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ABSTRAK

Nama : Sigit Jaya Herlambang

Program Studi : Fisika

Judul : Analisis Pathogenisitas Virus Avian Influenza Tipe A
Neuraminidase Subtipe 2 (N2) dengan Simulasi Dinamika
Molekuler

Neuraminidase (NA) memiliki peran penting dalam melepaskan virion yang
menggantung pada sialic acid (SA) sel inang sehingga dapat menginfeks sel
inang lainnya dan meningkatkan pathogenisitas virus. Untuk dapat mengetahui
lebih dalam tentang pengaruh kontribusi residu fungsional terhadap ikatan antara
NA dengan SA dilakukan simulasi permodelan molekuler dengan
membandingkan NA  Low = Pathogenic  Avian  Influenza  (LPAI)
A/Mallard/Pennsylvania/10218/84 dan High Pathogenic Avian Influenza (HPAI)
A/Tokyo/3/67. Dari penelitian diperoleh energi bebas ikatan NA-SA HPAI dan
LPAI sebesar -231.59 kcal/mol dan -350.62 kcal/mol. Analisis okupansi dan
energi ikatan menunjukkan bahwa Aspl151, Argl52, Glu276, Arg292 dan Arg371
merupakan residu fungsional yang berperan penting pada aktivitas enzimatik NA
virus dan berperan besar dalam menentukan pathogenisitas virus. Kemudian dari
analisis mutasi diketahui D147G, V1491, 1194V, K199R, V275I, 1290V, V303l,
T346N, Q347P, L370S, SA00N, D401N, R403W dan K431P memiliki pengaruh
yang signifikan terhadap kestabilan ikatan di wilayah aktif.

Katakunci: neuraminidase, pathogenisitas, residu fungsional, mutas,
influenza unggas.

Analisis pathigenisitas..., Sigit Jaya Herlambang, FMIPA Ul, 2010



ABSTRACT

Name : Sigit Jaya Herlambang

Study Program : Fiska

Title : Molecular Dynamic Simulation of Subtype 2
Neuraminidase (N2) of Avian Influenza A Virus
Pathogenicity Analysis

Neuraminidase (NA) has a significant role in releasing virions that are attached to
the sialic acid (SA) of the host cells so that the new virions could infect other cells
and increasing the virus pathogenicity. To gain insight on the effects of the
contribution of the functiona residues towards the binding of NA with SA, we
conducted a molecular dynamics simulation and compared Low Pathogenic Avian
Influenza (LPAI) NA A/Mallard/Pennsylvania/10218/84[1] with High Pathogenic
Avian Influenza (HPAI) NA A/Tokyo/3/67[2]. From this study we obtained the
binding free energy of the NA-SA HPAI and LPAI with the value of -231.59
kcal/mol and -350.62 kcal/mol respectively. Hydrogen bond occupancy analysis
and binding energy showed that Asp151, Argl52, Glu276, Arg292 and Arg371
are functional residues that have a significant role on the enzymatic activities of
the NA and also have a big responsibility to determine virus pathogenicity. And
then from the mutation analysis it was observed that D147G, V149I, 1194V,
K199R, V275I, 1290V, V303l, T346N, Q347P, L370S, S400N, D401N, R403W
and K431P mutations has the most influence on bond stability at the active site.

Keywords:  neuraminidase, pathogenicity, functional residues, mutation, avian
influenza
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BAB |
PENDAHULUAN

Avian Influenza Virus (AlV) merupakan virus penyebab wabah penyakit
yang dikenal luas sebagai pandemi flu burung. Virus influenza yang awalnya
hanya menyerang unggas air ini menginfeksi saluran pernapasan bagian atas
spesies yang diserangnya [1]. Dalam satu abad terakhir, virus ini menjadi
ancaman bagi manusia karena kemampuan virus bermutasi hingga menjadi
bersifat sangat pathogen dan memiliki kemampuan bertransmisi sangat efektif.
Dalam Influenza Report yang dirilis tahun 2006 [2], Kamps dan Reyes-Teran
mengatakan bahwa setiap tahunnya, dalam masa pandemi, terdapat 3-5 juta kasus
dan menyebabkan 300.000-500.000 kematian. Resiko kematian terlihat signifikan
pada anak-anak usia < 2 tahun, orang tua > 65 tahun serta mereka yang memiliki
kondisi tidak sehat [3].

Selama abad 20, terjadi 3 puncak pandemik utama dimana flu menjadi
wabah yang merenggut jutaan nyawa (lihat gambar 1.1). Yakni pada 1918
(dikenal sebagai Spanish Flu), 1957 (Asian Flu) dan 1968 (Hongkong Flu). Pada
1918, pandemik disebabkan oleh virus HIN1 yang secara filogenetik memiliki
kedekatan dengan strain/galur unggas dibanding sekuen mamalia lainnya [4].
Pada 1957, virus H2N2 yang menyerang banyak wilayah di Asia memiliki
hemaglutinin, neuraminidase dan polimerase PB1 yang sama dengan virus
influenza unggas, sementara H3N2 yang menyebar pada pandemik 1968 hanya
hemaglutinin dan polimerase PB1 sgja yang memiliki kesamaan dengan galur

unggas [5].
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Gambar 1.1: Grafik Perbandingan Jumlah Korban Virus Influenza Unggas pada 3 Pandemik
Utama abad ke-20 [6,7,8] .

Pada saat ini, kejadian yang berhubungan dengan influenza unggas rel atif
sedikit. Munculnya galur baru yang lebih pathogen, dikenal dengan H5N1,
menjadi sasaran penelitian di berbagai belahan dunia karena kemampuannya
menginfeks sekitar 10 juta ternak dengan area geografis yang lebih luas selama 2
tahun lebih mulai tahun 1997. Kasus pertama yang menyerang manusia tercatat
oleh WHO terjadi pada tahun 2003 di Vietnam [9]. Hingga kini, terdapat 495
kasus yang terdaftar yang menyebabkan 292 kasus kematian dan Indonesia
menjadi penyumbang kasus terbesar dengan 163 kasus dan 135 kematian (lihat

gambar 1.2).

Kemampuan virus influenza unggas untuk menciptakan pandemik secara
luas ditentukan oleh kemunculan subtipe virus influenza unggas jenis baru yang
sangat pathogen dan memiliki kemampuan menyebar luas [10]. Salah satu faktor
virus menjadi sangat pathogen adalah dari kemampuan virion untuk merontokkan
diri usai proses replikasi dari tepi sel inang yang ditentukan oleh aktivitas

enzimatik neuraminidase [11].
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Gambar 2.2: Data Kasus Influenza Unggas A/(H5N1) pada Manusia 2003-2010 [9].
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Pathogenisitas virus influenza unggas dapat dilihat dari aktivitas enzimatik
neuraminidase dengan membandingkan frekuensi dan jumlah virion yang telah
melepaskan diri dari sel inang beberapa jam pasca-penyuntikan [12]. Enzim yang
memegang peran penting mengkatalisis proses lepasnya virion dapat dipandang
sebagal molekul, yang secara umum, terkomposisi oleh atom-atom yang memiliki
partikel-partikel bermuatan dengan posisi geometri berbeda-beda. Karakterisasi
struktur molekul dari neuraminidase virus influenza unggas dari sgjumlah galur
telah memungkinkan para peneliti dari bidang lain seperti fisika untuk membantu
melakukan analisis struktural dan fungsional yang kemudian dapat dihubungkan
dengan aktivitas enzimatiknya. Sehingga disain struktur obat inhibitor dapat
dirancang dengan informasi yang lebih banyak. Hal tersebut terbukti dari pesatnya
pengajuan inhibitor potensial yang lebih kuat berikatan dengan enzim
neuraminidase [1]. Namun, ada satu hal yang tak bisa dipungkiri dari virus
influenza unggas ini. Yakni adanya peristiwva mutasi yang dapat menyebabkan
munculnya virus baru yang lebih pathogenik yang berpotenss mengulang
pandemik yang terjadi sebelumnya. Hal inilah yang mendasari bahwa perlu
adanya kajian lebih dalam pada substrat alami neuraminidase.

Simulasi yang dilakukan dengan memberikan medan gaya pada molekul
dapat memberikan tambahan informas interaksi enzim neuraminidase dengan
substrat aami. Fokus utama penelitian adalah wilayah aktif dari enzim
neuraminidase yang bertugas mengkatalisis substrat. Batasan wilayah penelitian
hanya sampal pada interaksi residu fungsional dengan substrat agar dapat
mengerucutkan penelitian ke depannya. Sehingga dapat dilakukan penelitian
lanjutan tentang residu mana yang bila dimutasikan mampu menambah

kemampuan mengikat sialic acid dibanding obat inhibitornya.

Penelitian permodelan interaksi salah satu antigen virus influenza ini
dilakukan untuk membandingkan pathogenisitas virus influenza unggas. Dengan
mengambil salah satu virus yang dikarakterisasi saat terjadi pandemik 1968 yang
juga merupakan template model bagi virus influenza unggas yang lebih rendah
pathogenisitasnya diharapkan dapat membandingkan model yang digenerasikan

lewat metode permodelan homologinya dengan template sekaligus. Hasil
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penelitian tersebut dijelaskan dalam enam bab secara sistematis agar dapat
dipahami dengan mudah. Dalam bab | Pendahuluan, dijelaskan latar belakang
masal ah yang dikgji berhubungan dengan influenza unggas dan metode baru yang
diusulkan sebaga alternatif memprediksi pathogenisitas virus berdasarkan
interaksi enzim Neuraminidase (NA) virus dengan sialic acid (SA). Bab I
membahas virus influenza unggas secara umum yang meliputi penjelasan struktur
dengan fungsi masing-masing, proses replikasi, sertakajian yang lebih detail pada
antigen enzimatik yang menjadi bagian penelitian beserta substrat alaminya. Bab
[l mengkaji ulang penelitian-penelitian yang telah dilakukan para peneliti lain
yang menghubungkan tingkat pathogenisitas virus dengan kemampuan enzim
neuraminidase dalam memotong virion dari sel inang yang terinfeksi (pasca
replikasi virus) di bagian sialic acid-nya. Bab 1V membahas metode-metode yang
dipakai selama penelitian. Bab V membahas pengolahan data serta analisisnya
yang dilanjutkan dengan kesimpulan akhir pada Bab V1.
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BAB |1
INFLUENZA UNGGAS: NEURAMINIDASE DAN SIALIC ACID

Influenza merupakan penyakit yang disebabkan oleh virus yang bisa
menyerang baik manusia dan hewan. Pada hewan, penyakit ini mempunyai
potensi yang cukup besar untuk menjadi sebuah epidemik karenatingkat imunitas
yang rendah dari hewan tersebut. Lebih spesifik, virus influensa unggas dapat
menjadi epidemik yang lebih menakutkan lagi. Hal ini disebabkan oleh kebiasaan

unggas liar bermigrasi di- musim-musim tertentu.

M eskipun spesies inang utama influenza uinggas adalah unggas air, namun
virus ini dapat ditransfer ke spesies unggas lain (seperti ayam dan kalkun) dan
bahkan mamalia. Ketika virus ini diketahui dapat berpindah ke spesies unggas
lain, virus diklasifikaskan menjadi dua jenis berdasarkan pathogenisitasnya.
Virus yang mempunyai kemampuan untuk menjadi pandemik luas (epidemi) akan
dikategorikan sebagai High Pathogenic Avian Influenza (HPAI). Selain yang
dikategorikan sebagai HPAI, virus termasuk Low Pathogenic Avian Influenza
(LPALI).

Transfer virus influenza antar spesies masih memiliki potens untuk
mewabah secara global. Terdapat dua teori utama yang menyebabkan perpindahan
virus influenza antar spesies dapat terjadi. Teori pertama mengatakan galur virus
influenza A pada unggas dapai berpindah secara langsung ke manusia tanpa
perubahan genetik. Di dalam sel inang, apabila orang tersebut sedang terserang
influenza manusia yang menyebabkan tingkat imunitasnya rendah sehingga dapat
diserang virus influenza unggas, maka akan terjadi pencampuran genetik antara
virus influenza unggas dengan virus influenza manusia. Pencampuran genetik
tersebut akan menyebabkan hemaglutinin dan neuraminidase mengalami
modifikasi sehingga bisa menyerang manusia yang sedang dalam kondisi imun
terbaik sekalipun [13].

Teori yang kedua mengatakan virus influenza unggas tersebut menyerang
spesies penghubung (contoh: babi). Kemudian virus tersebut mengalami
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pencampuran genetik atau mungkin perubahan kode genetik (mutagenesis) yang
menyebabkan perubahan antigen utama sehingga muncul galur virus baru yang
dapat beradaptasi dengan manusia. Teori ini dapat |ebih dipercaya karena memang
pada babi terdapat epitalium pernapasan yang mengandung reseptor HA virus
influenza unggas SAa2,3Gal dan reseptor HA virus influenza manusia
SAn2,6Gal sekaligus[13].

Babi merupakan hewan perantara yang dapat memodifikasi RNA virus.
Hingga saat ini, belum dapat dipastikan bagaimana cara bermutasi dan seperti apa
mutasi itu akan mengarah. Pada 1997, mulai muncul galur virus yang melompati
hewan perantara. Virus influenza unggas langsung berpindah dari unggas ke
manusia [14]. Hal yang paling ditakuti adalah ketika suatu saat muncul galur virus
influenza yang dapat berpindah dari manusia ke manusia. Pada saat itu akan
terjadi epidemik yang lebih luas lagi.

Studi virologi yang belakangan ini gencar dilakukan berhasil menjelaskan
struktur, mekanisme dan siklus hidup virus. Dengan dimengertinya hal tersebut,
sgumlah target telah menjadi sasaran dalam penelitian pembuatan obat seperti
hemaglutinin, neuraminidase, protein matriks M2 dan endonuklease [15]. Di
antara target-target tersebut, neuraminidase menjadi target yang paling penting
[16] dalam mencegah virus yang telah menyerang untuk menginfeksi sel-sel sehat
dengan cepat.

2.1 VirusInfluenza

Virus influenza, yang merupakan famili virus Orthomyxoviridae,
dikategorikan menjadi empat tipe utama A, B dan C. Virus ini berbentuk
pleomorfik dengan ukuran bervariasi antara 80-120 nm yang di dalamnya terdapat
890 hingga 2341 nukleotid pada tiap-tiap virus [17]. Tipe virus dikenali dengan
keberadaan hemaglutinin dan neuraminidase sebagai antigen utamanya
Hemaglutinin dan neuraminidase merupakan glikoprotein transmembran yang
tersebar merata di permukaan virus tersebut. Masing-masing berperan sebagai

penempel dan pelepas virus dari sel inang.

Analisis pathigenisitas..., Sigit Jaya Herlambang, FMIPA Ul, 2010



Pada virus influenza tipe A, pengelompokkan subtipe yang didasarkan
pada antigenik, analisis nukleotida dan susunan asam aminonya ini dibagi menjadi
16 kelompok HA (H1-H16) dan 9 kelompok NA (N1-N9) [18,19]. Genom tipe A
berbentuk single-stranded RNA yang dilapis nukleokapsid dan memiliki polaritas
negatif. Total terdapat 144 macam kombinasi virus influenza tipe A yang 103 di
antaranya terdapat pada burung liar.

Umumnya, sistem penamaan virus dilakukan berurutan berdasarkan tipe
virus influenza, spesies inang, letak geografis, nomor seri, tahun pengisolasian
dan varian HA dan NA dalam kurung. Sebagal contoh: A/goose/ Guangdong/1/96
(H5N1).

2.1.1 Struktur Virusdan Siklus Hidupnya

2.1.1.1 Struktur Virus

Struktur virus influenzatipe A dan B terdiri dari 8 segmen terpisah
sebagai berikut:

Protein Polimerase B1 (PB1)

Protein Polimerase B2 (PB2)

Protein Polimerase A (PA)

Hemaglutinin (HA atau H)

Neuraminidase (NA atau N)

Protein Nukleokapsid (NP)

Protein Matriks (M); terdiri dari protein matriks 1 dan 2 (M1
dan M2)

8. Protein Non-struktural (NS); terdiri dari NS1 dan NS2.

N o o s~ w0 Dd R

Struktur virus secara keseluruhan terdiri dari 8 segmen. Masing-masing
memiliki peran tersendiri yang tak dapat diabaikan. Polimerase aktif RNA (PB1,
PB2 dan PA) berperan dalam proses replikasi dan transkripsi di inti sel inang yang
terinfeksi. Hemaglutinin memiliki peran sebagai penghubung awal antara virus
dengan sdl yang akan diinfeksikan. Neuraminidase melakukan tugasnya di akhir
proses siklus hidup virus dengan memotong virion (virus muda) yang mash

Analisis pathigenisitas..., Sigit Jaya Herlambang, FMIPA Ul, 2010



menggantung di tepian sel inang yang terinfeksi. Protein nukleocapsid berfungsi
sebagal pembungkus virus.

Morfologi virus sepenuhnya diatur oleh protein matriks 1. Morfologi virus
diketahui dapat mengalami perubahan. Saat virus diisolasi secara klinis, virus
berbentuk seperti kawat filament akan tetapi setelah melewati proses kultur sel,
virus merubah morfologinya menjadi bentuk sferik (terutama pada influenza
manusia). Protein matriks 2 berfungs sebagai pemompa saluran ion untuk
merendahkan dan mengatur pH endosom agar dapat melakukan proses fusi.
Protein non-struktural yang terdiri dari NS1 dan NS2 berfungsi sebagal regulator
sintesis komponen viral dalam sel yang terinfeks.

Gambar 2.1: Struktur Penyusun Virus Influensa [ 18]
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2.1.1.2 SiklusHidup Virus

Terdapat tiga fase penting dalam siklus replikasi virus influensa. Y akni,

penempelan, replikasi rna dan proses |epasnyavirion dari sel inang.

Penempelan. Virus influenza menempelkan dirinya dengan menggunakan HA ke
sialic acid dari sel inang. Pada unggas HA menempel ke penghubung apha 2,3
sedang pada manusia menempel ke penghubung apha 2,6 [20]. Spesifikasi
penghubung ini awalnya sedikit melindungi terjadinya transfer virus antar spesies.
Namun, karena adanya antigenic shift pada virus influensa unggas menyebabkan
virus menjadi sangat pathogen dan dapat berpindah antar spesies. Setelah virus
menempel, protein M2 yang merupakan protein yang bertanggung jawab atas
terjadinya fusi akan bekerja untuk dapat melepaskan ribonukleoprotein (RNP) ke
sitoplasma sel inang. Peristiwva membukanya nukleokapsid dan pelepasan RNP
terjadi sekitar 20-30 menit setelah menempelnya virus ke permukaan sel inang.

Replikass RNA. Delapan segmen RNA virus yang dilepas ke sitoplasma
kemudian menuju nukleus untuk melakukan transkripsi mRNA. Di sinilah protein
PB1, PB2 dan protein PA virus melakukan perannya [21]. Setelah terjadi trandasi,
protein virus akan dibungkus oleh protein nukleokapsid dan akan tumbuh dan
bermunculan di tepian sel inang yang terinfeksi dengan hemaglutinin virus masih

menempel pada sialic acid.

Pelepasan Virion. Virus yang telah melakukan replikas akan bermunculan di
tepian sel inang. Virion-virion akan meng-cluster di lapisan mucous saluran
pernapasan, usus, lapisan endothelial, myocardium dan otak [17]. Dan selama
masa infeksi, virus juga ditemukan di sel darah dan cairan tubuh lainnya. Tanpa
NA, mereka akan tetap di tepian sel inang tanpa pernah bisa menginfeksi sel inang

lainnya.
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Gambar 2.2: Sklus Hidup Virus Influenza [11]

2.1.2 Neuraminidase

Neuraminidase adalah satu dari dua glikoprotein yang tersebar di
permukaan virus dan berfungsi memotong sialic acid dari glikoprotein, glikolipid
dan oligosakarida di permukaan sel inang [22]. Neuraminidase berbentuk struktur
tetramer (4 monomer identik) dengan tiagp monomer mengandung rantai
polipeptida tunggal [23]. Sebagian besar molekul NA terdapat di luar permukaan
virus. Bagian yang lain menembus lapisan lipid dengan buntut sitoplasmik kecil di

ujung lainnya.

Neuraminidase sebagai katalisator adalah sglenis enzim. Berfungsi untuk
mengkatalisis sialic acid yang terdapat pada sel inang. Ketika virus muda (virion)
yang telah melakukan proses replikasi di sel inang mulai matang, ia akan tetap
menggantung di permukaan sel inang tersebut hingga sialic acid yang
menghubungkan HA dengan glikolipid sel inang berhasil dipotong oleh

neur aminidase.

Neuraminidase terbagi dalam dua kelompok berdasarkan konformasi

wilayah aktifnya. Grup 1 dengan bentuk konformasi terbuka terdiri dari N1, N4,
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N5 dan N8. Grup 2 dengan bentuk konformasi tertutup terdiri dari N2, N3, N6,
N7 dan N9 [24,25].

Studi struktural dan fungsional dari enzim sialidase ini begitu berperan
dalam pencarian inhibitor yang berpotensi untuk dijadikan obat. Penelitian
neuraminidase selalu berada di sekitar wilayah aktifnya. Pada NA subtipe N2,
wilayah tersebut termasuk Argl18, Glull9, Tyrl21, Leul34, Aspl51, Argls2,
Trpl78, Aspl98, Arg224, Glu227, Asp243, Hisl74,Glu276, Glu277, Arg292,
Asp330, Lys350 dan Glu425 [23]. Diharapkan dengan melihat spesifikasi ikatan
dari masing-masing subtipe NA, suatu hari akan ditemukan obat yang berfungsi
menghambat seluruh jenis virus influenza dengan subtipe virus yang berbeda-
beda.

Gambar 2.3: Residu-residu yang termasuk Active Site [23]
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2.1.3 Pathogenisitas

Pathogenisitas merupakan tingkat seberapa mampu virus memproduksi
wabah penyakit [26]. Influenza unggas diklasifikass menjadi dua tingkat
berdasarkan pathogenisitasnya. Y akni, High Pathogenic Avian Influenza (HPAI)
dan Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI). Klasifikasinya didasarkan pada

kemampuan virus untuk bertransmisi di antara spesies yang dapat terinfeksi.

Organisasi dunia untuk kesehatan binatang, yang dikena luas sebagai
Office Internationale des Epizooties (OIE), telah menetapkan berdasarkan uji in
vivo bahwa virus influenza unggas yang diisolasi dapat diklasifikasikan sebagal
HPAI apabila mampu membunuh lebih dari 75% ayam usia 4-6 minggu dalam
waktu 10 hari pasca-penyuntikan dan memiliki Intravenous Pathogenicity Index
(IVPI) lebih besar dari 1,2 [27]. Selain itu, semua virus influenza unggas disebut
LPAI. Sgumlah isolasi dianggap lebih pathogenik lagi bila membunuh 100%
dalam 36-48 jam pasca-penyuntikan [28].

Pathogenisitas juga ditentukan oleh sgumlah faktor. Dari sel inang,
reseptor target pada sel inang, kemampuan enzim dalam sel inang yang penting
untuk proses masuknya virus dan replikasi & sistem imunitas dapat menjadi
faktor pathogenisitas. Dari virus itu sendiri, pathogenisitas dilihat dari
kemampuan untuk berikatan dengan sel inang, kemampuan merontokkan diri
virion, kemampuan mengelabui sistem imun dan kemampuan melakukan proses

replikasi virus itu sendiri.

Penelitian ini dilakukan untuk memberikan informas tambahan sekaligus
menguji salah satu faktor penentu tingkat pathogenisitas virus avian influensa.
Y akni, tentang kemampuan virion merontokkan diri dari sel inang setelah cukup

matang.
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2.2 Sialic Acid

2.2.1 Struktur
O, o0H
-.{.]_I & 1
HO 8 =
- O > OH

Gambar 2.4: Struktur Salic Acid [ 18]

Struktur sialic acid terdiri dari gugus karboksil, gugus amin, rantai
samping dan gugus hidrofobik yang dihubungkan dengan sembilan karbon
backbone. Salic acid berada hampir di seluruh jaringan hewan dan beberapa
tanaman dan jamur.

Berdasarkan studi Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR)
yang membandingkan struktur molekular suatu enzim dengan aktivitas
biologinya, telah dijelaskan bahwa wilayah yang berikatan dengan neuraminidase
dibagi menjadi empat wilayah utama [14]. Wilayah-wilayah tersebut dinamai
berdasarkan kantung karbonnya masing-masing.

Kantung Karbon C1

Kantung karbon C1 adalah wilayah yang berinteraks dengan Arglis,
Arg292 dan Arg371 untuk menstabilkan ikatan NA-SA. Wilayah ini merupakan
gugus karboksilat yang bermuatan negatif.

Kantung Karbon C4

Kantung karbon C4 adalah wilayah yang berinteraksi dengan Aspl51,
Glull9 dan Glu227. Wilayah bermuatan positif ini merupakan gugus yang
beriskan ranta samping yang dapat dimodifikasi untuk mendapatkan
inhibitornya.
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Kantung Karbon C5

Kantung karbon C5 merupakan gugus amin yang memperkuat ikatan NA-
SA. Wilayah ini berinteraksi dengan Argl52, Trpl78, 1le222 dan Arg224.

Kantung Karbon C6

Kantung karbon C6 adalah kantung hidrofobik yang berinteraksi dengan
Ala246, Glu276 dan Glu277.

2.2.2 Fungsi

Fungs utama dari sialic acid adaah menjadi reseptor ikatan. Pada
influenza, sialic acid berperan menjadi reseptor HA virus saat akan memasuki sel
inang dan juga pengikat virus yang tumbuh di tepian sel inang. Pada awal
penelitian tentang perontokkan virion dari sel inang, sialic acid disintesis untuk
menghambat lagju perontokkan virion dengan membentuk ikatan di wilayah
katalitik NA yang seharusnya mengkatalisis SA yang mengikat virion. Namun, di
kemudian hari setelah diketahui dengan memodifikasi rantai samping dari SA
didapatkan inhibitor yang memiliki ikatan lebih kuat [29], maka disintesislah
penghambat yang |ebih kuat interaksinya dengan NA.

2.3 Interaks Neuraminidase dan Sialic Acid

Terdapat empat langkah utama proses pelepasan virion dari sel inang.
Langkah pertama adalah peristiwa pengikatan yang dilakukan Argl18, Arg292
dan Arg371 terhadap SA kantung C1. Kemudian diikuti ikatan Tyr406 sebagai

penyeimbang.

Langkah kedua adalah reaksi katalitik yang melibatkan molekul HO.
Aspl51 yang menjadi kunci utama pemotongan akan menarik rantai samping SA.
Argl52 dan Glu227 diduga menjadi residu yang menstabilkan penarikan rantai
samping.
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Gambar 2.5: Residu-residu pada Wilayah Aktif Neuraminidase yang Berperan Penting dalam
Proses Pemotongan Penghubung Virion dengan Sel Inang [30]

Langkah ketiga adalah pembentukan NeuSAc dengan terjadinya ikatan
antara OH sisamolekul air dengan SA yang sudah tidak memiliki rantai samping.

Langkah keempat adalah pelepasan yang diakibatkan gaya tolak yang

disebabkan terjadinya mutarotasi dari NeuSA ¢ 3-anomer menjadi a.-anomer.
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BAB |11
TINJAUAN PUSTAKA

Nama influenza unggas muncul sebagai sebuah momok menakutkan
pertama kali pada pandemik influenza 1918 yang lebih dikenal sebagai flu
Spanyol. Sekuen virus diberikan label A/Brevig Mission/1/18. Pada saat itu
diketahui bahwa neuraminidase virus influenza manusia memiliki kemiripan
dengan galur unggas mulai dari sekuen, karakteristik struktur, active site, wilayah
glikosilasi, panjang batang hingga wilayah antigeniknya [4]. Secara filogenetik
gen neuraminidase tersebut menjadi bentuk peralihan atau perantara antara
mamalia dan burung. Sejak itu penelitian influenza mulai mendapat perhatian

penuh dari ilmuwan di segenap penjuru dunia.

Virus influenza A manusia, yang awanya diketahui (tahun 1973-1981)
bahwa N2 memiliki spesifikasi dan mampu membedakan SA yang menempel
pada penghubung apha 2,3 dan apha 2,6. Namun kemudian pada tahun (1991)
penelitian membuktikan adanya antigenic drift yang menyebabkan NA dapat
meng-hidrolisis keduanya [31]. Sehingga virus dapat berpindah antar spesies.
Antigenic drift itu sendiri merupakan mutasi yang menyebabkan virus memiliki
sgjumlah asam amino yang berbeda dari virus pendahulunya [32] sehingga
mempunyal  kemampuan untuk mengelabui antibodi. Hal tersebut dibedakan
dengan antigenic shift yang merupakan perubahan yang menyebabkan subtipe
virus mengalami perubahan [32]. Misanya, bila pada awalnya subtipe virus
tersebut adalah H5N2, maka setelah terjadi antigenic shift virus tersebut bisa sgja
setelah proses replikas menjadi H3N2 atau H5N1. Umumnya antigenic shift
terjadi bila dua subtipe virus menginfeksi hewan perantara. Modifikas terjadi di
sel inang hewan perantara yang terinfeksi menyebabkan perubahan subtipe dan

bertambahnya kemampuan virus dalam mengel abui antibodi.

Antigenic drift dan antigenic shift diyakini telah menjadikan virus
influenza unggas berevolus dari tingkatan pathogenisitas rendah menjadi
pathogenisitas tinggi. Keduanya merupakan mekanisme yang menyebabkan
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terjadinya keragaman populasi virus. Juga menjadi sasaran utama penelitian
khususnya dalam penelitian virus influenza mengingat kedua mekanisme tersebut
menyebabkan virus memiliki kemampuan merubah diri dan beradaptasi sehingga
mempunyai kemungkinan untuk menginfeksi spesiesinang baru.

Pada pendlitian ini, disimulasikan kemampuan enzim sialidase atau yang
dikenal sebagai neuraminidase daam memotong sSialic acid yang
menghubungkan virion yang matang dan siap lepas dari sel inang untuk
dibandingkan antara influenza unggas berpathogenisitas rendah (LPAI) dengan
berpathogenisitas tinggi (HPAI).

N bl

Gambar 3.1: Virion akan tetap menggantung pada Salic Acid di Sel Inang bila Neuraminidase
tidak melakukan perannya dalam Sklus Hidup Virus[33]

Antara neuraminidase LPAI dan HPAI hanya memiliki perbedaaan residu
9% dan memiliki panjang batang yang sama untuk mengurangi kompleksitas
analisa mengingat panjang batang memiliki pengaruh terhadap aktivitas katalitik
neuraminidase. Sehingga penelitian dapat lebih terfokus pada wilayah
katalitik/wilayah aktif dari neuraminidase virus influenza unggas.
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Penelitian ini  bertujuan memberikan informasi tambahan dalam
membandingkan NA HPAI dengan LPAI dengan membuat model strukturnya di
komputer dengan permodelan homologi. Mengingat wilayah aktif dari NA virus
influenza memiliki kemiripan, maka ini akan membuka peluang terjadinya
pembuatan obat inhibitor NA dengan spektrum subtipe yang lebih lebar [29] dan
menjadi penelitian pendukung hasil uji laboratorium. Berikut akan dibahas

sejumlah perkembangan terakhir tentang neuraminidase.
3.1 Studi Pathogenisitas berdasarkan Neuraminidase
3.1.1 Penélitian In Vivo dan In Vitro

Pelepasan virion dari sel inang sangat diperlukan sebagai langkah akhir
proses multiplikasi dan replikasi virus dalam sel inang yang telah terinfeks.
Pelepasan virion dapat menentukan pathogenesis virus [34]. Proses pelepasan
virion ini merupakan langkah terakhir dalam proses replikasi virus di dalam sel
inang. Oleh karena itu proses ini dipandang sebagai proses penting yang mampu
“menyelamatkan” virion yang telah matang dan baru bermunculan di tepian sel
inang dengan hemaglutinin yang masih menempel pada sialic acid.

Penelitian tentang tingkat pathogenisitas berdasarkan neuraminidase
masih terhitung jarang. Hal ini dikarenakan bukan neuraminidase yang diketahui
menjadi - penyebab utama tingkat pathogenisitas virus. Melainkan hemaglutinin-
lah yang dipercaya menjadi faktor penentu berdasarkan kemampuannya
mengenali dan mengikat reseptor sel inang yang akan diinfeksikan. Walau begitu,
ada sgumlah penelitian yang menyebutkan bahwa baik hemaglutinin dan
neuraminidase mempunyal peran yang seimbang dalam mengefisienkan proses
replikasi virus [35,36,37] yang berarti sama-sama memiliki peran tersendiri dalam

menentukan pathogenisitas virus yang tak bisa diabaikan begitu sgja.

Dalam suatu percobaan [38] dengan menggunakan 24 (11 di antaranya
pathogen terhadap ayam dewasa) virus yang diisolasi, diketahui tidak hanya
hemaglutinin yang menjadi penentu pathogenisitas virus. Melainkan seluruh gen
virus berperan dalam menentukan pathogenisitas. Dua dari 24 virus yang diuji

menunjukkan penyebaran virus dalam ayam yang selamat sangat lambat sehingga
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ayam mampu memproduksi antibodi sebelum hemaglutinin dari virion menempel
di sel inang yang lain. Hal tersebut menunjukkan aktivitas neuraminidase kedua

virus yang lebih lemah dibanding aktivitas neuraminidase virusisolas lainnya.
3.1.1.1 Neuraminidase meningkatkan kemampuan menginfeksi virus

Pada tahun 2009, terdapat sebuah penelitian untuk mengkarakterisas
tingkat pathogenisitas virus influenza berdasarkan sgumlah hal. Termasuk di
antaranya berdasarkan kemampuan virus bertransmisi menggunakan ayam, kelinci
dan tikus [39]. Eksperimen pada ayam white leghorn berusia 5 minggu yang
dibagi menjadi 5 kelompok dengan masing-masing kelompok 10 ekor dilakukan
untuk mengetahui Intravenous Pathogenicity Index (IVPI)-nya. Hasil eksperimen
menunjukkan bahwa kelima virus yang disuntikkan termasuk golongan yang
sangat pathogen dan membunuh seluruh ayam dalam waktu 18-31 jam dengan
IVPI berkisar antara 2,93-3.

Eksperimen pada tikus berusia 8 minggu dilakukan dengan membagi
menjadi 5 kelompok dan satu kelompoknya diisi 20 ekor tikus. Setelah satu day
post inoculation (dpi), dua tikus dikontakkan secara langsung dengan tikus-tikus
yang telah diinfeksikan terlebih dahulu. Dimulai dari 2 dpi, tiap hari diambil 2
tikus diambil hingga 10 dpi untuk dilihat keberadaan virus hasil replikasi di
berbagal organ. Sisanya dibiarkan untuk dilihat penurunan berat badan dan
mortalitasnya sebagai akibat langsung dari keberadaan virus influensa. Hasilnya,
hanya satu kelompok tikus saja yang mengalami penurunan berat badan sgjak 3
dpi dan kematian dengan mortalitas 65% pada 14 dpi. Waktu kematian rata-rata
(Mean Death Time, MDT) sebesar 7,5 hari dan pada kelompok tersebut virus
berhasil diisolasi ulang hanya pada otak dan paru-paru sgja. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada tikus hanya 1 sga dari kelima virus yang sangat

pathogen berdasarkan kemampuannya bertransmisi.

Pada kelinci hanya diuji dua virus sga (salah satunya merupakan virus
yang sangat pathogen pada tikus) yang disuntikkan pada 17 kelinci pada masing-
masing grup. Untuk menentukan transmisibilitas virus, 5 di antaranya diberikan

larutan garam di masing-masing grup. Hasil penelitian menunjukkan bahwa virus
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mulai merontokkan dirinya di rongga hidung pada 3 dpi dan berhenti pada 10 dpi.
Siklus perontokkan virus yang sangat pathogen pada tikus terjadi dalam 7 hari.
Satu hari lebih cepat dibanding virus satunya lagi. Virus juga diketahui kemudian

hanya ditemukan pada sal uran pernapasan atas sgja.

Dari penelitian tersebut dapat diketahui bahwa neuraminidase juga
memiliki peran khusus dalam menentukan pathogenisitas. Pendekatan yang
dilakukan dengan melihat frekuensi dan jumlah virion yang dirontokkan dari sel
inang dapat menjadi acuan bahwa aktivitas neuraminidase pada virus HPAI
sangatlah tinggi. Sejumlah penelitian [35,40-45] turut memberikan fakta bahwa
pathogenisitas virus influenza unggas memang juga disebabkan oleh kemampuan
katalitik/aktivitas enzimatik neuraminidase dalam merontokkan virion dari tepian

sel inang.
3.1.1.2 Pathogenisitas virus dipengar uhi oleh panjang neuraminidase

Pada tahun 2009, dua buah penelitian terakhir [46,47] tentang
neuraminidase dan pathogenisitas memberikan tambahan informasi bahwa
hemaglutinin tidak sendirian dalam menentukan sangat pathogenik atau tidaknya
suatu virus. Melalui perbandingan sekuen dan uji laboratorium berhasil dibuktikan
bahwa panjang dan pendeknya batang neuraminidase mempengaruhi kecepatan
reaksl (aktivitas katalitik tertinggi mencapai limakali lipat) [47]. Dengan kata lain
juga semakin mempercepat terjadinya perontokan virion di saluran pernapasan.

Recombinant virus with

36" ———» Stalk region+——— 79" Comment different stalk-motif
HSIQTGNQNHTGICNQGSTTY——— ———KWAGQD  A/WSN/33/HINI1 rWSN-like
HSIQTGSQNHTGICNQNT ITYKNSTWV = KD A/Puerto Rico/8/34/HINI rPR/8-like
HITQTWHPNQPEPCNQS NEFYTEQA  A/Hong Kong/156/97/H5N1 rH3N1/97-like
HSTIQTGNQYQPEPCNQS1 TEQA A/Ck/Ttaly/1067/99/HTN 1 rH7N1/99-like
HSTQTGNQHQAEPCNQSTTTYENNTWVNQTYVNISNTNFLTEKA — A/Gs/Gd/1/96/ HSN | rH3N 1/96-like
HSIQTGNQHQAEPCNQST QTYVNISNTNFLTEKA 10-amino-acid insertion in NA-wt rSA10
HS IQTGNQHQAEP ISNTNFLTEKA A/ck/Hubei/327/2004/H5N1 riNA-wt
HS I e FLTEKA 10-amino-acid deletion in NA-wt rSD10
HS KA 20-amino-acid deletion in NA-wt rSD20

Gambar 3.2: Contoh Wilayah Batang yang Mengalami Pemendekan pada Virus Influenza Unggas
yang Lebih Pathogenik [ 46]
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Panjang dan pendek batang neuraminidase tersebut juga telah diketahui
sebagal akibat delesi, insersi dan mutasi pada wilayah tertentu pada sekuen yang
disebut wilayah batang. Virus influenza unggas yang diisolasi dari tahun 2000-
2007, diketahui mengalami peningkatan persentase dari tahun ke tahun dalam hal
pemendekan yang men-deles 20 asam amino yang berada pada residu 49-68
(untuk N1) yang dikenal sebagai motif batang istimewa. Peningkatan (pada tahun
2000 hanya 15,8% yang kemudian menjadi 100% pada tahun 2007) tersebut
seiring dengan semakin luasnya penyebaran virus influenza unggas dari tahun ke
tahun. Uji laboratorium dari sgjumlah virus dari 1996 hingga 2007 juga turut
memberikan informasi tambahan mengena pengaruh wilayah batang istimewa
Pada tikus dan ayam keberadaan motif batang istimewa pada neuraminidase
terbukti mempengaruhi tingkat bahaya dan pathogenisitas virus influenza unggas
[46].

Gambar 3.3: Wilayah Batang | stimewa yang Kehilangan 20 Asam Amino [46]

3.1.2 Pendlitian In Silico

Pada penelitian in vivo dan in vitro, kita dapat menentukan aktivitas
katalitik enzim neuraminidase berdasarkan kecepatan reaksinya dan okupansinya
pada organ-organ ketika dalam masa mengguguran diri dari sel-sel inang.
Sedangkan pada in silico, kita dapat menentukan kekuatan enzimatik
neuraminidase berdasarkan kemampuannya mengikat substrat [48,49]. Ha ini
didasarkan pada adanya hubungan langsung antara peristiwa enzimatik dengan
interaksi ligand dan substrat sebagai sebuah kompleks [50,51]. Dengan analisa
struktur memungkinkan peneliti untuk menjelaskan dengan lebih spesifik
keberadaan residu-residu yang menjadi pemeran utama dalam mengkatalisis
substrat.

Pada neuraminidase influenza, sebagian residu yang berada pada wilayah
aktif berinteraksi secara langsung (residu fungsional). Sebagian yang lain

berfungsi sebagai pendukung interaksi residu fungsional dengan substrat (residu
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framework) [52]. Sgumlah penelitian bahkan telah berhasil memetakan letak
mutasi residu tertentu yang menyebabkan resistens virus terhadap obat inhibitor

neuraminidase [53, 1] berdasarkan analisis struktural yang dilakukan in silico.

Sampal saat ini belum ada penelitian yang memeriksa pengaruh enzimatik
neuraminidase terhadap pathogenisitas antara HPAI dengan LPAI. Pada
neuraminidase, arah penelitian in silico lebih kepada kemampuan pengikatan NA
dengan inhibitor serta kgjian resistansinya. Pada hemaglutinin virus influenza,
terdapat dua penelitian [50,51] yang berusaha membandingkan interaksi
pemotongan cleavage site dari hemaglutinin HPAI dan LPAI dengan bantuan
purin dan trypsin. Dalam penelitian tersebut dikatakan bahwa pada HPAI, kedua
enzim dapat berikatan. Sedangkan pada LPAI hanya trypsin yang membentuk
ikatan dengan substratnya. Dalam penelitian tersebut juga dikatakan bahwa energi
bebas ikatan furin dengan cleavage site LPAI sebesar -78,35 kcal/mol disebut
memiliki ikatan lemah dan cleavage site tidak dapat menjadi substrat spesifik dari

furin.
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Gambar 4.1 Bagan Penelitian Smulasi Dinamika Mol ekul er

Secara keseluruhan, metode penelitian yang digunakan adalah metode

medan gaya atau yang sering disebut juga mekanika molekuler. Penghitungan

mekanika molekuler mengabaikan pergerakan elektron dan mengkakulasi energi

sistem sebagai fungs posis inti atom sga. Meskipun begitu, metode ini dapat

memberikan informasi seakurat penghitungan mekanika kuantum meskipun tanpa

memperhitungkan distribusi elektron dalam molekul.

4.1 Sequence Alignment

Alignment merupakan prosedur pembandingan kesamaan dua (pair-wise

alignment) atau lebih (multiple alignment) sekuen asam amino untuk

mengidentifikasi similaritas sekuen yang mempunyal hubungan langsung dengan
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Substitusi: ACGA =2 AGGA

Insersi: ACGA -2 ACCGGAGA

Delesi: ACGGAGA —2 AGA
Transposisi: ACGGAGA -2 AAGCGGA
Inversi: ACGGAGA 2 ACTCCGA

Gambar 4.2: Tipe pengeditan sekuen yang mungkin terjadi pada DNA

bentuk struktur dan fungsi dengan mencari urutan karakter serta polanya. Sekuen-
sekuen di-align dengan meletakkannya dalam barisan masing-masing. Karakter
yang identik dan similar ditempatkan dalam kolom yang sama. Kemudian karakter
yang tidak identik akan ditempatkan di kolom yang sama dengan warna berbeda
dan dianggap terjadi mutasi/substitusi atau diberikan jarak dan dapat dianggap

terjadi insersi ataupun delesi.

Daam perangkat lunak Discovery Sudio, alignment terbagi menjadi tiga
mode utama. Mode pertama adalah Align a set of sequences yang digunakan untuk
meng-align multipel sekuen. Mode kedua adalah Align a set of sequences to an
existing alignment untuk membandingkan sekuen yang ingin diketahui dengan
multipel sekuen yang sudah di-align. Mode yang ketiga adalah Align two existing
alignments yang membandingkan dua sekuen yang ingin diketahui keidentikan

dan similaritasnya. Dalam penelitian ini dipakai mode ketiga sgja.
4.1.1 Pairwise Sequence Alignment

Pairwise Sequence Alignment dipakai dalam membandingkan dua sekuen
maupun lebih. Ada sgumlah cara dan algoritma dalam melakukan proses
alignment tersebut. Dalam program Clustal W yang terintegrasi dalam perangkat
lunak Discovery Sudio diketahui memakai agoritma dynamic programming [54].
Nilal untuk alignment antara X;...x (sekuen pertama) dan y;...y; (sekuen kedua)
diberikan oleh:
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F(i-1,j-1)+1,x ;=Y ; (sama hurufnya)
F(i-1,j-1)-1,x ;# y ; (mutasi/substitusi)
F(i-1,j)—2, align x ; dengan gap (4'1)
F(i,j—1)—-2,aligny ; dengan gap

F(i,j) = max

Dengan memberikan nilai awa F(0,0)=0, F(0,))=jd, F(i,0)=id. Maka akan
terbentuk matriks seperti pada gambar 4.2(a). Kemudian, setelah matriks
terbentuk, dilakukan lacak balik ke tiga arah dari koordinat (i,j) ke koordinat (i-
1,-1), (i,j-1), (i-1,j) dengan mencari nilai yang lebih positif (lihat gambar 4.2(b)):

a C C i g a a C C t 4 a
0 2 -4 6 -8 10 | -12 0 -2 4 6 8 10 12
i
a 2 1 1 3 -5 -7 -9 a -2 1 -1 -3 -5 -7 -9
g -4 1 0 2 4 -4 -6 g 4 1 0, -2 4 4 6
c 6 3 0 ;! 1 3 -5 C 6 -3 0 1‘__ 1 3 5
t 8 5 2 1 2 o] 2 t 8 -5 2 -1 \é _0-.' 2
a 10 7 4 3 0 1 1 a 10 7 4 3 0 1 1
(a) (b)

Gambar 4.3: (a) Contoh matriks yang dihasilkan algoritma dynamic programming; (b) Contoh
sistem lacak balik dalam menentukan urutan sekuen dan penentuan penyertaan gap dalam
alignment.

4.2 Permodelan Homologi

Permodelan homologi adalah permodelan 3D struktur yang dilakukan
dengan mencari similaritas urutan sekuennya. Perangkat lunak yang memiliki
metode ini mempunyai database sekuennya sendiri yang kemudian akan
dibandingkan dengan sekuen molekul yang ingin dimodelkan. Apabila sekuen
yang diinginkan terdapat dalam database, maka sekuen template tersebut akan
dijadikan backbone dari struktur yang dimodelkan dan kemudian dimutasikan.

Permodelan homologi ini merupakan metode yang cukup baik digunakan
untuk memprediks struktur dengan asumsi protein yang ingin dibentuk memiliki
kemiripan dengan protein referensi (template) homolognya di atas 70%[55]. Hal
tersebut dikarenakan untuk membentuk molekul yang akurat, harus dibentuk
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terlebih dahulu backbone dari molekul yang hanya bisa didasarkan pada

persentase kemiripan yang cukup tinggi.
4.3 CHARMmMmM Forcefield

CHARMmM adalah singkatan dari Chemistry at Harvard Macromolecular
Mechanics dan merupakan nama medan gaya yang dapat diaplikasikan pada
permodelan molekuler di komputer. CHARMmM menggunakan fungsi energi yang
fleksibel dan komprehensif yang merupakan sumasi dari beberapa energi. Fungsi
energi didasarkan pada koordinat internal dan interaksi tanpa ikatan (seperti
elektrostatik dan interaksi van der Waals) [56]. Energi total sesuai dengan

persamaan berikut:
Epot = Ebona + Eangte + Etorsion + Eoop T Eetec + Evaw (4.2)
= Yk (r — 1,)? + B Ka (8 = 8,)% + T (| kg| — kg cos(n@)) +
Tl O = 10)? + X = 4 558 = 20 ) swieh i rdy ) (43)
dengan: Eyo = energi potensial total
Epond = energi peregangan ikatan (bond stretching)
Eangle = €nergi pembengkokan sudut (angle bending)
Eiorson = energi torsional
Eoop = €nergi out of plane
Eaec = energi elektrostatik

Evaw= energi van der Waals
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Gambar 4.4: Peregangan |katan

Peregangan Ikatan. Gaya tolak antara 2 atom yang berikatan sangatlah kuat dan
akan menyebabkan atom-atom saling menjauh  untuk mencari nila
kesetimbangannya untuk mencari geometri yang optimum hingga meminimalkan

energinya. Besar energinyadapat diturunkan dari persamaan Hukum Hooke:
k 2
Epona = E(l ) (4.4)

dengan: k = konstanta peregangan ikatan
| = jarak ikatan
lo=jarak ikatan referensi

e

Yggn®
Gambar 4.5: Pembengkokan Sudut

Pembengkokan Sudut. Diakibatkan oleh adanya tiga atom yang memiliki polaritas
tertentu berikatan sehingga mengakibatkan terjadinya pembengkokan. Deviasi
pembengkokan sudut akan menyebabkan perubahan energi yang cukup signifikan.
Energi pembengkokan sudut ini juga dihitung menggunakan persamaan Hukum

Hooke:
k
Eangle = 5(9 - 90)2 (4.5)

dengan: k = konstanta peregangan ikatan
6 = sudut ikatan

0, = sudut ikatan referensi
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Gambar 4.6: Sudut Torsional

Sudut Torsional. Kontribusinya disebabkan oleh empat atom yang berikatan.
Potensial torsi diekspresikan dengan persamaan:

Vn
Etorsion = gzo? [1 + cos (na) =y Y)] (46)

dengan: Eirson = €nergi torsional
V, = potensial penghalang
y = faktor fase

o = sudut torsi

v
Gambar 4.7: Out-of-plane atau Improper Torsion

Pembengkokan Out-of-plane. Dibuat untuk menyesuaikan sudut pembengkokan
yang terjadi dengan sudut referensi. Disebut jugators yang tidak seharusnya atau

improper torsion. Energinya dihitung dengan persamaan:
Eoop.= k(1 —cos2w) 4.7)

Elektrostatik. Pada metode mekanika kuantum, kontribusi elektrostatik mendetail
hingga penghitungan distribusi elektron. Metode yang kita pakai hanya
menghitung berdasarkan muatan atom. Interaksinya dikalkulasi dengan persamaan

Hukum Couloumb:

Eetec = ZNA Ne i (4-8)

I=14)=1 ameory;
dengan: Egec = energi elektrostatik

Na dan Ng = jumlah muatan titik
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g = muatan listrik
r = jarak antara dua muatan
€0 = permisivitas elektrik

Interaksi van der Waals. Interaksi ini berkontribus dalam memberikan jarak
minimum yang mungkin dimiliki antara dua atom. Diberikan dengan persamaaan

Lennard-Jones:

b = e[ (3] =@ “9

dengan: e = kedalaman sumur potensial

o = jarak ketika energinya nol

r = jarak ketika energinya minimum
4.4 Minimisasi Energi

Permodelan  molekuler yang dilakukan dirancang agar molekul
mempunyal nilai energi minimum sebelum disimulasikan. Energi minimum
berhubungan langsung dengan kestabilan suatu sistem. Dalam meminimalkan
energinya, atom-atom pada suatu molekul terus mengubah posisinya sehingga
dapat mencapai gradien energi yang diinginkan atau disebut juga optimisas

geometri.

Energi suatu sistem diminimisasi - dengan algoritma yang dinamakan
algoritma minimisasi. Meminimisasi energi sistem dilakukan dengan menganggap
energi sebagai suatu fungs f yang bergantung terhadap satu atau lebih variabel
independen X, X,..., X. Pada nilai minimumnya, turunan pertama fungsi tersebut
haruslah bernilai nol dan turunan keduanya positif:

S _ g, 5

e~ O x> 0 (4.10)

Pada penelitian ini, minimisasi energi dilakukan dalam dua tahap. Y akni,
steepest descent hingga gradien energinya mencapa 0,5 kcal/mol dan conjugate
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gradient hingga gradien energi mencapai 0,1 kcal/mol. Pembagian tahap ini
disebabkan oleh adanya sgumlah faktor. Mulai dari waktu yang diperlukan CPU
mengolah data posiss molekul, jumlah iterasinya hingga untuk menghindari
interaksi antar atom yang tidak diinginkan. Keduanya hanya menggunakan
derivas orde satu.

4.4.1. Steepest Descent

A

(G
\:_)))

Gambar 4.8: Minimisas Energi pada Metode Steepest Descent

v

Gradien energi, atau turunan pertama dari persamaan energi, dapat
mengindikasikan posisi untuk mencapai energi minimum suatu molekul. Besarnya
sendiri merupakan tingkat kecuraman kemiringan lokal pada suatu wilayah
tertentu. Steepest descent memanfaatkan prinsip ini untuk melakukan minimisasi
awa dengan gradien yang tidak terlalu curam untuk menghemat waktu
pengol ahan molekul.

Terdapat lima langkah utama dalam pengolahan data dengan metode
steepest descent. Y ang pertama adalah menentukan nilai X,, Set penghitung iterasi
k = 0 dan menentukan parameter konvergensi. Kedua mengkalkulasi f(x) pada
titik x* sebagai c“=Vf(xX).

T
vf=[ZL2L . L] =c ;dengan|cl=VcTe. (4.11)

0xq 0%y 0xn

Jika |[c|| lebih kecil dari parameter konvergens iterasi menghentikan
prosesnya dan menentukan x* tersebut sebagai titik dengan energi minimum pada
konvergensi yang diinginkan. Jikatidak maka langkah selanjutnya adalah mencari

k

arah pada titik tersebut dengan menentukan d= -c*. Kemudian ke empat
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menghitung fungsi energi untuk diminimalkan dengan bantuan parameter step size

Kk _ (dk)TCk

k . .
o yang diberikan oleh persamaan o (@) o

. Langkah selanjutnya adalah

memberikan posisi x"'= x*+a*d* dan menetapkan k=k+1 dan kembali ke langkah

2 hingga fungsi energi mencapai minimum.

4.4.2 Conjugate Gradient

y

(&

v

72

Gambar 4.9: Minimisasi Energi pada Metode Conjugate Gradient

Sama seperti steepest descent, conjugate gradient hanya menghitung
hingga turunan pertamanya saja. Hanya pada conjugate gradient, dalam mencari
arah pergerakan atom sdlanjutnya, digunakan pula gradien negatif pada titik
tersebut. Dengan kata lain, langkah awal metode ini sama seperti langkah awal
pada metode steepest descent, namun langkah selanjutnya akan dicari posisi tidak
hanya mengikuti gradien positifnya, melainkan juga ke arah gradien sebelumnya

K+1_  k+l, ok k. ek - e _ Chaa(Chsa=ch)
d™=-c""+p"d"; dengan nilai B” yang dirumuskan Polak-Ribiere g, = -t —ke,

k

Hal ini akan memberikan informas yang lebih pasti namun memakan
waktu penghitungan lebih lama. Oleh karenaitu, untuk meminimisasi energi tidak
dilakukan langsung dengan metode conjugate gradient. Melainkan menggunakan
steepest descent terlebih dahulu dengan gradien yang lebih besar dari gradient

energi yang diaplikasikan pada metode conjugate gradient.
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45 Simulasi Dinamika Molekuler

Simulas dinamika molekuler dilakukan dengan menggunakan Hukum
Newton tentang Gerak. Yakni bagaimana posis suatu atom dipengaruhi oleh
waktu. Hukum Gerak Newton dapat dinyatakan:

1. Suatu benda akan tetap bergerak pada suatu gerak lurus dengan
kecepatan konstan bilatidak ada gayaluar yang mempengaruhi.

2. Gaya sebanding dengan |gju perubahan momentum.

3. Aksi sebanding dengan reaksi dalam arah yang berlawanan.

Persamaan yang dipaka untuk melihat lintasan dalam simulasi umumnya
adal ah persamaan diferensial Newton untuk hukum yang kedua [57]:
ﬁ dle-

= (4.12)

m; dt?

dengan: F = gaya atom
m = massa atom
X = posisi/koordinat atom
t = waktu

Dalan simulasi dinamika molekuler, dimodelkan dengan menaikkan
suhunya sehingga menyerupai suhu ruangan (300 K). Hal ini dilakukan dengan
argumen bahwa referensi uji laboratorium yang dilakukan pada suhu ruangan.
Energi kinetik yang berkontribusi pada perubahan energi total akibat perubahan

temperatur diberikan oleh persamaan berikut:

E, =3V Pl _ kT ay (4.13)

=1%m; 2
dengan: Ey = energi kinetik
3N-N¢ = jumlah dergjat kebebasan

kg = konstanta Bolztmann
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4.6 Penghitungan Energi Bebas | katan

Dalam memperkirakan energi bebas ikatan, dilakukan penghitungan energi
kompleks, ligand dan reseptor [58]. Energi kompleks, ligand dan reseptor dihitung

menggunakan persamaan berikut ini:
G = EMM + G_solvation —-TS (4.14)

G adalah energi bebas Gibbs rata-rata, G410 @dalah energi bebas elektrostatik
dan nonpolar dari solvasi implicit, TS merupakan kontribusi entropi terhadap
temperatur sistem dan E,y Yang merupakan energi medan gaya/mekanik

molekuler tidak lain merupakan energi potensial:
EMM = Epot = Epona + Eangle + Eiorsion + Eoop + Eelec + Epaw (4.15)
Hubungan ketiga energi dipenuhi oleh persamaan:

AGikatan = Ckompleks L (G_ligand 4 Greseptor) (4-16)
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BAB V
PENGOLAHAN DATA, HASIL & DISKUSI
5.1 Pengolahan Data

5.1.1 Analisis Sekuen Asam Amino HPAI dan L PAI

Data LPAI yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari NCBI[59]
dan terdiri dari data kode genetik basa DNA yang disertakan pula susunan asam
aminonya. Neuraminidase virus influenza LPAI yang digunakan berasal dari virus
A/Mallard/Pennsylvania/10218/84 yang merupakan H5N2[60]. Sedangkan
neuraminidase virus influenza HPAI yang digunakan berasal dari virus
A/N2/Tokyo/3/67[61] yang merupakan H3N2[62]. Sehingga dalam penelitian ini
hanya LPAI sga yang dibuat permodelan homologinya karena template yang
digunakan merupakan virus HPAI yang digunakan dalam penelitian ini.

Melalui proses sequence alignment diketahui antara virus HPAI dan LPAI
memiliki kemiripan struktur 91%. Tingkat kemiripan struktur yang tinggi sesuai
dengan fakta bahwa kedua neuraminidase ini masih satu subtipe (yakni N2)
meskipun memiliki hemaglutinin yang berbeda.

Gambar 5.1 Sequence Alignment LPAI (deret atas) dan HPAI (deret bawah)
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Pada gambar 5.1 dapat dilihat hasil sequence alignment yang telah
dilakukan. Terdapat 42 residu yang berbeda antara data sekuen asam amino LPAI
(baris atas) dan HPAI (baris bawah) yang digunakan dalam ssmulasi dinamika
molekuler ini. Mutasi yang dilakukan adalah mutasi LPAI relatif terhadap HPAI
yang menjadi template terdiri dari V30A, H40N, D41E, D43S, $441, $A7N,
M51V, 157V, R60K, K80G, V127S, D147G, V149l, R172K, 1194V, K199R,
R210M, E258R, V263I, A269S, V275I, Y 284S, G286N, 1290V, V303I, E308A,
R331S, N334S, N339D, T346N, Q347P, L360V, L370S, K378R, S384A, P386S,
1392T, SA00N, D401N, R403W, G414S dan K431P.

Tidak adanya residu di wilayah aktif yang termutasi menjadi catatan
tersendiri bahwa adanya kemungkinan perubahan residu yang berada tidak jauh
dan berinteraksi dengan residu di wilayah aktif untuk ikut mempengaruhi
kestabilan struktur kompleks dan ikatan enzim-subtrat.

5.1.2 Permodelan Homologi

Permodelan homologi dilakukan untuk membuat struktur LPAI dengan
template HPAI yang didapatkan dari RCSB[63] dengan kode struktur 2BAT.
Daam pendlitian ini, template yang digunakan hanya mengandung kepala
globular dari NA sgja. Residu 1-81 tidak dilibatkan dalam penelitian. Sehingga
permodelan homologi yang dilakukan hanya memutasikan 32 residu yang berada
antara 82-469. Permodelan ini berhasil dilakukan dengan baik terbukti dari fitting
backbone molekul yang serupa seperti yang terlihat pada gambar 5.2.

Gambar 5.2 Fitting Struktur Backbone Molekul LPAI (warna biru) dan HPAI (warna merah)
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5.1.3 Penambahan Air (Solvasi) dan Aplikasi Medan Gaya/M ekanika
Molekuler

Gambar 5.3 Penambahan Air dalam Permodelan Struktur

Model kepala NA beserta substratnya dimasukkan ke dalam kotak air
berukuran 64x76x80 A* untuk mengkondisikan semirip mungkin keadaan virus di
lingkungan. Kotak air berbentuk orthorombik ini memiliki jarak minimum tepi
dari kompleks enzim-substrat 7 A yang merupakan default parameter pada
perangkat lunak Discovery Studio. Keberadaan air secara nyata (explicit water)
sangat diperlukan dalam simulasi dinamika molekuler menggunakan molekul
yang berukuran besar. Dalam melakukan simulasi dinamika molekuler interaksi
NA-SA hanya dengan menggunakan komponen energinya tanpa keberadaan air
itu sendiri (implicit water), SA terlepas dan bergerak menjauhi NA.

5.1.4 Minimisas Energi dan Simulasi Dinamika Molekuler

Minimisasi Energi. Minimisasi energi dilakukan dalam dua tahap. Tahap
pertama dilakukan menggunakan steepest descent dengan toleransi gradien energi
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0.5 kcal/mol. Tahap kedua dilakukan menggunakan conjugate gradient dengan
toleransi gradien energi 0.1 kcal/mol.

Tabel 5.1: Hasil Penghitungan Energi Potensial Setelah Proses Minimisasi Tahap | dan 1

Tahap Minimisasi HPAI (kcal/mol) | LPAI (kcal/mol)
Seepest Descent (gradien 0,5 kcal/mol) -721433.36 -607065.72
Conjugate Gradient (gradien 0,1 kcal/mol) -759646.75 -642144.11

Tabel 5.1 memperlihatkan energi potensial struktur (struktur kompleks
NA-SA LPAI dan HPAI) pada dua tahap minimisasi, Terlihat energi potensia
akhir yang dimiliki HPAI lebih rendah dibandingkan yang dimiliki LPAI. Hal ini
menunjukkan bahwa HPAI memiliki kestabilan struktur yang lebih baik
dibandingkan LPAI setelah dilakukan optimisasi geometri.

Smulasi Dinamika Molekuler. Simulasi dilakukan dengan memanaskan
model virus HPAI dan LPAI secara terpisah dalam waktu masing-masing 20 ps.
Penentuan tipe ssimulasi mekanika molekuler dan waktu simulasi ini berdasarkan
ukuran molekul yang relatif besar sehingga harus mengalami penyesuaian
terhadap kemampuan komputer[49,52,64,65,66]. Sistem mula-mula dipanaskan
dari 0 hingga mencapai sekitar 300 K dalam waktu 2 ps. Kemudian proses
menaikkan temperatur dihentikan dan membiarkan sistem menstabilkan diri
selama sisawaktu 2-20 ps.

Gambar 5.4 memperlihatkan temperatur sebagai fungsi waktu dalam
sistem yang disimulasikan. Terlihat dari grafik bahwa setelah 2 ps pertama, usai
temperatur mencapal 300 K, temperatur sistem mengalami fluktuasi. Setelah
waktu simulasi mencapai 5 ps, baru kemudian temperatur sistem relatif stabil. Hal
ini disebabkan molekul-molekul dalam permodelan ini menyimpan energi kinetik
yang dipengaruhi oleh temperatur. dan perlahan melepaskan energi tersebut
kembali usai proses pemanasan sistem dihentikan.
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Gambar 5.4: Grafik Temperatur terhadap Waktu

Perbandingan Grafik Energi Total selama Smulasi
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Gambar 5.5: Perbandingan grafik Energi Total terhadap Smulation Step model NA-SA HPAI dan
LPAI
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Grafik pada gambar 5.5 memperlihatkan fluktuasi energi total sistem yang
disebabkan proses pemanasan yang dilakukan pada simulasi. Terlihat bahwa
kedua energi total sistem mengalami kenaikan signifikan selama proses
pemanasan pada selang waktu 0-2 ps (smulation step 1-20) di awa simulasi.
Namun model HPAI lebih cepat menurunkan energi totalnya dibandingkan LPAI
di sisa waktu simulasi masing-masing. Sehingga energi total HPAI lebih kecil
dibanding LPAI pada akhir smulasi (lihat tabel 5.2).

Tabel 5.2: Energi Total, Potensial dan Kinetik sistem pada akhir simulasi

HPAI (kcal/mol) L PAI (kcal/mal)
Energi Tota -711107.21 -599227.56
Energi Potensial -752454.18 -634487.31
Energi Kinetik 41346.98 35259.76

Perbandingan Grafik Energi Potensial selama Smulasi
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Gambar 5.6: Perbandingan Grafik Energi Potensial terhadap Smulation Step model NA-SA HPAI
dan LPAI
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Pada grafik yang terdapat pada gambar 5.6 dapat dilihat bahwa fluktuasi
energi potensial HPAI dan LPAI nyaris serupa. Namun, apabila diamati dengan
teliti, keduanya dapat dibedakan dari bagaimana energi potensia kedua sistem
berkurang selama simulasi. Pada HPAI, energi potensial sistem mengalami
penurunan lebih curam dibanding LPAI pada selang waktu 2-10 ps (simulation
step 20-100). Kemudian energi potensial HPAI mulai stabil dan turun dengan
perlahan. Berbeda dengan HPAI, sistem model LPAI mengalami penurunan
sedikit lebih cepat dibandingkan HPAI justru pada selang waktu 10-20 ps
(simulation step 100-200). Hasil akhir energi potensia HPAI lebih kecil
dibandingkan energi potensial LPAI dan hasilnya tidak jauh berbeda
dibandingkan energi totalnya (lihat tabel 5.2).

Perbandingan Grafik Energi Kinetik selama Smulasi

Q2|

Energi Kinetik (x1 0° keal/mol)
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1 " 1 L 1 " 1 1 1
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Gambar 5.7: Perbandingan Grafik Energi Kinetik terhadap Smulation Step model NA-SA HPAI
dan LPAI
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Grafik pada gambar 5.7 menunjukkan bahwa pergerakan atom-atom pada
kedua model cukup stabil yang terlihat dari fluktuasinya yang tidak banyak
mengalami perubahan usai proses pemanasan dihentikan. Namun, selama proses
pemanasan, energi kinetik model kompleks NA-SA HPAI lebih cepat mengal ami
kenaikan dibandingkan model NA-SA LPAI. Hal ini menunjukkan bahwa atom-
atom HPAI secara keseluruhan lebih banyak mengalami pergerakan dibandingkan
atom-atom LPAI selama 2 ps pertama di awa simulasi. Perbandingan grafik di
sisa waktu simulasi menunjukkan bahwa atom-atom HPAI juga lebih cepat
menstabilkan diri daripada atom-atom LPAI. Hal tersebut didukung pula dari root
mean square deviation (rmsd) all atoms LPAI yang lebih tinggi dibandingkan
HPAI meskipun rmsd backbone HPAI sedikit lebih besar dibandingkan LPAI.
RMSD all atoms merupakan deviasi kuadratik rata-rata untuk seluruh atom pada
model. Sedangkan RMSD backbone hanya menghitung deviasi backbone-nya

sga

1.0

All Atoms LPAI
08l All Atoms HPAI
0.6

Backbone HPAI
Backbone LPAI

RMSD (A)

0.4

0.2

0.0

0 50 100 150 200

Simulation Step

Gambar 5.8: Grafik Perbandingan rmsd all atoms dan backbone HPAI-LPAI selama simulasi
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5.2 Persentase Okupans Residu yang Berinterakss Langsung dengan
Substrat

H HPAI
B L PAI

100

80

60

40

Persentase Okupansi (%)

20

Arg118 Asp151 Arg152 Arg224 Glu276 Arg292 Arg371 Tyrd06

Residu Yang Memiliki Ikatan Hidrogen dengan Sialic Acid

Gambar 5.9: Perbandingan Persentase Okupansi Residu Fungsional LPAI-HPAI

Ikatan hidrogen memainkan peranan penting dalam menentukan
kemampuan mengikat neuraminidase mengikat substrat[52,67-69]. Dengan
menghitung persentase okupansi residu yang memiliki ikatan hidrogen dengan
substrat, kita dapat mengetahui  residu mana yang memiliki interaksi kuat dan
stabil dengan substrat. Kompleks NA-SA dengan ikatan hidrogen yang memiliki
stabilitas tinggi selama proses pemanasan dan simulasi berkaitan langsung dengan
aktivitas yang lebih tinggi. Dari grafik pada gambar 5.9, dapat dilihat bahwa
residu fungsional yang berikatan langsung dengan SA pada HPAI memiliki Iebih
banyak ikatan hidrogen yang stabil dibandingkan dengan LPAI. Tercatat hanya
dua residu, Aspl51 dan Arg224, yang memiliki persentase okupansi ikatan
hidrogen di atas 90% pada LPAI. Sedangkan pada HPAI, residu yang memiliki
persentase ikatan hidrogen di atas 90% ada empat residu. Yakni, Aspl5l,
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Argl52, Glu276 dan Arg371. Hasil ini cukup sesuai dengan yang hasil penelitian
Le dkk [67] yang melakukan menghitung persentase okupans ikatan hidrogen
yang terjadi ketika mensimulasikan kompleks N1-Tamiflu dan N1-Relenza.

Yang perlu juga diperhatikan dalam perbandingan persentase okupansi
ikatan hidrogen residu fungsiona ini adalah ikatan hidrogen yang dibentuk oleh
residu Arg292 dengan SA. Pada LPAI, ikatan hidrogen tersebut justru tidak
terjadi sama sekali. Hal ini menunjukkan bahwa adanya kemungkinan peranan
tertentu yang begitu penting dari Arg292 mengingat adanya penelitian yang
menunjukkan bahwa mutasi R292K dapat menyebabkan penurunan sensitivitas
virus terhadap obat[70].

Dari perbandingan persentase okupansi ikatan hidrogen residu fungsional
di ates dapat dissmpulkan bahwa ikatan hidrogen residu fungsional memiliki
pengaruh besar dalam menstabilkan posisi substrat SA dalam proses pemotongan
virion dari sel inang. Sehingga proses katalitik yang dilakukan Aspl51 dapat
dilakukan lebih cepat. Dimana hal tersebut dapat mempengaruhi virulensi dan

pathogenisitas virus secara langsung.
5.3 Analisis Perubahan Konformasi Struktur

5.3.1 Analisis | katan Hidrogen

Energi (kcal/mol)

(a)
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Energi (kcal/mol)

Bl Energi lkatan
I Energi Elektrostatik
I Energi Van der waals

(b)

Gambar 5.10: Grafik energi ikatan hidrogen, energi elektrostatik dan energi van der waals di
konformasi akhir smulas interaks NA-SA: a. HPAI; b. LPAI

Ikatan hidrogen merupakan sesuatu yang sangat penting dalam melihat
secara detail ikatan molekul dalam suatu kompleks[62,63]. Kestabilan dan besar
energi interaks ikatan hidrogen NA-SA yang dibentuk oleh residu-residu
fungsional dapat mempengaruhi proses katalitik yang akan dilakukan.

Pada gambar 5.10, dapat dibandingkan perbedaan besar energi ikatan
hidrogen yang masih terbentuk pada akhir simulasi. Pada HPAI, energi interaksi
terbesar diberikan oleh Arg371 yang membentuk tiga ikatan hidrogen secara
langsung dengan SA. Sedangkan pada LPAI energi interaksi terbesar diberikan
oleh Aspl51. Arg371 justru tidak banyak memberikan kontribusi energi terhadap
energi ikat total pada LPAI. Ketidakstabilan ikatan hidrogen Arg371 akan menjadi
perhatian utama dalam membandingkan konformasi struktur sebelum dan sesudah
simulasi komplek NA-SA LPAI dan HPAI disebabkan perannya yang sangat
penting dalam proses pengikatan [67].
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Wilayah Fungsional NA HPAI

Gambar 5.11: Residu fungsional yang berikatan langsung dengan SA pada NA HPAI di akhir
simulasi: Aspl51, Argl52, Glu276, Arg292 dan Arg371.

Dari subsite S1-S5 yang telah didefinisikan oleh Stoll dkk [71], hanya S1,
S3 dan S5 sgja yang beberapa residunya menjadi residu fungsional dengan stabil.
Dengan tambahan residu Aspl51 yang berinteraksi dengan dua cara sekaligus.

Y akni dengan bantuan maupun tanpa bantuan molekul air.

Pada S1, Arg292 dan Arg371 melakukan perannya dalam menstabilkan
ikatan NA-SA. Terutama Arg371 yang memiliki tigaikatan hidrogen dengan SA
sekaligus. Hal tersebut dapat dilihat melalui grafik pada gambar 5.12.

Argll8 pada awal-awal simulas, sempat membentuk ikatan hidrogen
yang stabil dengan SA. Namun ikatan tersebut mulai menghilang ketika
temperatur mencapai 303.06 K dan menghilang sama sekali ketika temperatur
terus nalk dalam proses mencari kesetimbangan termalnya pada temperatur
318.16 K. Dugaan penyebab lepasnya ikatan hidrogen ada dua faktor. Faktor
pertama adalah karena interaksi elektrostatik dengan Glul19 hingga membentuk
ikatan hidrogen di antara mereka. Interaksi ini telah membuat residu Argl18
mengalami pembengkokan sudut yang dibentuk atom-atom cgcbca berubah

sebesar 5.49° dan sudut yang dibentuk atom-atom NCa.CB berubah sebesar 2.53°.
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Pembengkokan ini telah membuat atom HH11 yang berikatan hidrogen menjauh
dari SA sgjauh 0.66 A.

Faktor kedua adalah karena adanya pergeseran yang cukup jauh pada atom
backbone di sekitar residu Argl18. Atom Ca yang berada di backbone dihitung
perubahan jaraknya untuk mengetahui seberapa besar pergeseran backbone di
wilayah Argll8 yang diketahui hasil pergeseran yang diukur tersebut adalah
sebesar 0.72 A. Sedikit menjauhnya backbone diduga menjadi salah satu penyebab
menghilangnya ikatan hidrogen Argll8-SA yang menyebabkan persentase
okupansi ikatan hidrogen Arg118-SA hanya sebesar 14%.

Arg292 membantu menstabilkan ikatan NA-SA bersama Arg371 dengan
ikatan hidrogen masing-masing. Ikatan hidrogen Arg292 sangat stabil hingga
akhirnya tidak mampu mempertahankan kestabilannya ketika temperatur
mencapal 309.03 K meskipun hingga di bagian akhir ssmulasi tetap membentuk
ikatan hidrogen.

Ketidakstabilan ikatan Arg292 ternyata lebih disebabkan adanya interaksi
elektrostatik dengan Asn294 yang menyebabkan sudut yang dibentuk atom-atom
CBCyCs membesar dari 106.43° menjadi 112.29°. Ini terlihat dari saling
mendekatnya atom HE pada Arg292 dengan OD1 pada Asn294 dan membentuk
ikatan hidrogen. Meskipun sebenarnya Asn294-lah yang lebih banyak mendekati
Arg292 dibanding sebaliknya. Terlihat dari pergeseran atom OD1 sgjauh 1.10 A
dan pergeseran HE yang hanya 0.21 A. Jarak interaksi kedua atom tersebut
mengalami perubahan dari awalnya 3.12 A menjadi 2.11 A. Interaksi Arg292-
Asn294 menyebabkan Arg292 hanya memiliki persentase okupansi ikatan
hidrogen antara Arg292-SA sebesar 67.50% sgja.

Residu Arg371 merupakan residu yang berperan besar mempertahankan ikatan
hidrogen pada simulas ini. Tiga ikatan hidrogen utamanya membantu
menstabilkan ikatan NA-SA sehingga keduanya dapat tetap berikatan pada
simulasi ini. Dari ketiga ikatannya, hanya dua ikatan yang benar-benar stabil.
Yakni antara atom HH12 dan HH22 pada Arg371 dengan masing-masing O1A
dan O1B dari molekul SA.
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Gambar 5.12: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap simulation step pada S1 kompleks NA-SA
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Stabilnya ikatan-ikatan hidrogen yang menjembatani residu Arg371
dengan SA diakibatkan oleh kekuatan ikatan itu sendiri. Hal ini terlihat dari ikut
bergesernya atom-atom SA yang berinteraksi dengan Arg371. Atom O1A pada
SA bergeser sgjauh 0.14 A mengikuti atom HH12 pada Arg371. Atom O1B pada
SA bergeser sgjauh 0.71 A mengikuti atom HH12 dan HH22 pada Arg371 yang
bergeser masing-masing sgjauh 0.31 A dan 1.04 A. Persentase okupansi ikatan
hidrogen Arg371-SA selamasimulasi diketahui sebesar 100%.

Melalui tinjauan energetik, wilayah S1 memberikan kontribusi energi
terhadap energi total residu-residu fungsional sebesar 53.24% dan terhadap energi
bebas ikatan sebesar 36.30%. Energi interaksi yang relatif besar dibandingkan
dengan residu fungsional lainnya inilah yang membuat pergeseran backbone di
sekitar Gly373 dan Asp369 masing-masing sebesar 1.25 A dan 0.82 A menjadi tak
banyak berarti.
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Gambar 5.13: Grafik jarak ikatan hidrogen berbanding simulation step pada S3 kompleks NA-SA
HPAI.

Pada S3, Argl52 cukup besar memberikan kontribusinya dalam
mempertahankan ikatan selama simulasi. Meskipun pada wilayah ini hanya
Argl52 yang menjadi residu fungsional, namun tetap dapat mempertahankan
interaksinya dengan SA. Pada awal simulasi, Ikatan hidrogen residu ini dibentuk
oleh atom HE dengan atom O10 SA. Hingga pada simulation step ke-38,
kestabilan ikatan mereka terganggu. Namun begitu, ikatan hidrogen pada residu
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Argl52-SA yang hilang segera digantikan atom HH21 dengan atom O10 SA
mulai dari simulation step 42 hingga akhir ssimulasi dengan cukup stabil yang
dapat dilihat melalui grafik pada gambar 5.13. Berpindahnya letak ikatan
hidrogen ini lebih disebabkan adanya interaks elektrostatik antara Argl52 dengan
Aspl5l. Atom HE yang awalnya membentuk ikatan hidrogen mengalami
pergeseran yang cukup jauh. Y akni sebesar 1.08 A.

Interaksi elektrostatik telah menekuk Argl152 sehingga sudut CyCRCa dan
CBCyCs mengalami perubahan sudut sebesar 4.07° dan -2.98°. Sudut torsiona
CaCBCyC8 pun berubah dari 176.25° hingga 163.03°. Pembengkokan sudut yang
terjadi juga diketahui membuat atom HH21 yang awalnya cukup jauh dan tidak
memiliki ikatan hidrogen dengan SA secara langsung bergeser sgjauh 0.91 A dan

membentuk ikatan hidrogen yang cukup stabil dengan SA.

Wilayah S3 ini memberikan kontribusi energi sebesar 15.24% terhadap
energi total residu-residu fungsional dan 10.39% dari energi bebas ikatan.
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Gambar 5.14: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada $4 kompleks NA-SA HPAI.
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Pada S4 diketahui sempat terbentuk ikatan hidrogen, namun hanya 5 kali
selama simulasi ini. Dengan persentase okupansi yang rendah, 2.5 %, sulit untuk
melihat peran residu ini sebagai residu fungsional dalam proses pemotongan virus
dari SA pada mode kompleks NA-SA HPAI. Sehingga keberadaan ikatan
hidrogen Arg224 dengan SA serta kontribusinya dapat diabaikan dalam
membantu kestabilan ikatan NA-SA HPAL.
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Gambar 5.15: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada S5 kompleks NA-SA HPAI.

Pada S5, Glu276 berhasil mempertahankan ikatannya dengan persentase
okupansi 100% dan memberikan kontribusi energi ikatan tunggal yang paling
besar di antara residu fungsional lainnya. Dari grafik pada gambar 5.15 dapat
dilihat jelas bahwa keberadaan ikatan hidrogen wilayah ini yang diwakili Glu276
memiliki peran penting dalam menjaga ikatan NA-SA dengan kestabilan yang
sangat tinggi, tanpa kehilangan ikatan hidrogen sekalipun, meski hanya dengan
satu ikatan hidrogen sgja. Adapun kontribusi energi wilayah S5 ini terhadap
energi total residu-residu fungsional sebesar 17.20% dan terhadap energi bebas
ikatan sebesar 11.72%.
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Selain subsite S1, S3 dan S5, residu Aspl51 turut membentuk ikatan
hidrogen dengan SA. Keberadaannya yang dipercaya sebagai “eksekutor” katalitik
enzim dengan bantuan air membuat Aspl51 tidak bisa diabaikan begitu sgja
Aspl5l pada konformasi akhir simulas dengan kompleks NA-SA HPAI
diketahui memiliki dua jenis ikatan (lihat gambar 5.16). Y akni tanpa dan dengan
perantaraan molekul air. Hal ini disebabkan sifat polar asam amino Aspartat yang

membuatnya mempunyai kemampuan menciptakan ikatan hidrogen dengan
molekul-molekul air. Yang pada LPAI hal ini justru tidak terjadi.

Gambar 5.16: Asp151 (bawah) yang berinteraksi dengan dua cara dengan sialic acid (atas):

langsung dan tidak langsung (perantaraan air)

Dari grafik pada gambar 5.17 dapat dilihat bahwa selama simulasi,
keberadaan ikatan hidrogen residu Asp151 cukup stabil dan hanya kehilangan
ikatan hidrogen tersebut sebanyak 7 kali. Meski mengalami interaksi dengan
Argl52, yang menyebabkan adanya ikatan hidrogen di antara mereka berdua,
jarak ikatan hidrogen antara Asp151 dengan SA tidak banyak berubah. Pergeseran
atom OD1 pada Aspl51 sgauh 1.43 A justru membuat jarak ikatan hidrogen
mengalami penyusutan dari 2.42 A menjadi 2.33 A.
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Gambar 5.17: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu dari Asp151 kompleks NA-SA HPAI.

Secara energetik, kontribusi residu Asp151 terhadap energi total interaksi

residu-residu fungsional adalah sebesar 14.32%. Kontribusi energi terhadap energi

bebas ikatan sebesar 9.77%. Di akhir simulasi, tersisa 7 ikatan hidrogen yang

energi interaksi masing-masing ikatan dihitung untuk melihat kontribusi energi

masing-masing ikatan. Arg371 merupakan residu yang paling besar dalam
mengikat SA dengan tiga ikatan hidrogen yang stabil (lihat grafik 5.10a).

Tabel 5.3: Perbandingan Energi Bebas Ikatan dan RMSD

AG (kcal/mol) All Atoms Backbone
Tokyo/A/3/67 -350.62 0.88 0.51
Pennsylvania/A/10218/84 -231.59 0.92 0.51

Hasil penghitungan energi bebas ikatan yang dilakukan pada konformasi
-350.62 kcal/mol. Hal ini
menunjukkan bahwa interaks ikatan NA-SA HPAI reatif kuat [50,51] yang
memungkinkan virion-virion lebih cepat terpotong dari sel inang.

terakhir smulasi NA-SA HPAI| adalah sebhesar
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Tabel 5.4: Data kontribusi energi masing-masing ikatan di konformasi terakhir simulasi interaksi

NA-SA HPAI

Arg 292 (HH22) dengan C1 Sialic Acid (018
Arg 371 (HH12) dengan C1 Sialic Acid (O1A
Arg 371 (HH12) dengan C1 Sialic Acid (O1B
Arg 371 (HH22) dengan C1 Sialic Acid (018
Asp 151 (OD1) dengan C4 Sialic Acid (H3)

Glu 276 (OE1) dengan C6 Sialic Acid (H5)
Total

Arg 152 (HH12) dengan C5 Sialic Acid (010)

Eninding (keal/mol) Jarak (Angstrom) Eviv (keal/mol) Eelekirostais (keal/mol)

-28.51946
-32.8357
-31.46621
-34.45178
-34.23702
-36.42410
-41.10644
-239.04171

245168
2.12844
222241
2.02474
233351
1.72827
1.89838

-0.07572
-0.07232
-0.08801
-0.01138
-0.08371

0.56299
0.87526
1.34316

-28.44374
-32.76338
-31.37819
-34.44139
-34.15331
-36.98709
-41.98169
-147.56348

Wilayah Fungsional NA LPAI

Gambar 5.18: Residu fungsional yang berikatan langsung dengan SA pada NA LPAI di akhir

simulasi: Asp151, Arg224, Glu276 dan Arg371.

Pada LPAI, hanya $4, S5 dan Aspl51 sga yang melakukan perannya

sebagal residu fungsional dengan baik. Y akni, membentuk ikatan hidrogen secara

langsung dengan stabil. Selain itu, terdapat pula ikatan yang tidak terlalu stabil

pada S1 dan S3 serta residu Tyr406 yang tidak masuk wilayah subsite manapun
yang dikarakterisasi Stoll dkk [71].

Pada wilayah S1, Argll8 tak membentuk ikatan hidrogen pada awad

simulasi. Baru pada saat simulas mencapai simulation step 116, temperatur
307.56 K, barulah Arg118 mulai membentuk ikatan hidrogen meski tidak stabil

dengan persentase okupansi 12.5%. Pembentukan ikatan hidrogen yang sempat
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terjadi disebabkan interaksi elektrostatik Argl18 dengan Glull9 yang menekuk
residu Argl18 hampir di seluruh bagian atom karbonnya sehingga atom HH22
dapat mendekati atom OE1 dan OE2 hingga sgjauh 3.50 A meskipun tidak
membuat ikatan hidrogen dengan keduanya.

Residu Arg371, yang pada kompleks NA-SA HPAI menjadi salah satu
residu yang berperan besar mempertahankan interaksi NA-SA, justru tidak banyak
berperan pada interaksi NA-SA LPAI. Bahkan sgjak awal simulasi, Arg371 tidak
membentuk ikatan hidrogen. Tidak seperti pada HPAI. Pada saat simulation step
mencapal 29, barulah Arg371 membentuk ikatan hidrogen yang agak labil.
Dugaan faktor penyebabnya mengarah pada adanya mutasi residu 370. Persentase
okupansi Arg371 hanya sebesar 50.5%.

Dari tinjauan energetik, S1 memberikan kontribusi energi terhadap energi
total interaks residu fungsional sebesar 21.91% dan terhadap energi bebas ikatan
sebesar 13.19%.
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Gambar 5.19: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada S1 kompleks NA-SA LPAI
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Pada wilayah S3, Arg152 membentuk ikatan hidrogen dengan SA. Namun

residu ini tidak berhasil mempertahankan kestabilan ikatannya meski terdapat dua

ikatan hidrogen. Bahkan ikatan hidrogen itu sempat hilang pada simulation step
116-137 dan 148-170. Residu Argl52 banyak mengalami perubahan posisi. Yang
paling besar mengalami perubahan sudut adalah sudut CaCBCy berubah dari
107.27° menjadi 117.60° dan sudut CyCSNE yang berubah dari 115.80° menjadi

110.59°. Persentase okupansi residu ini hanya mencapai 53%.
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Gambar 5.20: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada S3 kompleks NA-SA LPAI.

Wilayah $4 yang diwakili Arg224 pada kompleks NA-SA LPAI ternyata
merupakan wilayah yang cukup stabil dalam membentuk ikatan hidrogen dengan

persentase okupansi sebesar 95.50%. Kontribusi energi residu Arg224 terhadap
energi interaks ikatan SA dengan residu fungsional adalah sebesar 26.27%.
Sedangkan kontribusinya terhadap energi bebas ikatan sebesar 15.81%.

[ = ARG224:HH11-SIA.09

14} ‘

Jarak Ikatan Hidrogen (A)

I hdral
f

L \ W " l',‘ | .\ Il
B IR TR
2.0 _/v"f ‘, H N '\".‘ I \I” V

|

|
|

Simulation Step

"0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Gambar 5.21: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada $4 kompleks NA-SA LPAI.
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Pada wilayah S5, Glu276 awalnya membentuk ikatan hidrogen dengan
SA melalui atom OE2. Namun pada simulation step 68, yakni ketika temperatur
sistem mencapai 305.70 K, ikatan hidrogen digantikan oleh atom OE1l karena
terjadinya pemutaran kepala OE1-Cd-OE2. Sehingga pada akhir ssimulasi OE1-lah
yang membentuk ikatan hidrogen dengan SA. Secara keseluruhan, kestabilan
interaksi residu Glu276 dapat dinyatakan dengan persentase okupansinya yang
sebesar 88%.
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Gambar 5.22: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada S5 kompleks NA-SA LPAI.

Kontribus energi interaksi Glu276-SA terhadap energi total interaksi residu
fungsional NA-SA sebesar 23.53%. Sedangkan kontribusinya terhadap energi bebas
ikatan adalah sebesar 14.16%.

dam simulas interaks NA-SA LPAI ini juga terlihat dua residu
additional yang membentuk ikatan hidrogen selama simulasi. Y akni, Asp151 dan
Tyr406.

Keberadaan interaks Tyr406 yang membentuk ikatan hidrogen tidak
banyak membantu kompleks NA-SA LPAI dalam mempertahankan kestabilan
ikatannya. Hal ini terlihat dari grafik 5.17 yang menunjukkan keberadaan ikatan
hidrogen yang tidak menentu. Kadang muncul dan seringkali menghilang
sehingga besar persentase okupansi residu Tyr406 tak |ebih hanya 17%.

Analisis pathigenisitas..., Sigit Jaya Herlambang, FMIPA Ul, 2010



—— SIAHI4-ASP151.002 | [ SIAH15-ASP151.0D1 |

30 L

Eny 11 M
22|

W’”l'w‘l,f A

T

L S |

Jarak Ikatan Hidrogen (A)
Jarak lkatan Hidrogen (A)

|

04f ‘I"

o2F Il 1l

OQOLEtle 00 o b b ) el 0_0-"l'--'l"'-l-l-l-l-lxl-l.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Simulation Step Simulation Step

(=]
(=]

T T TrT
o
(=]
T

[ ——SiAH15-AsP151:0D2 | —— TYR406:HH - SIAO1A |

Jarak lkatan Hidrogen (A)
—
o

Jarak lkatan Hidrogen (A)

08F | |
06F |
04F I [

2t (HH |
0.2 A ” 1 L 0. L N i H “ W (y |
"0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Simulation Step Simulation Step

04F |

u.z-iU|
1148 g °‘..‘I|-i

—— TYR406HH - SIA01B |

a!]I | l
Al L LI

0. Ll s
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Simulation Step

Jarak lkatan Hidrogen (A)

Gambar 5.23: Grafik jarak ikatan hidrogen terhadap waktu pada Asp151 dan Tyr406 kompleks
NA-SA LPAI.
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Berbeda dengan Tyr406, Aspl51 justru menjadi residu yang paling stabil
membentuk ikatan hidrogen secara langsung, meskipun ikatan hidrogen tersebut
sering berpindah posisi seperti yang dilihat melalui grafik pada gambar 5.23.
Kontribusi ikatan hidrogen residu Aspl51 terhadap kestabilan interaksi NA-SA
LPAI dapat diwakili persentase okupansinya yang mencapai 99%.

Secara energetik, kontribusi energi interaks Aspl51-SA terhadap energi
total interaks residu fungsional NA-SA sebesar 28.89% dan menjadi yang
terbesar di antara residu fungsional NA LPAI lainnya. Sedangkan kontribusinya
terhadap energi bebas ikatan adalah sebesar 17.03%.

Pada akhir simulasi dilakukan penghitungan energi interaksi residu
fungsional yang masih mempertahankan ikatan hidrogennya. Hanya terdapat
empat ikatan hidrogen yang tersisa Aspl51 menjadi residu dengan kontribusi
energi interaks terbesar pada simulas interaksi NA-SA LPAL.

Kakulasi energi bebas ikatan pada simulasi interaksi NA-SA LPAI
didapatkan sebesar -231.59 kca/mol (lebih positif dibanding HPAI) dan itu
menunjukkan bahwa NA LPAI lebih lemah dalan mengikat SA dibandingkan
HPAI.

Tabel 5.5: Data kontribusi energi masing-masing ikatan di konformasi terakhir ssimulasi interaksi
NA-SA LPAI

Luiniing (Kealmol) Jarak (Aungstrom) s (kcakmol) Ediicrosais (Kcalimol)

g 371 HH22) dengan €1 Sialic Acid (01A) -30.54379 7.28070 -0.0885 -30.45474
Azp 151 [UID].I dengan (4 Sialle Acid {HS:I =35.42947 243708 0.29642 39, 72589
Arg 224 (HH11) dengan 5 Sialic Acid (09 -36,01748 2.06769 -0.08007 -36.53652
Glu 276 {DE1) dengan C6 Sialic Acid (H17) -32.79071 2.00613 -0.08886 -32.701858
Total -139,.3B050 0.03809 139.4190%
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5.3.2 Analisis Mutas

Anadisis mutasi dilakukan untuk melihat adanya kemungkinan mutasi

dalam menyebabkan perubahan konformasi struktur yang dapat mempengaruhi

kestabilan ikatan hidrogen residu fungsiona. Hal ini sangat penting mengingat
perubahan residu yang terjadi tentu sgja menjadikan adanya perbedaan sifat

elektrostatik di wilayah tersebut.

Asam Amino Posisi

Valin (V)
Aspartat (D)
Valin (V)
Arginin (R)
Isoleusin (1)
Lisin (K)
Arginin (R}
Glutamat (E)
Valin (V)
Alanin (A}
Valin (V)
Tirgsin (Y}
Glisin (G)
Iscleusin (1)
Valin (V)
Glutamat (E)
Arginin (R}
Aspargin (M)
Aspargin (N)
Threonin (T}
Glutamin (Q)
Leusin (L}
Leusin (L}
Lisin (K]
Serin (5]
Pralin (P}
Isoleusin (1)
Serin (5]
Aspartat (D)
Arginin (R}
Glisin (5]
Lisin (K]

Tabel 5.6: Daftar Mutasi Model LPAI dari file template (HPAI)

127
147
143
172
194
159
210
258
263
269
215
284
286
290
303

Mutasi
Serin (&)
Glisin (G)

Iscleusin (1)

Lisin (K}

Valin (V)
Arginin (R)
Metionin (M}
Arginin (R}
1soleusin (1)
Serin (5]
Isoleusin {1}
Serin (8]
Aspargin (N}
Valin [V)
Isoleusin (1)
Alanin (A)
Serin (S)
Serin (5}
Aspartat (D)
Aspargin (N)
Prolin (P)
Valin {V)
serin (s
Arginin (R}
Alanin (A)
Serin (5)
Threonin (T}
Aspargin (N}
Aspargin (N}
Triptophan (W)
Serin (S)
Prolin (P)

Polaritas
nongolar -> polar
palar-= nonpolar

nonpolar -> nonpolar
polar->polar
nonpolar -» nonpolar
polar-»polar
polar-= nonpolar
polar-= polar
nonpolar-> nonpolar
nonpolar -= polar
nonpolar-> nonpolar
polar-=polar
nongolar-= polar
nonpolar ->nonpolar
nanpolar -> nonpolar
polar -= nonpolar
nolar -»polar
polar -»polar
nolar-= polar
nolar-=polar
polar-= nonpolar
nonpolar -> nonpolar
nengolar-=peolar
polar -+ polar
polar-=nonpolar
nongolar -= polar
nonpolar -= polar
polar -» polar
nolar -= polar
polar -= nonpolar
nonpolar-= polar
polar -= nonpelar

Hidrophobisitas Muatan Rantai Samping

4.2->7-0.8
-3.0-=-04
4,2-24.5
-1.5-7-3.9
4.5-24.2
-3.9-2-45
-4.5 -=1.9
-3.5-2-4.5
4,2-=45
1.8-7-0.8
42-24.5
-1.3-=-0.8
-0.4-2-3.5
45-=4.2
4.2-24.5
-3.5->1.8
-4.5-2-0.8
-3.5-2-0.8
-3.5-2-3.5
-0.7-=-3.5
-3.5-2-1.8
3.8-242
3.8->-0.8
-3.9-=-45
-0.8->1.8
-1.6-=-0.8
4.5->-0.7
-0.8-2-3.5
-3.5-2-3.5
-4.5-=-0.9
-0.4-=-0.8
-3.9-=-1.6

netral -= netral
negatif -= netral
netral -> netral
positif -» positif
netral -» netral
positif -» positif
positif-> netral
negatif -> positif
netral -= netral
netral -= netral
netral - = netral
netral-=netral
netral -> netral
netral -* netral
netral -= netral
negatif -= netral
positif-» netral
netral - netral
netral -» negatif
netral -= netral
netral - netral
netral - netral
netral -= netral
positif -= positif
netral -> netral
netral -= netral
netral -» netral
netral -> netral
negatif -» netral
positif -= netral
netral -> netral
oositif -= netral
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1. V127S

Gambar 5.24: Fitting Mutasi Residu 127 NA LPAI-HPAI

Mutasi V127S menunjukkan bahwa dalam pembuatan model NA virus
LPAI telah dimutasikan dari file template asam amino urutan 127 dari Valin
menjadi Serin. Perubahan polaritas asam amino dari nonpolar menjadi polar serta
perubahan indeks hidropathy dari 4.2 menjadi -0.8 mempengaruhi perubahan
posisi backbone karena perubahan interaksinya dengan molekul-molekul air.
Asam amino non polar mengalami kesulitan untuk dapat larut dalam air karena
tidak dapat berikatan hidrogen dengan air. Ketika asam amino berubah dari non
polar menjadi polar, maka asam amino tersebut akan lebih banyak berinteraksi
dengan molekul-molekul air yang ada di sekitarnya. Hasil akhir simulas
menunjukkan bahwa pergeseran backbone yang dihitung berdasarkan jarak atom
Ca residu 127 dari LPAI dan HPAI adalah sebesar 1.49269 Angstrom. Namun,
karena residu ini berada di lekukan backbone, kemungkinan bahwa mutasi di
wilayah ini akan memberikan kontribus besar bagi terjadinya perubahan
konformasi yang terjadi pada wilayah baik yang dekat maupun yang jauh sebagai
efek berantai yang dihasilkan haruslah lebih diperhatikan. Hal tersebut dapat
diamati mulai dari semakin melebarnya jembatan disulfida yang dibentuk residu
Cys124 dengan Cysl129 yang berada di dekat residu 127 usal dimutasikan. Pada
template HPAI, panjang jembatan disulfida yang dihitung dari jarak atom Cf
kedua residu adalah sebesar 2.0349 A. Setelah dimutasikan, jaraknya bertambah
sgjauh 0.07156 A.
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Fakta bahwa telah terjadi perubahan berat molekul residu 127 dari 101.15
Da menjadi 89.096 Da dan berkurangnya jumlah atom dari 16 menjadi 11 atom
turut memperbesar kemungkinan bahwa mutas V127S memberikan pengaruh
cukup signifikan terhadap perubahan konformasi lokal (dalam ha ini
didefinisikan sebagai konformasi pada radius 3.5-4 A dari residu terkait) meskipun

pada efek akumulatif mutasi secara keseluruhan masih diragukan perannya.

2. D147G dan V149

Gambar 5.25: Fitting Mutasi Residu 147 dan 149 NA LPAI-HPAI

Pada mutasi 147, Aspartat yang memiliki berat molekul 116.10 Da dan 12
atom berubah menjadi Glisin yang hanya memiliki 7 buah atom dan berat molekul
hanya 59.07 Da. Hal tersebut telah menyebabkan terjadinya perubahan polaritas
asam amino dari polar menjadi nonpolar, mengubah hidrophobisitas dari -3.5
menjadi -0.4 serta mengubah muatan rantai sampingnya dari negatif menjadi
netral. Hal tersebut menyebabkan pada akhir ssmulasi, jarak pergeseran backbone
pada wilayah tersebut menjadi sebesar 2.08233 A karena adanya perbedaan
interaksi dengan molekul-molekul air.

Pada mutasi 149, perubahan Valin menjadi Isoleusin hanya menyebabkan
perubahan hidrophobisitasnya sgja yang bertambah sedikit dari 4.2 menjadi 4.5.
Polaritas dan muatan rantai sampingnya sama-sama nonpolar dan netral. Berat
molekul keduanya juga tak jauh berbeda. Berat molekul Valin adalah 101.15 Da
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dan berat molekul Isoleusin adalah 115.18 Da. Namun begitu, jarak pergeseran
backbone pada wilayahnya justru lebih besar dibanding residu 147, yakni sebesar
2.23 A. Mutasi Vain menjadi Isoleusin ataupun sebaliknya Isoleusin menjadi
Vain pada posisi lain dalam permodelan ini tidak menyebabkan pergeseran
backbone yang cukup besar apabila dibandingkan dengan yang terjadi padaresidu
149ini.

Oleh karena itu, dugaan penyebab bergesernya backbone pada residu 149
diduga mendapat dukungan dari dua faktor utama. Faktor yang pertama, adalah
karena adanya interaksi intermolekuler residu ini dengan air berkaitan dengan
indeks hidrophaty yang bertambah senilai 0.3 membuat wilayah di sekitarnya
semakin hidrophobik. Sedangkan faktor yang kedua adalah karena interaksi
interatomik yang terjadi pada wilayah aktif yang berbeda kekuatan antara NA-SA
HPAI dengan NA-SA LPAI yang kemungkinan besar saling mempengaruhi satu
samalain.

Mutas pada asam amino 147 dan 149 NA mempunya kemungkinan
berkontribus memberikan pengaruh tertentu pada kestabilan ikatan NA-SA
karena posisinya yang tidak jauh dari residu Aspl51 dan Argl52. Hal tersebut
juga didukung oleh adanya pergeseran backbone yang cukup besar pada
keduanya yang juga menyebabkan perubahan struktur konformasi loka yang
berada di sekitarnya (lihat gambar 5.25).

3. R172K

Gambar 5.26: Fitting Mutasi Residu 172 NA LPAI-HPAI
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Mutasi Arginin menjadi Lisin pada asam amino urutan 172 NA mengubah
berat molekul residu dari 159.21 Da menjadi 131.20 Da dan mengurangi jumlah
atom dari 24 menjadi 22 atom. Perubahan indeks hidrophaty yang terjadi hanya
sedikit dari -4.5 menjadi -3.9 dapat dianggap tidak merubah tingkat hidrofilik
wilayah sekitar residu.

Polaritas keduanya yang sama-sama polar dan rantai sampingnya yang
sama-sama positif tampaknya menyebabkan backbone di wilayah ini tidak banyak
berubah meskipun seperti yang terlihat pada gambar 5.26 bahwa backbone pada
residu-residu di samping residu 172 mengalami perubahan konformas yang
cukup signifikan akibat interaks interatomik satu sama lain. Hasil pengukuran
pada akhir smulasi diketahui pergeseran backbone, yang dihitung dari jarak antar
Ca residu 172 HPAI-LPALI, hanya sebesar 0.86269 A.

4. 1194V dan K199R

Gambar 5.27: Fitting Mutasi Residu 194 dan 199 NA LPAI-HPAI

Pada 194, asam amino Isoleusin digantikan dengan Valin. Keduanya
memiliki polaritas dan muatan rantai samping serupa seperti yang telah
disebutkan pada mutasi VV1491. Meskipun begitu, pergeseran backbone di wilayah
ini tidak signifikan. Yakni, hanya sebesar 0.92 A yang mungkin diakibatkan
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adanya interaksi dengan molekul air di sekitar residu. Tidak seperti mutasi pada
asam amino urutan 149, tidak terjadi perubahan konformas struktur loka yang

esensial padaresidu ini.

Berbeda dengan mutasi yang dialami residu urutan 194, residu urutan 199,
asam amino Lisin yang berubah menjadi Arginin menyebabkan backbone
mengalami pergeseran cukup besar, sgjauh 2.85 A, meskipun memiliki sifat yang
hampir serupa seperti yang telah disebutkan pada mutasi R172K. Mutasi K199R
memiliki pengaruh dalam mengubah struktur konformasi lokal dengan adanya

pergeseran backbone sebesar itu.

5. R210M

Gambar 5.28: Fitting Mutasi Residu 210 NA LPAI-HPAI

Pada 210, terjadi perubahan asam amino dari Arginin yang bersifat polar
menjadi Metionin yang bersifat nonpolar yang tentu akan mempengaruhi
interaksinya dengan molekul-molekul air. Dengan muatan pada rantai samping
yang juga berubah dari positif menjadi netral ditambah perubahan drastis dari
hidrofilik menjadi hidrophobik, backbone pada wilayah ini bergeser sejauh 1.78 A
pada akhir simulasi. Secara lokal, mutas pada asam amino urutan 210 ini
memiliki pengaruh cukup signifikan. Hal ini disebabkan mutasi pada residu ini

Analisis pathigenisitas..., Sigit Jaya Herlambang, FMIPA Ul, 2010



mengubah sifat polaritas, hidrofobisitas dan muatan rantai sampingnya sekaligus.
Namun apabila dilihat dari jaraknya yang jauh dari residu-residu yang
dikategorikan sebagai wilayah aktif, mutass R210M ini dapat diabaikan
keberadaannya dalam berkontribusi “mengganggu” stabilitas ikatan hidrogen
kompleks NA-SA.

6. E258R

Gambar 5.29: Fitting Mutas Residu 258 NA LPAI-HPAI

Pada 258, keberadaan residu Glutamat yang memiliki berat molekul
130.13 Da digantikan dengan Arginin yang memiliki berat molekul 159.21 Da
telah menyebabkan perubahan muatan rantai samping dari negatif menjadi positif.
Hal tersebut menyebabkan perubahan besar terhadap interaksi atomik residu
dengan sekelilingnya. Ini dapat diamati dari pergeseran backbone yang terjadi di
wilayah tersebut yang diketahui sebesar 2.60521 A sebagai akibat sedikit
tertekuknya backbone model LPAI pada akhir smulasi yang dibandingkan dengan
template HPAI. Meskipun perubahan struktur konformasi lokal yang terjadi cukup
signifikan, karena posisinya yang jauh dari residu fungsional menjadikan
perubahan struktur konformasi lokal yang terjadi di sekitar residu ini tidak
dianggap penting dalam mempengaruhi kestabilan ikatan hidrogen NA-SA.
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7. V263l dan A269S

L

Gambar 5.30: Fitting Mutasi Residu 263 dan 269 NA LPAI-HPAI

Mutasl yang terjadi pada asam amino urutan 263 telah mengubah Valin
menjadi Isoleusin. Seperti yang telah dibahas sebelumnya pada mutasi V194l
perubahan  Vain menjadi Isoleusin hanya menyebabkan perubahan
hidrophobisitasnya saja yang bertambah dari 4.2 menjadi 4.5. Pada gambar 5.30
terlihat bahwa mutasi V263l tak berhasil mempengaruhi kestabilan backbone pada
residu-residu dalam radius 3.5-4 A di sekitarnya. Wilayahnya yang juga cukup
jauh dari residu-residu fungsional, membuat pergeseran backbone pada wilayah
ini yang sebesar 1.71 A dapat dikatakan tidak memiliki pengaruh dalam interaksi
interatomik wilayah aktif NA dengan SA.

Mutasl yang terjadi pada asam amino urutan 269 mengubah Alanin yang
memiliki sifat nonpolar menjadi Serin yang memiliki sifat polar, membuat
kemungkinan terjadinya perubahan konformasi lokal menjadi cukup besar. Akan
tetapi, mutasi yang juga diikuti dengan perubahan hidrophobisitas (dari asam
amino hidrofobik dengan indeks hidropathy 1.8 menjadi asam amino hidrofilik
dengan indeks hidropathy -0.8) dan perubahan berat molekul dari 73.10 Da
menjadi 89.10 Da tersebut ternyata tidak menyebabkan banyak perubahan dalam
struktur konformasinya. Hal tersebut terlihat dari pergeseran backbone di akhir
simulasi yang terlihat tak begitu jauh. Hasil pengukuran jarak antar atom Co
residu 269 pada LPAI dan HPAI diketahui hanya sebesar 0.97 A sgja.
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Pada gambar 5.30 juga terlihat tak terjadi perubahan konformas lokal
yang signifikan terhadap struktur di sekitar residu 263 dan 269. Meskipun
sebenarnya mutasi pada kedua residu ini terletak tidak terlalu jauh dari residu
fungsional Glu276, namun sepertinya mutasi V263l dan A269S tak memiliki
dampak yang signifikan untuk mempengaruhi ikatan Glu276. Ha ini dapat
dipastikan pula dengan melihat konformasi lokal disekitar mutasi yang tak
mengalami banyak perubahan meskipun pergeseran backbone kedua residu yang

dihitung berdasarkan atom Ca-nya dapat dikatakan cukup signifikan.

8. V275l

Gambar 5.31: Fitting Mutasi Residu 275 NA LPAI-HPAI

Perubahan asam amino pada urutan 275 NA dari Valin menjadi Isoleusin
memang tak mengubah banyak sifat residu kecuali sedikit sga pada
hidrophobisitas residu ini. Namun, letaknya yang berdampingan dengan dengan
Glu276 yang merupakan salah satu residu fungsional penting dengan kestabilan
okupansi tinggi dan energi interaksi yang cukup besar pada NA HPAI menjadi
alasan kenapa mutasi di wilayah ini dijadikan salah satu penyebab berkurangnya
tingkat kestabilan ikatan hidrogen Glu276-SA pada NA LPAI. Pergeseran
backbone pada wilayah residu ini yang sebesar 1.39 A memang tak sebesar
pergeseran backbone akibat mutasi V1491, namun bertambahnya tiga atom pada
suatu wilayah tentu sgja dapat mengalami perubahan berbeda bergantung pada
wilayah tempatnya berada karena interaksi interatomik berbanding terbalik
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dengan kuadrat jaraknya. Oleh sebab itu, perubahan kecil yang terjadi di dekat
residu fungsional akan memiliki kontribusi lebih besar dalam mempengaruhi
kestabilan ikatan resdiu fungsional tersebut dibandingkan dengan perubahan

cukup besar yang berada jauh darinya.

9. Y284S, G286N dan 1290V

Gambar 5.32: Fitting Mutasi Residu 284, 286 dan 290 NA LPAI-HPAI

Mutas di dua (residu 284 dan 286) dari ketiga urutan ini bisa jadi
merupakan salah satu penyebab berkurangnya energi interaksi total kompleks NA-
SA dari HPAI menjadi LPAI. Ha ini mengacu pada posisi residu yang
berdekatan dengan duaresidu fungsional sekaligus. Y akni Glu276 dan Arg292.

Pada 284, mutasi Tirosin yang memiliki berat molekul yang cukup jauh
lebih besar 165.19 Da dibandingkan Serin 89.10 Da karena mengalami
pengurangan atom sebanyak 10 atom memang hanya mengubah sifat
hidrophobisitasnya sgja dari -1.3 menjadi -0.8 tanpa mengubah sifat polaritas dan
muatan rantai sampingnya. Namun karena dalam permodelan ini kompleks NA-
SA virus dimasukkan ke dalam suatu kotak air, perubahan indeks hidropathy
sekecil apapun dapat memberikan pengaruh besar. Hal tersebut terlihat pula pada
mutasi Y284S di mana pergeseran backbone sgjauh 2.23 A cukup mampu
mempengaruhi konformasi residu fungsional di dekatnya yang menunjukkan
perubahan interaksi interatomik seperti terlihat pada gambar 5.32.
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Pada 286, perubahan Glisin yang bersifat nonpolar menjadi Aspargin yang
bersifat polar serta perubahan hidrophobisitasnya dari -0.4 menjadi -3.5 dapat
membuat perubahan signifikan pada residu-residu fungsional di sekitarnya.
Bertambahnya berat molekul residu yang awalnya hanya 59.07 Da menjadi
116.12 Da disebabkan karena bertambahnya jumlah atom diduga juga
memberikan kontribusi terjadinya pergeseran backbone residu sgjauh 2.81 A. Dari
mutasi ini semakin terlihat jelas bahwa perubahan hidrophobisitas memiliki
pengaruh besar dalam mengubah konformasi lokal sebagai konsekuensi
memasukkan model kompleks NA-SA ke dalam air.

Pada 290, perubahan Isoleusin menjadi Vain hanya merubah
hidrophobisitasnya saja dari 4.5 menjadi 4.2. Pergeseran backbone sejauh 0.81 A
(tidak jauh berbeda dari hasil penghitungan pergeseran backbone pada mutasi
1194V) jugatak dapat diabaikan kemungkinan peran dan kontribusinya yang besar
terhadap ketidakstabilan residu fungsional. Terutama Arg292 yang posisinya
hanya dipisahkan satu residu disamping asam amino urutan 290.

Perlu dilakukan pendlitian lanjutan untuk melihat lebih dalam mutasi yang
mana dari ketiga residu termutasi tersebut yang benar-benar memiliki pengaruh
besar dalam mengubah konformasi lokal di sekitarnya. Penelitian lanjutan yang
menghubungkan mutasi residu di dekat Glu276 dan Arg292 sangat penting
mengingat fakta bahwa hanya dua dari ketiga mutasi tersebut yang mengalami
pergerakan dan perubahan struktur yang benar-benar signifikan pada LPAI yang
memungkinkan terjadinya ketidakstabilan ikatan residu fungsional terdekatnya
dan bahkan meniadakan sama sekali ikatan hidrogen Arg292. Meskipun
sebenarnya perubahan kecil seperti pada 1290V yang merupakan mutasi yang
berada paling dekat dengan Arg292 tetap tak boleh diabaikan.
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10. V303! dan E308A

Gambar 5.33: Fitting Mutasi Residu 303 dan 308 NA LPAI-HPAI

Seperti mutasi Vain menjadi Isoleusin lainnya, perubahan pada asam
amino urutan 303, sebenarnya tak banyak menyebabkan perubahan konformasi
struktur karena dianggap tak banyak terjadi perubahan sifat residu yang
digantikan. Pergeseran backbone di wilayah tersebut yang sebesar 1.76 A
diperkirakan sebagai akibat perubahan konformasi signifikan residu 308 yang
berubah dari Glutamat menjadi Alanin. Perubahan tersebut mengubah sifat
polaritas residu dari polar menjadi nonpolar, dari hidrofilik menjadi hidrophobik
dan dari negatif menjadi netral. Penggantian residu yang menyebabkan perubahan
hampir seluruh sifat asam amino yang dapat diamati tentu sga dapat
mempengaruhi interaksinya baik dengan residu-residu lain di sekitarnya juga
dengan molekul-molekul air. Pada akhir simulasi, pergeseran backbone di wilayah
residu 308 yang diukur antara model kompleks NA-SA HPAI dan LPAI adalah
sebesar 4.11 A sebagai akibat perubahan sifat yang terjadi.

Pengurangan atom sebanyak 5 atom karena Glutamat yang diketahui
memiliki berat molekul 130.13 Da pada 308 digantikan dengan Alanin yang
memiliki berat molekul 73.10 Da telah membuat perubahan struktur konformasi
lokal yang sangat signifikan. Pada gambar 5.33 terlihat dengan jelas bahwa
berkurangnya atom telah membuat backbone di sekitar residu yang dimaksud
telah melakukan penyesuaian besar-besaran karena interaksi interatomik yang

mengalami perubahan orientasi. Letak wilayah mutasi E308A yang berada di
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lekukan backbone turut menambah kemampuan mutasi residu ini dalam
mempengaruhi struktur konformasi lokal di sekitarnya.

11. R331S, N334S dan N339D

N339D

Gambar 5.34: Fitting Mutasi Residu 331, 334 dan 339 NA LPAI-HPAI

Perubahan asam amino Arginin yang rantai sampingnya positif menjadi
asam amino Serin yang rantai sampingnya bermuatan netral pada residu urutan
331 serta termutasinya asam amino Aspargin pada urutan 334 menjadi asam
amino Serin menyebabkan berkurangnya sifat hidrofilik di wilayah tersebut. Hal
tersebut ditandai dengan bertambahnya indeks hidropathy dari -4.5 menjadi -0.8
pada mutasi R331S dan dari -3.5 menjadi -0.8 pada mutasi N334S. Mutas pada
dua posisi asam amino ini telah menambah deret Serin di wilayah tersebut. Deret
Serin kini mengisi dari 331 hingga 335 dan menciptakan pergeseran posis
backbone di sepanjang deretnya. Dari hasil penghitungan, diketahui besar
pergeseran backbone pada asam amino urutan 331 dan 334 adalah sebesar 1.91 A
dan 1.64 A.

Mutasi N339D mengubah asam amino Aspargin yang bermuatan rantai
samping netral menjadi asam amino Aspartat yang bermuatan rantai samping
negatif. Ini membuat residu pada wilayah ini memiliki tambahan kemungkinan
untuk mempengaruhi  struktur konformas lokal di sekitarnya. Berat molekul
keduanya nyaris sama. Yakni bernila sekitar 116 Da Meskipun begitu
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pergerakan residu yang berbeda menyebabkan pergeseran backbone di wilayah
residu ini menjadi sebesar 1.57 A.

Mutass R331S, N334S dan N339D memang mengalami perubahan
struktur konformasi lokal cukup besar. Terutama pada deret Serin dari urutan 331-
335. Namun jaraknya yang terbilang jauh dari wilayah aktif, membuat mutasi-
mutasi ini dapat dianggap tak memiliki pengaruh besar dalam mengganggu
stabilitas ikatan NA-SA hasil mutasi template (LPALI).

12. T346N dan Q347P

Gambar 5.35: Fitting Mutasi Residu 346 dan 347 NA LPAI-HPAI

Mutass T346N mengubah sifat hidrofilik asam amino karena
perubahan indeks hidrophaty dari -0.7 menjadi -3.5. Threonin yang memiliki berat
molekul 103.12 Da berubah menjadi Aspargin yang memiliki berat molekul
116.12 Da telah membuat pergeseran backbone sebesar 1.08 A. Sedangkan mutasi
Q347P yang mengubah sifat polaritas dari polar menjadi nonpolar dan perubahan
indeks hidrophaty dari -3.5 menjadi -1.6 telah membuat backbone bergeser 0.99 A.

Dari gambar 5.35 terlihat bahwa mutasi yang terjadi pada kedua wilayah
ini tidak berpengaruh banyak terhadap struktur konformasi lokal di sekitarnya.
Hanya sedikit terjadi pada lekukan backbone di wilayah asam amino 344.
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13. L360V

Gambar 5.36: Fitting Mutasi Residu 360 NA LPAI-HPAI

Mutas asam amino Leusin yang memiliki berat molekul 115.18 Da
menjadi asam amino Valin dengan berat molekul 101.15 Da seperti terlihat pada
gambar 5.36 tak banyak membuat perubahan struktur konformasi di sekitarnya.
Namun begitu, terlihat bahwa bertambahnya sifat hidrophobik asam amino 360 ini
mampu menggeser backbone sgjauh 1.96 A. Karena perubahan tingkat
hidrophobisitas akan menyebabkan perbedaan interaksi residu yang termutasi
dengan molekul-molekul air yang melingkupi kompleks NA-SA. Penggantian
asam amino pada urutan 360 ini jugatidak memiliki pengaruh terhadap kestabilan
ikatan kompleks NA-SA karena letaknya yang jauh dari wilayah residu fungsiona
NA.
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14. L370S dan K378R

Gambar 5.37: Fitting Mutasi Residu 370 dan 378 NA LPAI-HPAI

Mutass L370S menjadi mutasi paling krusia pada model yang
digenerasikan. Penggantian Leusin yang bersifat hidrofobik yang memiliki indeks
3.8 menjadi Serin yang bersifat hidrofilik yang memiliki indeks -0.8 telah
membengkokkan backbone di wilayah lekukan cukup jauh (lihat gambar 5.37).
Pergeseran backbone yang terukur pun cukup besar. Y akni senilai 3.05 A. Mutasi
yang merubah residu nonpolar menjadi polar tersebut telah menjauhkan jarak
Arg371 dari substrat SA pada LPAI sehingga ikatan hidrogennya menjadi tidak
stabil. Bahkan pada awal simulas ikatan hidrogen keduanya tidak terbentuk.
Padahal padaikatan hidrogen tersebut sangat penting dalam menginisiasi interaksi
bersama-sama Arg118 dan Arg292.

Mutasi asam amino urutan 378 yang mengubah Lisin menjadi Arginin
telah menyebabkan pergeseran backbone sgjauh 1.94 A. Sama seperti L370S,
mutas K378R mempunyal kemampuan mengubah struktur konformasi lokal
seperti terlihat pada gambar 5.37. Kedua mutasi ini memiliki peran penting dalam
merusak stabilitas ikatan hidrogen yang dibentuk Arg371 selamasimulasi.
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15. S384A dan P386S

Gambar 5.38: Fitting Mutasi Residu 384 dan 386 NA LPAI-HPAI

Penggantian Serin yang berat molekulnya 89.10 Da menjadi menjadi
Alanin yang berat molekulnya 73.10 Da telah membuat sifat polaritas asam amino
urutan 384 berubah dari polar menjadi nonpolar. Hal tersebut mengubah orientasi
interaksi residu karena asam amino polar hanya tertarik dengan polar dan yang
nonpolar hanya tertarik dengan nonpolar. Selain itu, sifat hidrofilik Serin yang
memiliki indeks hidropathy -0.8 yang digantikan sifat hidrofobik Alanin dengan
indeks hidropathy 1.8 memicu terjadinya pergeseran backbone sgjauh 3.40 A. Bila
dibandingkan dengan mutasi A269S, dapat ditarik kesimpulan bahwa sifat residu
yang termutasi dan yang memutasikan tidak sendirian dalam menciptakan
pergeseran backbone yang cukup jauh ini.Selain hidrophobisitas, diduga letak dan
posis residu termutasi yang berada di lekukan backbone-lah, yang membuat
lekukan tersebut sedikit tertekuk.

Berkebalikan dengan mutasi S384A, mutasi P386S mengubah asam amino
nonpolar Prolin yang memiliki berat molekul 99.13 Da menjadi asam amino polar
Serin yang memiliki berat molekul lebih rendah, 73.10 Da. Penggantian asam
amino di posisi 386 juga diketahui telah mengurangi sifat hidrofilik wilayah
tersebut. Hal tersebut menyebabkan terjadinya pergeseran backbone sebesar 2.25
A.
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16. 1392T

13921

Gambar 5.39: Fitting Mutasi Residu 392 NA LPAI-HPAI

Pada asam amino urutan 392, Isoleusin yang nonpolar digantikan dengan
Threonin yang bersifat polar. Mutasi 1392T ini menghasilkan perubahan struktur
konformasi lokal yang cukup besar. Terlihat dari pergeseran atom Co yang
sebesar 3.67 A. Dari gambar 5.23 terlihat bahwa perubahan drastis dari residu
hidrofobik dengan indeks hidropathy 4.5 menjadi hidrofilik dengan indeks
hidropathy -0.7 membuat backbone menjadi kehilangan linieritasnya karena
residu menjadi lebih banyak berinteraksi dengan air di sekitarnya.

17. S400N, D401IN dan R403W

Gambar 5.40: Fitting Mutasi Residu 400, 401 dan 403 NA LPAI-HPAI
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Mutasi di ketiga wilayah ini diduga kuat memiliki keterlibatan dalam
membuat Tyr406 yang hanya berperan menjadi residu framework pada HPAI
berubah peran menjadi residu fungsional pada LPAI meskipun kontribusi ikatan
hidrogennya selama simulasi tidak besar yang terlihat dari kestabilan ikatannya
(lihat gambar 5.23). Hal tersebut disebabkan mutasi pada ketiga posis ini
membuat backbone pada Tyr406 bergeser mendekati substrat sebagal akibat

bergesernya backbone di ketiga posisi ini.

Pada mutasi S400N, Aspargin yang memiliki sifat hidrofilik lebih kuat
menggantikan Serin. Mutasi ini mengakibatkan pergeseran backbone sebesar 2.33
A dan mengubah struktur konformasi lokal secara signifikan bersama-sama
dengan mutass D401N yang backbone-nya juga telah bergeser tidak terlalu
berbeda jauh jarak pergeserannya, 2.60 A. Mutasi D401IN yang berkebalikan
dengan mutasi N339D hanya mengubah muatan rantai sampingnya saja dari netral
menjadi negatif. Namun begitu, bila dibandingkan dengan N339D, pada mutasi
D401N terlihat pergeseran backbone yang lebih besar. Dapat dipastikan hal
tersebut lebih disebabkan oleh karena posisi mutasi yang terletak tepat di |ekukan

backbone.

Pada 403, perubahan dari Arginin (polar) menjadi Triptophan (nonpolar)
membuat interaksinya dengan molekul air mengalami perubahan pula. Apaagi
Arginin yang bermuatan rantai samping positif memiliki sifat hidrofilik yang lebih
kuat daripada Triptophan yang netral. Hal tersebut menyebabkan perubahan posis
akhir atom Co pada kedua residu bergeser segjauh 1.71 A.

18. G414S

Gambar 5.41: Fitting Mutasi Residu 414 NA LPAI-HPAI
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Asam amino nonpolar Glisin pada posis 414 digantikan dengan Serin
yang polar tak menyebabkan perubahan interaksi dengan molekul-molekul air di
sekitarnya. Pergeseran backbone sebesar 2.53A hanya memberikan kontribusi
dalam mengubah konformasi lokal sgja dan tak memiliki peran penting dalam
mempengaruhi ikatan NA-SA dilihat dari posisinya yang jauh dari residu-residu

fungsional.

19. K431P

Gambar 5.42: Fitting Mutasi Residu 431 NA LPAI-HPAI

Penggantian posisi Lisin oleh Prolin pada 431 membuat backbone
bergeser sgjauh 2.20 A di akhir simulasi. Ini dipengaruhi oleh adanya perubahan
polaritas dari polar menjadi nonpolar. Seperti yang diketahui perubahan sifat
polaritas membuat perubahan interaksi terhadap molekul-molekul air sekitar.
Tampaknya perubahan sifat hidrofilik dari yang sangat kuat sifatnya menjadi yang
tak terlalu kuat turut mempengaruhi interaksi. Terlihat pada gambar 5.42, struktur
konformasi loka pada akhir simulasi kedua model sangat berbeda. Namun, hal
tersebut dapat kita abaikan karena posisinya yang jauh dari residu fungsional.

Berdasarkan analisa, secara lokal, mungkin hanya sgumlah mutasi dalam
penelitian ini yang dianggap memiliki peran besar dalam “mengganggu” stabilitas
ikatan NA-SA di wilayah aktif. Di antaranya adalah mutasi D147G, V149I,
1194V, K199R, V275I, 1290V, V303I, T346N, Q347P, L370S, SA400N, D401N,
R403W dan K431P. Namun secara keseluruhan, perubahan sekecil apapun tetap
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memiliki andil dalam mempengaruhi kestabilan ikatan dengan mengganggu
stabilitas struktur dan konformasinya. Karena perubahan tersebut dapat
menyebabkan efek domino yang mampu mengubah backbone model yang
dissmulasikan. Hal tersebut didukung dengan RMSD all atoms HPAI yang lebih
rendah dari LPAI (lihat gambar 5.8).
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BAB VI
KESIMPULAN

Dengan membandingkan dua kompleks neuraminidase-sialic acid virus
influenza unggas dengan tingkat pathogenisitas berbeda menggunakan metode
simulasi berbasis mekanika molekular berhasil memperlihatkan adanya hubungan
antara pathogenisitas virus dengan struktur ikatan kompleks neuraminidase (NA)
dengan substrat alaminya (SA). Ha ini terlihat dari lebih stabilnya ikatan
kompleks NA-SA HPAI dibanding LPAI selama proses penaikkan temperatur dan
sepanjang simulasi pada temperatur ruang. Energi bebas ikatan kompleks NA-SA
HPAI sebesar -350.62 kcal/mol menandakan ikatan yang lebih kuat dibandingkan
kompleks NA-SA LPAI yang memiliki energi bebas ikatan sebesar -231.59
kcal/mol. Perbedaan besar energi bebas ikatan sebesar 119.03 kcal/mol menjadi
acuan kuat-lemahnya ikatan NA-SA dari HPAI dan LPAI [50,51]. Bahkan
sebelum disimulasikan, proses minimisasi energi dari kompleks NA-SA HPAI
sudah memiliki energi total lebih rendah 111879.65 kcal/mol dibandingkan
dengan kompleks NA-SA LPAI. Ha yang berhubungan langsung dengan
perbedaan jumlah atom karena 42 mutasi yang terjadi.

Setelah energi bebas ikatan dihitung di akhir simulasi, energi interaksi
residu fungsional kemudian dikalkulas untuk melihat seberapa kuat pengaruh
ikatan masing-masing residu fungsional. Hal ini penting untuk melihat spesifikasi
residu yang memiliki kontribusi terbaik dalam mengikat substrat secara energetik.
Hasil yang didapat diketahui residu Arg371 memiliki energi interaks ikatan
terbesar dengan dua ikatan sekaligus. Sedangkan pada LPAI, Aspl51-lah yang

memberikan kontribusi ikatan terbesar secara energetik.

Energi ikatan hidrogen yang telah dikalkulasi kemudian dibandingkan
dengan kestabilan ikatan hidrogen itu sendiri melalui penghitungan persentase
okupansi dan pengukuran jarak ikatan hidrogen. Penghitungan persentase
okupansi dan penggambaran grafik jarak ikatan hidrogen selama simulasi berhasil
menjelaskan residu-residu yang sangat penting yang berinteraksi secara langsung
dengan sialic acid. Dari data yang diperoleh dapat dismpulkan bahwa residu-
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residu fungsional pada kompleks NA-SA HPAI memiliki kemampuan mengikat
substrat lebih baik dan stabil daripada kompleks NA-SA LPAI. Terutama pada
wilayah subsite S1 yang memiliki fungs sebagai inisiator ikatan. Persentase
okupansi pada wilayah S1 residu fungsional kompleks NA-SA sangat kontras
perbedaan di antara keduanya. Dari data persentase okupansi yang ada dapat
dismpulkan bahwa Aspl51, Arg 152, Glu276, Arg292 dan Arg371 memiliki
peran sangat penting dalam proses pengikatan dan katalisis siaic acid pada virus

yang |ebih pathogenik.

Usa melihat kemampuan berikatan NA-SA, dicari tahu dari seluruh
mutasi apakah memiliki hubungan dengan ketidakstabilan ikatan. Meskipun harus
diakui analisis mutasi masih belum menemukan cara terbaik melihat hubungannya
dengan ketidakstabilan ikatan NA-SA, hasil yang didapat dengan melihat
perubahan konformasi struktur secara langsung sebagai akibat perubahan sifat
residu yang termutasi cukup dapat menjelaskan pengaruh mutasi pada sejumlah
residu yang berada dekat dengan residu fungsional. Dari 32 mutasi yang
digplikasikan pada template, nyaris semuanya memiliki pengaruh terhadap
konformasi struktur lokal cukup signifikan. Hal ini disebabkan karena permodelan
homologi yang dilakukan turut memperhitungkan perubahan posisi atom-atom
dalam radius 3.5 A dari residu yang dimutasikan. Namun begitu, hanya 14 mutasi
sgja yang dapat memberikan pengaruh secara langsung terhadap ikatan kompleks
NA-SA. Hal tersebut disebabkan letak mutasi yang strategis dan dekat dengan
residu fungsional yang berikatan secara langsung dengan sidic acid. Mutasi-
mutasi tersebut adalah D147G, V149I, 1194V, K199R, V275I, 1290V, V303,
T346N, Q347P, L370S, S400N, D401N, R403W dan K431P. Namun perlu
penelitian lebih lanjut secara kuantitatif dengan lebih banyak kompleks NA-SA

untuk memastikan hal ini.

Simulasi dan kalkulasi yang telah dilakukan berhasil menunjukkan adanya
perbedaan kekuatan dan ikatan dan interaksi neuraminidase dengan siadic acid
sebagal substrat alaminya. Tingkat kestabilan interaksi yang menjadi bagian
penelitian juga berhasil menspesifikasi residu-residu dan subsite utama pada

wilayah aktif yang sangat penting perannya dalam mengikat substrat. Dari hasil
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membandingkan kekuatan dan kestabilan ikatan hidrogen diketahui bahwa residu
Aspl5l, Argls2, Glu276, Arg292 dan Arg371 merupakan residu fungsional yang
berperan penting pada aktivitas enzimatik NA virus influensa unggas dan
pathogenisitas virus. Namun, proses katalitik yang terjadi belum dapat dilakukan
secara maksimal karena keterbatasan kemampuan sarana komputasi yang
digunakan sehingga hanya mampu mensimulasikan interaksi selama 20 ps. Hal ini
disebabkan molekul yang dipakai cukup besar dan juga dalam penelitian ini
dilibatkan molekul-molekul air yang banyak. .

Pendekatan dan parameter yang dipakai dalam penelitian ini diakui masih
sangat jauh dari kata “serupa’ dengan kondisi alami laboratorium. Terutama
kestabilan temperatur dan waktu simulasi yang masih perlu diperhatikan lagi. Hal
ini bisa jadi memberikan pengaruh besar terhadap kestabilan ikatan kompleks
molekul yang dimodelkan. Selain itu, perlu adanya pembanding dari laboratorium
pada penelitian in vivo untuk memverifikasi lebih lanjut mengenai kualitas

penelitian permodelan ini.

Penelitian lanjut tentang pathogenisitas virus influensa unggas ini sangat
perlu dilakukan terutama berdasarkan interaksinya dengan obat. Sebagai
pembanding interaksi dengan substrat alaminya. Sehingga diharapkan suatu saat
dapat diketahui mengapa neuraminidase virus influensa unggas resisten terhadap
segjumlah obat dan lebih baik dalam mengenali siaic acid. Dengan tujuan akhir
disain dan sintesis obat inhibitor berbasis struktur dapat terwujud.
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