pergeseran atom C, sejauh 0,75 A. Pada asam amino
gly68’ pergeseran terjadi sebesar 1,22 A. Perubahan sudut puntir dari CC,NHy
sebesar 151,72° diperkirakan memberikan pengaruh terhadap besarnya pergeseran
atom C, tersebut. Pergeseran pada atom C, asam amino lys70’ tercatat sebesar
0,87 A. Perubahan sudut puntir juga teramati pada CyC,CsC. sebesar 18,26°.
Pergeseran pada rantai B akibat mutasi H69K juga masih dipengaruhi secara tidak
langsung akibat perubahan sudut puntir yang terjadi pada asam amino ke-68’ dan

ke-70’ yang dipengaruhi oleh mutasi.

5.3.11. V77l

Residu ke-77 dari PR DY1 mengalami mutasi dari valin menjadi isoleusin
(\V771). Sifat mutasi ini berkebalikan dengan mutasi 113V. Atom pada residu ke-
77 bertambah dari 19 atom menjadi 22 atom. Massa molekul dan volumnya juga
mengalami penambahan dari 117 Da menjadi 131 Da dan dari 140 A3 menjadi
166,7 A®. Hidrofobisitas residu ini pun meningkat dari 4,2 menjadi 4,5 akibat
mutasi. Sedangkan sifat dan muatan rantai sampingnya tetap nonpolar dan netral.

Pada rantai A, terjadi pergeseran atom C, akibat mutasi sejauh 0,66 A
(gambar 5.32 (a)). Pada asam amino leu76 pergeseran atom C, juga berada dalam
nilai 0,54 A. Yang menarik pada asam amino ini, terdapat tiga perubahan sudut
puntir yang ditemukan. Pada posisi C,CgC,Cs1 terjadi perubahan sudut puntir
sebesar 16,86°, pada H,C,C;s1Hs11 sebesar 105,62°, dan pada H,C,Cs2Hs21 Sebesar
48,89°. Asam amino gly78 tercatat memiliki pergeseran atom C, sebesar 0,44 A
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(a) (b)
Gambar 5.32 Struktur residu 76-78 (DY1) pada (a) rantai A dan (b) rantai B.

Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.

dari posisi semula. Pada sumbu NC, juga diketahui mengalami perubahan sudut
puntir sebesar 23,27°. Simpangan backbone terbesar hanya berada pada residu
mutasi V771. Sedangkan pada dua residu lainnya cenderung lebih kecil bila
dibandingkan dengan residu ke-77. Kecilnya simpangan ini juga menunjukkan
bahwa pada residu ke-76 hingga ke-78 pengaruh simpangan backbone terhadap
mutasi sudah mulai berkurang bila dibandingkan dengan akibat mutasi residu ke-
62 dan ke-69.

Gambar 5.32 (b) menunjukkan perubahan struktur akibat mutasi V771 dari
rantai B. Pada residu ke-77’, pergeseran atom C, menunjukkan nilai 1,19 A.
Pergeseran pada asam amino leu76’ tercatat lebih besar yaitu 2,10 A. Dengan
perubahan sudut puntir yang terjadi pada C,CysC,H, sebesar 48,97°. Sedangkan
untuk asam amino gly78’ terjadi pergeseran atom C, sebesar 0,91 A. Data tersebut
menunjukkan bahwa pergeseran yang muncul akibat pengaruh mutasi residu ke-
62’ dan ke-69’ baru mulai berkurang pada residu ke-76" hingga ke-78".

5.3.12. L89M

Residu ke-89 dari kedua mutan diketahui mengalami mutasi dari asam
amino lisin menjadi asam amino metionin (L89M). Mutasi ini mengakibatkan
perubahan jumlah atom penyusun asam amino dari 22 atom menjadi 20 atom.
Berkurangnya jumlah atom akibat mutasi juga menyebabkan berkurangnya volum
molekul dari 166,7 A® menjadi 162,9 A3. Namun massa molekul akibat mutasi
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tercatat bertambah dari 131 Da menjadi 149 Da. Hidrofobisitas mutasi L89M
tercatat berkurang dari 3,8 menjadi 1,9. Sedangkan rantai sampingnya tetap

bermuatan netral dan bersifat nonpolar.

Pada gambar 5.33 (a) mutasi residu ke-89 pada rantai A RY1 yang terjadi
menyebabkan pergeseran atom C, sejauh 1,02 A. Pengaruh mutasi bagi asam
amino asn88 juga membuatnya mengalami pergeseran atom C, sebesar 0,76 A.
Pengaruh lainnya hanya berupa perubahan sudut puntir yang sangat kecil pada
CC,CgC, yaitu 4,09°. Asam amino leu90 juga mengalami pergeseran posisi atom
C, sejauh 1,01 A dari posisi awal. Pengaruh lainnya bagi leu90 berupa perubahan

sudut puntir pada sumbu NC, sebesar 5,63°.

(d)
Gambar 5.33 Struktur residu 88-90 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).
Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan

rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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Untuk model DY1 (gambar 5.33 (c)), terdapat simpangan atom C, pada
residu mutasi ke-89 sebesar 1,21 A. Pada asam amino asn88, simpangan atom C,,
tercatat sebesar 0,89 A. Perubahan sudut puntir pada CC,CyC, tercatat relatif kecil
yaitu 7,2°. Pergeseran atom C, yang lebih besar ditemukan pada asam amino
leu90 sebesar 1,25 A. Asam amino ini juga mengalami perubahan sudut puntir
pada C,CysC,H, sebesar 17,6°. Nilai-nilai ini menunjukkan bahwa mutasi ke-89

mulai memberikan pengaruh kembali pada pergeseran backbone rantai A.

Mutasi pada residu ke-89’ RY1 (gambar 5.33 (b)) menyebabkan terjadinya
pergeseran atom C, dari posisi awal sejauh 1,03 A. Posisi asam amino asn88’
tercatat mengalami perubahan posisi atom C,, sebesar 0,85 A. Asam amino asn88’
juga mengalami perubahan sudut puntir pada C,CsCyNs2 Sebesar 13,06°.
Sedangkan pada asam amino leu90’, pergeseran atom C, terjadi sebesar 1,07 A.
Perubahan sudut puntir dari leu90’ tidak terjadi pada sumbu NC, seperti pada
rantai A, tapi pada sumbu C,Cy sebesar 27,71°.

Sedangkan untuk PR DY1 (gambar 5.33 (d)), mutasi pada residu ke-89’
memberikan pergeseran atom C, sebesar 0,87 A. Asam amino asn88’ diketahui
memiliki pergeseran sebesar 0,93 A. Pada asam amino ini juga diketahui memiliki
perubahan sudut torsi sebesar 24,79° pada CC,CgC,. Untuk asam amino leu90’
pergeseran atom C, terjadi sebesar 0,54 A. Pada C,CpC,Cs, juga diketahui
mengalami perubahan sudut puntir sebesar 38,46°. Data tersebut menunjukkan
bahwa residu ke-88” hingga ke-90° hanya mendapatkan pengaruh dari mutasi

residu dalam perubahan struktur backbone.

5.3.13. L97I

Mutasi terakhir yang tercatat adalah residu ke-97 yang bermutasi dari asam
amino leu menjadi ile. Mutasi yang muncul pada kedua mutan ini tidak
menyebabkan terjadinya perubahan jumlah atom. Asam amino leu maupun ile
keduanya memiliki 22 atom. Selain jumlah atom yang sama, volum dan massa
molekul keduanya pun sama yaitu 166,7 A® dan 131 Da. Namun, tingkat
hidrofobisitas residu ini meningkat dari 3,8 menjadi 4,5. Asam amino leu dan ile
juga diketahui memiliki sifat polar dan memiliki muatan rantai samping yang
bernilai netral.
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Pada PR RY1 (gambar 5.34 (a)) mutasi residu ke-97 menyebabkan
terjadinya pergeseran atom C, sejauh 0,85 A. Pergeseran atom C, yang lebih
tinggi justru dialami oleh asam amino thr96 sejauh 1,39 A. Perubahan struktur
juga terjadi pada sumbu CC, yang menyebabkan terjadinya perubahan sudut
puntir sebesar 12,41°. Untuk asam amino asn98, pergeseran atom C, terjadi hanya
sebesar 0,35 A. Sudut puntir pada asam amino asn98 hanya terjadi pada NC,CyC,

sebesar 4,58°.

Mutasi residu ke-97 dari DY1 ditunjukkan pada gambar 5.34 (c). Pada
residu ke-97 terlihat bahwa mutasi memberikan pengaruh terhadap pergeseran

atom C, sebesar 1,10 A. Sedangkan pada asam amino ke-96 perubahan struktur

Gambar 5.34 Struktur residu 96-98 dari RY1 (a dan b) dan DY1 (c dan d).
Kolom kiri menunjukkan rantai A, sedangkan kolom kanan menunjukkan

rantai B. Tulisan berwarna merah menunjukkan residu sebelum bermutasi.
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yang teramati hanya pergeseran atom C, sejauh 2,25 A tanpa disertai dengan
adanya perubahan sudut puntir pada struktur. Untuk asam amino asn98,
pergeseran atom C, tercatat sebesar 1,02 A. Pada asam amino ini juga terdapat
perubahan sudut puntir sebesar 134,22° pada C,CsC,Ns,. Data ini menunjukkan
bahwa pengaruh pergeseran struktur backbone akibat mutasi residu ke-89 mulai
berkurang.

Residu ke-97° dari RY1 (gambar 5.34 (b)) menyebabkan terjadinya
pergeseran atom C, sejauh 0,81 A dari posisi awal. Asam amino thr96” diketahui
mengalami pergeseran atom C, sebesar 0,55 A akibat mutasi. Mutasi juga
mempengaruhi terjadinya perubahan sudut puntir dari CC,CsC,, sebesar 15,31°,
Selain itu, perubahan sudut puntir lainnya yang tercatat cukup besar terjadi pada
CoCpOy1H,1 sebesar 82,4°. Asam amino asn98’ juga diketahui mengalami
pergeseran sebesar 0,59 A pada atom C,. Perubahan sudut puntir yang terjadi
berada pada dua lokasi, yaitu NC,CgC, dan C,CsC,Ns2 masing-masing sebesar
22,3° dan 63,16°. Pengaruh mutasi lebih menyebabkan perubahan struktur pada
rantai B.

Pada rantai B (gambar 5.34 (d)), pergeseran atom C, pada residu ke-97
akibat mutasi tercatat sebesar 0,77 A. Asam amino thr96 diketahui memiliki
pergeseran atom C, yang lebih kecil yaitu 0,55 A. Dengan perubahan sudut puntir
yang terjadi pada CC,CyC,, sebesar 93,5°. Namun, pada asam amino asn98, hanya
ditemukan pergeseran sebesar 0,94 A tanpa disertai dengan perubahan sudut
puntir pada strukturnya. Terlihat bahwa mutasi residu ke-97 menyebabkan

terjadinya simpangan backbone yang semakin melebar.

Dari seluruh data pengamatan struktur residu yang bermutasi, dapat
diperkirakan pengaruh residu mutasi terhadap struktur secara keseluruhan. Mutasi
yang mempengaruhi interaksi PR dengan APV yang diketahui adalah 150V,
V82F/I84V (Ohtaka dkk. 2002)*! dan M461/147V/I50V (Shenderovich dkk.
2003)®. Studi Ohtaka dkk. memperlihatkan kedua mutasi tersebut dapat mem-
buat energi ikat bebas menjadi berkurang bila dibandingkan dengan WT. Energi
ikat bebas dari mutan 150V dan V82F/184V masing-masing berbeda sebesar 2,7
dan 3 kcal/mol. Nilai tersebut menunjukkan bahwa kedua mutant memiliki
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interaksi yang kurang baik dibandingkan dengan WT. Sedangkan studi
Shenderovich dkk. memprediksi keberadaan tiga mutasi M461/147V/150V dapat
meningkatkan resistensi PR terhadap APV berdasarkan tinjauan fenotip struktur.
Namun pada kedua pasien, mutasi tersebut tidak ditemui. Gambar 5.35
menunjukkan data pergeseran dari residu mutasi dan dua residu tetangganya. Data

residu lainnya tidak diamati pada studi ini.

Pada PR RY1 aktivitas struktur rantai A menunjukkan adanya peningkatan
gerak residu dengan nilai tertingginya berada pada residu ke-40. Mutasi R41K
yang terjadi diperkirakan mengurangi aktivitas struktur. Namun pada residu ke-46
mulai terlihat peningkatan aktivitas kembali. Hal ini disebabkan mutasi yang
terjadi pada residu ke-45 meskipun pergeserannya sendiri hanya sebesar 0,6 A.
Keberadaan mutasi ini mengurangi fleksibilitas dari flap dan APV, serta berkon-

tribusi dalam peningkatan stabilitas struktur dan interaksinya dengan obat!®®!.
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Gambar 5.35 Nilai pergeseran struktur dalam bentuk diagram batang untuk

tiap rantai pada kedua mutan
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Berkurangnya aktivitas flap juga dapat mencegah terlepasnya obat dari sisi aktif
PR.I??I

Untuk rantai B sendiri memiliki kemiripan topografi dari nilai pergeseran
struktur residu dengan rantai A. Namun perpindahan dari residu ke-19’ yang
mencapai 1,8 A membuat ikatan hidrogen antara APV dengan ala28’ dan asp29’
menjadi tidak stabil. Hal tersebut sudah dibuktikan dengan presentase okupansi
yang rendah pada kedua residu. Mutasi di residu ke-45’ memiliki pengaruh yang
sama dengan mutasi residu ke-45. Secara keseluruhan aktivitas PR RY1 cukup
dipengaruhi oleh mutasi residu ke-45. Hal ini dibuktikan dengan energi ikat

bebasnya yang bernilai paling rendah.

Protease DY 1 memberikan hasil yang cukup berbeda. Pada rantai A mutasi
residu ke-10 yang termasuk mutasi minor ternyata memiliki pergeseran yang lebih
kecil bila dibandingkan dengan residu tetangganya. Hal ini menunjukkan bahwa
mutasi residu ke-10 berperan untuk menahan aktivitas residu ke-9 hingga ke-17
yang mengalami peningkatan. Mutasi tersebut juga diduga berperan dalam
mempertahankan ikatan hidrogen pada asp25. Mutasi G16E tercatat memiliki nilai
pergeseran paling tinggi di antara sembilan residu tersebut, yaitu mencapai 3 A.
Pergeseran yang cukup signifikan juga terlihat oleh residu ke-61 akibat mutasi
162V, dan residu ke-68 akibat mutasi H69K. Namun karena posisi kedua residu
tersebut berada di sisi terluar PR, pengaruhnya tidak dirasakan langsung di sisi
aktif. Hanya ikatan yang berada di residu ke-30 yang terpengaruh. Ikatan hidrogen
pada residu ke-50 muncul kemudian karena jarak antara residu dengan APV

mendekat.

Untuk rantai B PR DY1 aktivitas tertinggi justru dialami oleh residu mutasi
sendiri. Hal ini terlihat dari nilai pergeseran residu mutasi ke-16’ yang mencapai
2,7 A. Pergeseran struktur juga teramati pada residu ke-14" dan ke-15. Akibat dari
aktivitas ini berpengaruh pada ikatan hidrogen yang terbentuk pada residu ke-28’
dan ke-29’ sehingga menjadi tidak stabil. Keadaan pada residu ke-25” yang cukup
stabil mampu mempertahankan ikatan hidrogen yang terbentuk dengan APV.

Ikatan baru antara APV dengan asp30’ juga teramati dikarenakan posisi residu
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dengan APV yang mendekat. Aktivitas tinggi lainnya juga ditemui pada residu ke-
61’ dan 68’ namun tidak mempengaruhi keadaan di sisi aktif.

Meskipun DY1 memiliki ikatan hidrogen baru yang terbentuk di akhir
simulasi, namun nilai okupansinya menunjukkan bahwa ikatan hidrogen tersebut
tidak termasuk ke dalam ikatan hidrogen kuat. Pergerakan struktur pada residu
mutasi menunjukkan bahwa struktur DY1 tidak stabil bila dibandingkan dengan
RY1. Hal ini berkebalikan dengan RY1 yang mampu menahan kestabilannya
akibat keberadaan mutasi pada residu ke-45. Meskipun interaksi RY1-APV lebih
baik daripada DY1-APV, namun kedua struktur PR ini tercatat memiliki energi
ikat bebas yang lebih rendah dari struktur WT. Hal ini dimungkinkan karena
kedua PR tidak memiliki mutasi yang menyebabkannya resisten terhadap APV.
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KESIMPULAN

Beberapa hasil simulasi yang dilakukan pada studi ini, memiliki kesesuaian
dengan beberapa literatur. Pada tahap awal simulasi, didapatkan keadaan terpro-
tonasi dari struktur PR berada pada residu asp25’. Hasil tersebut sesuai dengan
prediksi yang diajukan oleh Kitiyaporn dkk. pada 2008°%. Hasil ini juga

menguatkan validitas struktur 3D yang digunakan pada studi ini.

Dari nilai energi hasil simulasi kedua model pasien ternyata didapatkan
lebih rendah dari model WT, dengan model pasien DY1 paling rendah nilainya
diantara ketiga model pada studi ini, yaitu sebesar -6389,69 kcal/mol. Secara
dinamika struktural, diketahui bahwa mutasi yang terdapat pada struktur DY1

berperan dalam proses kestabilan struktur.

Meskipun demikian, keberadaan mutasi residu ke-10 dan 10’ pada DY
menyebabkan interaksi PR dengan APV berkurang. Hal ini sesuai dengan

Stanford database!™

yang menyatakan bahwa mutasi tersebut termasuk dalam
mutasi minor. Berbeda dengan model RY1, mutasi-mutasi yang muncul justru
menyebabkan ketidakstabilan pada strukturnya. Namun interaksinya dengan APV

dipertahankan dengan adanya mutasi pada residu ke-45 dan 45°.

Kesimpulan terhadap interaksi tersebut diperkuat dengan melihat nilai
okupansi ikatan hidrogen yang terbentuk antara PR-APV. Diketahui bahwa RY1
memiliki 3 ikatan hidrogen kuat, yaitu pada residu ke-30, ke-50, dan ke-25’,
sedangkan DY1 hanya pada residu ke-25 saja. Keberadaan ikatan hidrogen kuat
pada residu ke-30 dan ke-50 tidak lepas dari keberadaan mutasi residu ke-45 dan
45° seperti yang dipaparkan oleh studi Perryman dkk® sehingga menjaga daerah
PR di sekitar flap menjadi lebih kaku dan mampu mempertahankan ikatan
hidrogen yang terbentuk dengan obat.

Secara keseluruhan dari hasil studi ini terdapat beberapa kesimpulan yang
dapat diperoleh:
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1. Berdasarkan nilai energi dan struktur setelah simulasi memperlihatkan
bahwa model DY1 lebih stabil bila dibandingkan dengan RY1 maupun
WT. Kestabilan ini terkait dengan dinamika struktur PR selama simulasi
berlangsung.

2. Mutasi pada DY1 menyebabkan interaksi DY1-APV berkurang, sedang-
kan mutasi pada RY1, khususnya mutasi residu ke-45 dapat memper-
tahankan interaksi RY1-APV.

3. Dari hasil simulasi, kedua pasien RY1 dan DY1 dapat menerima APV
dalam orde 11 dan 8-kali lipat bila dibandingkan dengan WT. Berdasarkan
pada studi Wang dan Kollman®® orde penerimaan yang nilainya 10-kali
lipat lebih negatif menunjukkan struktur tersebut (RY1) sensitif terhadap
obat. Namun struktur DY1 tidak dapat dikatakan sensitif meskipun nilai

energinya lebih rendah dari WT.

Mengingat studi ini dilakukan dengan sejumlah keterbatasan, khususnya
dalam sumber daya komputasi, maka beberapa saran yang dapat menjadi

pertimbangan bagi kelanjutan studi ini:

1. Dilakukan peninjauan lebih lanjut terhadap pengaruh keberadaan tiap
mutasi tunggal yang tercatat pada PR, khususnya mutasi pada RY1 dan
DY1.

2. Diharapkan simulasi dapat dilakukan dengan beberapa inhibitor lain,

ataupun dengan struktur PR dengan mutasi lain.

Dari hasil studi ini, diharapkan dapat membantu menentukan inhibitor
terbaik yang dapat digunakan pada penderita HIV. Ke depannya simulasi ini dapat
dilakukan dengan berorientasi pada struktur PR sehingga dapat membantu dalam

pembuatan desain inhibitor yang dapat digunakan pada penderita HIV.
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