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RINGKASAN

Idetifikasi Residu Kritis Untuk Katalisis Pada b-Laktamase Kelas C Secara In
Silico; Igbal Wildan Alifi, 011810301128; 2007: 53 hal; Jurusan Kimia Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Antibiotik p-Laktam merupakan agen antibakteri yang paling banyak digunakan di
seluruh dunia, diantaranya penisilin dan cephalosporin. Mekanisme resistansi
bakterial yang biasa terjadi pada antibiotik ini adalah produksi enzim p-Laktamase
(Ghuysen 1991) yang menghidrolisis ikatan B—~Laktam dan menyebabkan B-Laktam
menjadi non-aktif. Karena hal tersebut dibutuhkan suatu cara untuk menghambat
proses terhidrolisisnya B-Laktam, sehingga p-Laktamase pada suatu tingkatan
molekular menarik untuk di kaji. Untuk mengidentifikasi residu f-~Laktamase Shalom
pada penelitiannya menggunakan metode kombinatorial, dengan membaca sekilas
mutagenesis pada 122 posisi di dalam dan disekitar sisi aktif P-Laktamase
Enterobacter cloacae P99, yang disaring dari sekitar 1000 varian P99 dalam suatu
High-throughput in vivo, yang diuji kadar logam dan sequenced dengan 96-capillary
electrophoresis (Shalom D. Goldberg er al. 2003). Salah satu strategi dalam
identifikasi residu yang penting pada B-Laktamase Enterobacter cloacae P99 dapat
dilakukan dengan memodifikasi p—Laktamase kelas C secara in silico (simulasi
komputer).

Modifikasi B-Laktamase dilakukan secara in silico dengan program
Modeller 6.2 dan untuk mengetahui efek modifikasi terhadap sensitifitas dan
kespesifikannya digunakan program AutoDock 3.0.5. Senyawa substrat dalam
penelitian ini yaitu Ampisilin dan inhibitor yang digunakan dalam penelitian ini ada

dua jenis, yaitu senyawa Amoxillin, dan Cephradine. Dari 11 residu signifikan hasil

vil
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penelitian Shalom, hanya 7 residu yang menunjukan efek signifikan pada percobaan
ini, diantaranya G61, S64, K67, Q120, Y150, N152 dan K315. Ada 2 residu yang
sangat berpengaruh pada katalisis B-Latamase yaitu residu S64 dan Y150, dimana
S64 merupaka sisi aktif serin dan Y150 sebagai dasar asilasi dan deasilasi pada
katalisis f—Latamase. Pengaruh 2 residu tersebut tidak dijelaskan pada penelitian

Shalom.

Kata kunci: B—Latamase, antibiotik, residu, pemodelan homologi, docking.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Antibiotik B-Laktam merupakan agen antibakteri yang paling banyak
digunakan di seluruh dunia, diantaranya penisilin dan cephalosporin. Mekanisme
resistansi bakterial yang biasa terjadi pada antibiotik ini adalah produksi enzim p—
Laktamase (Ghuysen 1991) yang menghidrolisis ikatan p-Laktam dan menyebabkan
p-Laktam menjadi non-aktif. Karena hal tersebut dibutuhkan suatu cara untuk
menghambat proses terhidrolisisnya f—Laktam, sehingga B-Laktamase pada suatu
tingkatan molekular menarik untuk di kaji.

p—Laktamase dibagi menjadi empat kelas berdasarkan urutan homologinya
(Bush er al. 1995), yaitu enzim B-Laktamase kelas A, B, C, dan D. Dari keempat
kelas p-Laktamase tersebut, mekanisme reaksi dari kelas C belumlah jelas.
Sedangkan pada kelas A dan kelas D yang mempunyai residu glutamate dan
karbamilat lisin sebagai sisi aktif yang bertindak sebagai katalisator, yang berperan
untuk hidrolisis f—Laktam (Shalom D. Goldberg et al. 2003). Telah banyak kajian
yang menerangkan mekanisme reaksi enzim PB-Laktamase kelas C. Meliputi
kristalografi penyinaran tiga enzim berbeda (Oefner et al. 1990; Lobkovsky et al.
1993; Usher et al. 1998), dan kompleks sejumlah mutans dengan substrat yang
bervariasi (Beadle et al. 2002), Zhang telah melaporkan urutan faktor penentu
aktivitas dengan extended-spectrum substrates (Zhang et al. 2001), namun
mekanisme reaksinya masih diperdebatkan.

Shalom D. Goldberg er al. (2003) melaporkan, untuk mengetahui residu yang

terlibat dalam katalisis antibiotik dari enzim p-Laktamase kelas C Enterobacter
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cloacae P99 dipelajari dengan membaca sekilas mutasi kombinasi pada 122 posisi
dalam sisi aktif. Berbeda dengan p-Laktamase kelas A dan D dimana hanya Glu 166
yang berperan sebagai katalisator.

Tabel 1.1 hasil penilitian Shalom D. Goldberg et al.

Limited Effect

LS9L La2L 165V, S66T. Ta8S. Fa9Y. T70S. TIIIS. YII2F. THI3S, GIISA, GlI6A, LII7L LII9L PI22A. DI23N. E124Q. RI4RK. L1491
ALSIG. SISHT, 1155V, LIS7L FIS8Y. GI59A. A160G. EI95Q. E1960Q. A197G. HIYSN. Y199F, A200G. W20 11, G202A. R204K. D205SN, G206A.
K2OTR. VIIIL S2I12T. P2I3A. G214A. M2ISL, L2161 D2ITN, A2I8G, Q2I9E. A220G, Y22IF. G222A, V223 K224R. R258K. Y259F, W2&OL.
R261K. 1262V, S264T. M26SL, Y266F. Q267E. L2691 M273L. E285Q, G286A, S287T. D2R8N, K290R. V2911, A292G. 293 A294G. S3IT.
V3I13L HMAN. TM6ES. (T376A) SIIST. TMIS. F322Y. GI23A. S324T. YA25F, A340G, T342S, SMIT, YIMF, PMSA, P34TA. R3OK. V350L
A3S2G, ARG

Significant Effect

FeOY. E61Q. S64T. K67R, QI20E. YI50F, Ni52D, Y203F. K3ISR. N341D, N36&D

Insufficient Data

GAIA. G7TIA. ALIHG. PHISA. VI2IL AIS3G. GIS6A. G263A, G268A. G270A, W2T|L. E272Q. S28¢T, WAL, G2 17A. GI20A. GA21A. AMSG.
EASIQ

Enzvme kgt (577) K (LM kK. (M5t G Wild-type
WT AMP 041 £00] — — —
CEF 1536 STx1.5 2.7 % 107 s
EolQ AMP 0340 + 0.009 = =5 B3
CEF 110+ 3 44 +4 2.5 10° ¥
S&4T AMP ND — = _
CEF 007 +001 880 + 230 80 0.0003
QI20E AMP 0079 + 0.004 e == 19
CEF N0+06 09+ 13 2.7 %107 10
Y ISOF AMP ND — — o
CEF 0.107 £ 0.008 750 + 100 1.4 % 10° 0.0005
Y203F AMP 032+ 0007 e - 78
CEF 127+ 1 S8+ 1.1 2.2 x 107 by
D217N AMP 031 0004 — — 76
CEF 164 £ 5 Bz 16 2.0 x 107 74
K3l5R AMP 042 £ 0005 — = 102
CEF 47+ W+l 1.2 x 10° 4
N346D AMP 027 + 0.007 - = 66
CEF Mx] 130 + 28 2.6 x 10° 1

Dari penelitian tersebut dapat diketahui bahwa ada 11 residu yang berperan

penting sebagai katalisator, yaitu mutan F60Y, E61Q, S64T, K67R, Q120E, Y150F,
N152D, Y203F, K315R, N341D, N346D. N152D, K67R, dan Y150F adalah suatu
jaringan hidrogen bonding, dimana mutasi residu ini mengurangi aktivitas enzim.
Jaringan hidrogen bonding tersebut di apit oleh Q120E dan K315R yang juga
berperan sebagai katalisator walaupun lebih sedikit. Residu yang secara teknis

sebagai penerima ion positif pada asilasi dan deasilasi.
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Untuk mengidentifikasi residu.—Laktamase Shalom pada penelitiannya
menggunakan metode kombinatorial, dengan membaca sekilas mutagenesis pada 122
posisi di dalam dan disekitar sisi aktif B-Laktamase Enterobacter cloacae P99, yang
disaring dari sekitar 1000 varian P99 dalam suatu High-throughput in vivo, yang diuji
kadar logam dan sequenced dengan 96-capillary electrophoresis (Shalom D.
Goldberg et al. 2003). Salah satu strategi dalam identifikasi residu yang penting pada
B-Laktamase Enterobacter cloacae P99 dapat dilakukan dengan memodifikasi p—

Laktamase kelas C secara in silico (simulasi komputer).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang dikemukakan di atas dapat dirumuskan
masalah sebagai berikut :
a.  Bagaimana pengaruh mutasi residu-residu pada katalisis antibiotik?
b.  Bagaimana mekanisme Reaksi enzim B—Latamase kelas C, dan keterkaitan

dengan resistensi bakteri ?

1.3 Tujuan Penelitian
a. Mengetahui residu-residu yang berpengaruh terhadap katalisis antibiotik dari
enzim B—Laktamase kelas C.
b. Mengetahui mekanisme reaksi terbentuknya ES atau EI dengan mengukur k;
dari B—Laktamase kelas C.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan mempunyai manfaat sebagai berikut :
a. Dapat memberikan kontribusi dalam pembuatan antibiotik untuk mengurangi
resistensi antibakterial,

b. Dapat memberikan informasi tentang karakteristik [-Laktamase hasil
modifikasi.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Enzim

Enzim merupakan suatu unit fungsional dari metabolisme sel, bekerja dengan
urut-urutan yang teratur. Enzim mengkatalisis ratusan reaksi bertahap yang
menguraikan molekul-molekul nutrien. Sifat enzim yang paling mencolok adalah
daya katalitik dan spesifitasnya. Enzim mengkatalisis reaksi kimia spesifik dengan
cara menurunkan energi bebas aktivasi. Kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim
dapat dipelajari menggunakan kinetika enzim. Pengukuran kinetika merupakan cara
kuantitatif untuk dapat menjelaskan efek toksisitas terhadap aktivitas enzim
(Lehninger,1975).

Pada tahun 1913, Leonor Michaelis dan Maud Menten mengajukan pemikiran
tentang ketergantungan kecepatan reaksi pada konsentrasi substrat yang digunakan.
Dasar pemikiran Michaelis-Menten merupakan model kerja enzim yang paling
sederhana untuk menjelaskan sifat kinetika enzim. Michaelis-Menten mengemukakan
bahwa pada reaksi yang dikatalisis enzim, enzim (E) berikatan dengan substratnya (S)
membentuk kompleks enzim-substrat (ES), yang kemudian pecah menjadi enzim dan
produk.

k; k,

E+S = ES » E+P (1)
kg

Keterangan : E = Enzim
S = Substrat
P = Produk
k = konstanta reaksi

Rasio konstanta kecepatan ditetapkan sebagai konstanta Michaelis (Kjy),
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_(k, +ky)

KM kl

. (2)
Km = Konstanta Michaelis

Persamaan Michaelis-Menten juga dapat dinyatakan sebagai berikut:

 Viu [S] 3)

max

* T IS]1+K,
Keterangan : V= Laju awal
Vmax = Laju maksimum
S = Substrat

Km = Konstanta Michaelis

Katalis menambah kecepatan reaksi kimia dengan menurunkan energi bebas
aktifasi AG" Enzim memiliki kemampuan Kkatalisis dan dapat meningkatkan
kecepatan reaksi kompleks pada temperatur dan tekanan normal. Hal tersebut
disebabkan penurunan energi bebas aktifasi untuk reaksi yang dikatalisis enzim,
dibanding reaksi yang tidak menggunakan katalis (Voet and Voet, 1995).

Enzim bekerja dengan mengikat substrat dalam sisi aktifnya dimana reaksi
terjadi. Setelah reaksi terjadi, produk dibebaskan dan diperoleh enzim lagi yang siap
untuk reaksi baru. Oleh sebab itu, energitika dari sebuah reaksi yang dikatalisis enzim
meliputi laju reaksi seperti proses pengikatan substrat atau produk.

Katalisis enzim biasanya dijelaskan dengan konsep bahwa enzim lebih
menyukai keadaan transisi dibanding berikatan dengan substrat. Enzim
menyetabilkan keadaan transisi lebih efisien daripada air. Ada beberapa teori yang
berbeda mengenai katalisis enzim, yaitu: stabilisasi keadaan transisi oleh
geometri/elektrostatik sisi aktif, destabilisasi substrat, desolvasi, jebakan entropi,

pengontrolan orbital, pengaruh dinamika, dan lain-lain (Komoldin, 2001).
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2.1.1 Inhibisi Enzim

Aktivitas enzimatik dapat dihambat (inhibisi) oleh molekul kecil spesifik atau
ion logam tertentu. Pengaruh penghambat ini dapat dengan mudah diketahui dengan
menggunakan prinsip kinetika enzim. Atas dasar inilah, maka saat ini banyak
dikembangkan inhibitor untuk mengatasi resistensi bakteri patogen. (Wanzhi Huang,
et. Al, 2003)

Inhibisi dapat dibedakan menjadi dua macam, yaitu inhibisi reversibel dan
inhibisi irreversibel. Dalam inhibisi irreversibel, sebuah molekul berikatan kovalen
pada enzim yang menyebabkan perubahan permanen pada enzim, sedangkan
pembentukan inhibisi reversibel dipengaruhi oleh ikatan nonkovalen dari inhibitor
dan dapat dikembalikan dengan removal inhibitor.

Inhibisi irreversibel terjadi karena adanya dissosoasi yang lambat pada
kompleks enzim-inhibitor. Kuatnya ikatan antara enzim-inhibitor baik secara ikatan
kovalen maupun bukan kovalen menyebabkan lambatnya dissosiasi enzim-
inhibitor. Kuatnya ikatan menyebabkan inaktifnya enzim secara irreversibel.
Kebanyakan semua inhibitor enzim irreversibel merupakan senyawa yang beracun
(Mathews, 1990).

1V (uM  min)
g

-0.02 A —~- . - - ,,J
002 001 000 001 002 003 004 005

1/[cephalosporin C] (M)
Gambar 2.1. Plot inhibisi B-Laktamase P-99, pada hidrolisis cephalosporin.
(Wanzhi Huang,, et. al. 2003)
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Berdasarkan pengaruhnya pada sifat kinetika enzim, inhibitor dapat dibedakan
menjadi dua, yaitu inhibitor kompetitif dan nonkompetitif. Pada inhibisi kompetitif,
inhibitor bersaing dengan dengan substrat; yaitu inhibitor mengurangi kemungkinan
substrat berikatan dengan enzim membentuk kompleks ES (pers. 4). Hal ini
meningkatnya Km enzim untuk substrat, tetapi tidak mempengaruhi V. reaksi
sebab pada konsentarsi substrat yang terbatas (keadaan dimana V, diukur), substrat
menjenuhkan enzim. Inhibisi kompetitif dapat diatasi dengan meningkatkan
konsentrasi substrat.

+S
E &= S —> E+P )

i)

El

Pada inhibisi nonkompetitif, inhibitor tidak bersaing dengan substrat pada
reaksi menduduki enzim. Enzim dapat mengikat substrat dan inhibitor sekaligus
(pers. 5). Imi berarti situs pengikatan keduanya berbeda, sehingga tidak mencegah
pembentukan kompleks enzim-substrat. Suatu inhibitor nonkompetitif bekerja dengan
cara mengurangi Kecepatan produktivitas ES yang berdisosiasi menghasilkan produk

reaksi.

+S

E 9% ES —> E3H (5)

Qo

El ——— ESI
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2.1.2 B -Laktamase

-

B-Laktamase merupakan enzim yang memiliki spesifitas menghidrolisis f3-

Laktam menjadi asam asetat. Enzim yang digunakan untuk penelitian ini adalah -

Laktamase, dengan keterangan sebagai berikut :

Klasifikasi

Metode eksperimen
Nomer EC

Kode PDB

Sumber

Resolusi [A]
Residu

Atom

Sumber primer

Mekanisme Hidrolisis :

: Hydrolase

: Difraksi sinar-X

#3.5.2.6

: 1GCE

: Enterobacter cloacae

: 1,80

: 12-364

: 4985

: Crichlow, G.V., Kuzin, A.P., Nukaga,

M., Mayama, K., Sawai, T., Knox, J.R. Structure of
the extended-spectrum class C beta-lactamase of
Enterobacter cloacae GCI, a natural mutant with a
tandem tripeptide insertion. Biochemistry v38
pp.10256-10261 , 1999

EnzOH + CHyNO Z&=——== C3H4NHOOEnz

Enz

o

ky
QH );rle —~—— OEnz HN_é
N k., (0]

&



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Kelas C B-Laktamase merupakan protein monomer dengan ukuran sedang,
sekitar 29.000-39.000. Di sana terdapat dua struktur utama yaitu domain o dan o/}
dengan sisi aktif yang terletak di dalam diantara domain tersebut. Sisi aktif serin
terletak pada N-terminus dari rantai, yang relatif hidrofobik, o-helix pertama dari
semua domain. Di sana terdapat beberapa residu di sekeliling sisi aktif yang mungkin
mempengaruhi posisi substrat dan proses katalisis dari proses pembentukan ikatan
dan pemutusan ikatan. Pertama-tama, residu lisin selalu ada sebagai asam amino
ketiga dan satu putaran helix berikutnya turun dari rantai serin menuju sisi aktif. Dua
residu lain yang membentuk sisi katalitik adalah Tyr-Xaa-Asn dengan sisi rantai dari
residu pertama dan ketiga menuju ke sisi aktif. (Michael I. Page and Andrew P. Laws,
1998)

2.2 Metode Simulasi

Kimia identik dengan melakukan eksperimen. Kebenaran ini berdasarkan dari
sejarahnya, tapi selama dua dekade terakhir kebenaran bahwa kimia adalah
melakukan eksperimen menjadi tidak seluruhnya benar. Dalam banyak area kimia,
prediksi teori dari sifat-sifat kimia bisa menyamai hasil eksperimen. Metode simulasi
biasanya digunakan sebelum metode eksperimen. Dalam penelitian ini metode
simulasi digunakan untuk memodifikasi sisi aktif p—Laktamase Enterobacter cloacae.
Model molekul protein mutan dibangun menggunakan software TRITON (Prokop et
al. 2000), dan dianalis sifat-sifatnya menggunakan software AutoDock (Morris ef al,
2001).

TRITON adalah software grafis yang dikembangkan untuk pemodelan mutan
protein (Prokop er al. 2000). TRITON dilengkapi program eksternal, yaitu
MODELLER, MOPAC, dan Driver. MODELLER digunakan untuk membuat protein
mutan secara in silico dengan pendekatan pemodelan homologi (Damborsky ef al.

2001). Software MOPAC digunakan untuk optimasi geometri dan prediksi aktifitas
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protein. Sedangkan software Driver digunakan untuk penelusuran mekanisme reaksi.
Dalam penelitian ini yang digunakan adalah MODELLER versi 6.2.

AutoDock merupakan program yang dikembangkan untuk memprediksi
interaksi ligan dengan target biomakromolekul. Dalam AutoDock, ligan pada
awalnya diacak diluar protein, kemudian melakukan translasi, orientasi, dan
konformasi sampai sisi ideal ditemukan (Morris et al, 1998). AutoDock yang
digunakan dalam penelitian ini adalah AutoDock versi 3.0.5 Selain itu digunakan
juga program pembantu AutoDockTools yang berupa GUI (Graphical User

Interface).

Pembangunan protein
mutan menggunakan
TRITON

Pembuatan mutan dengan pemodelan
homologi Menggunakan MODELLER

Optimasi geometri dan aktifitas protein
menggunakan MOPAC

Memprediksi interaksi ligan
dengan AutoDock

Diagram kerja pada metode simulasi.
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2.2.1 Pemodelan Homologi

MODELLER mengimplementasikan pendekatan pemodelan menggunakan
perbandingan struktur protein (Sali e al., 1993). Prosedur pemodelan dimulai dengan
penataan sequence yang akan dimodelkan (target) dengan struktur protein tiga
dimensi yang telah diketahui (cetakan/template). Penataan tersebut merupakan input
ke dalam program. Output model tiga dimensi dari target mengandung semua atom
non hidrogen pada rantai utama dan rantai samping. Pertama, dilakukan penghitungan
batasan pada sequence target yang dihitung dari penataannya dengan struktur tiga
dimensi femplate. Batasan tersebut diperoleh dari analisis statistik hubungan
pasangan-pasangan protein homolog. Analisis ini berdasar pada database penataan
105 famili yang termasuk 416 protein yang telah diketahui strukrur tiga dimensinya
(Sali er al, 1994). Dengan penelusuran database, akan diperoleh tabel mengenai
berbagai korelasi, seperti korelasi antara jarak ekivalen Cq - Cg, atau sudut dihedral
dari dua protein yang berhubungan. Hubungan tersebut diekspresikan sebagai fungsi
probabilitas kerapatan (probability density functions) dan dapat digunakan secara
langsung sebagai batasan hubungan. Selanjutnya, batasan hubungan dan term energi
CHARM memperkirakan stereokimia yang cocok, dan mengombinasikannya ke
dalam fungsi objektif. Terakhir, model diperoleh dengan mengoptimasi fungsi
objektif dalam ruang kartesian menggunakan program MOPAC. Selanjutnya optimasi
dengan metode fungsi variabel target dan dinamika molekul dilakukan untuk
memprediksi interaksi ligan dengan simulated annealing menggunakan AutoDock
(Sali et al., 2004).
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SEQ GK ITFYEDRG——-RCYECSSDCPNI

3D GRISFFEDAGF-GHCYECSSDC-NL
1. ALIGN SEQUENCE *
WITH STRUCTURES: 3D GRITFYEDRGFQGHCYECSSDC-NL

cs
IR
TR Tl S Sy §
2. EXTRACT SPATIAL F -
LF)y Q.
RESTRAINTS: \ x ey o
sidliieg +....----60g0- LA
e -
A2

3. SATISFY SPATIAL
RESTRAINTS:

Gambar 2.2. Pemodelan Perbandingan Protein. Pertama, struktur 3D template

dipasangkan dengan sequence target yang akan dimodelkan (SEQ).
Kedua, sifat yang berhubungan, seperti jarak C,-C,, ikatan hidrogen,
sudut dihedral, ditransfer dari template ke target. Ketiga, model 3D
diperoleh dengan menyimpulkan semua hubungan yang telah diperoleh
(Sali et al., 2004).

2.2.2 Mekanika dan Dinamika Molekul

Mekanika molekul memberikan model atom dan molekul yang lebih
sederhana dibanding metode mekanika kuantum. Struktur molekul dimodelkan
sebagai sistem lapisan yang membawa muatan parsial (atom-atom) yang
dihubungkan oleh pegas (ikatan). Energi dalam sistem molekul, yang dalam kimia
kuantum dijelaskan dengan fungsi gelombang, dalam mekanika molekul dijelaskan
dengan fungsi yang sederhana. Fungsi energi potensial menjelaskan interaksi ikatan
dan non-ikatan antara atom dan jumlah potensial yang disebut medan gaya. Fungsi
energi dapat dengan cepat diketahui dan sesuai untuk perhitungan molekul kompleks

seperti protein dan sistem yang mengandung banyak molekul pelarut.
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-

2 2
V,rxu = bowds % kb (I' o l‘e ) +mrg.'cs % kﬁ' (9 . 90 ) +mr.mm.\‘ qu (]‘ - COS(?’I@ - 5)) +
: 1 49,49, 4, B,
+.'mpmper % k,‘ (9}: — gﬂ ) + — + owibiiisit T!; - _; (8)
torsions 471'80 :rf;!—bonded !’y i<j if i

Persamaan (8) menunjukkan tipe pasangan-potensial yang diturunkan akhir tahun
1960an. Persamaan tersebut masih digunakan untuk perhitungan pada molekul
protein dan senyawa organik lain dan termasuk kontribusi dari tegangan ikatan, sudut
ikatan, torsi rotasi dan istilah non-ikatan untuk elektrostatik dan interaksi Van der
Waals. Total energi potensial sistem molekular bergantung pada posisi semua atom
dan parameter &, ry, 0y, n, 6, & g, A, B, dan lain-lain; yang harus didefinisikan untuk
semua ikatan, sudut, torsi, dan tipe atom dari sistem. Parameter ini dikalibrasi untuk
memperoleh energi, frequensi, dan geometri yang diperoleh dari eksperimen atau
metode mekanika kuantum.

Medan gaya dapat digunakan menghitung energi potensial sistem molekular
sebagai fungsi posisi semua atom. Sebagai tambahan, turunan negatif (dengan
pengaruh pada posisi) dari energi potensial memberikan gaya pada setiap atom pada
geometri partikular tersebut. Gaya yang dikerjakan pada sebuah partikel dihubungkan
kecepatannya oleh Hukum II Newton:

vV

F; o ?pnr =ma, (9)

Ini berarti bahwa partikel dengan massa m; akan merubah posisi dan
kecepatannya tergantung pada arah dan besar gaya yang diberikan. Hukum tersebut
dapat diintegrasikan terhadap waktu yang menghasilkan kecepatan dan posisi semua
partikel pada waktu tertentu. Proses integrasi numerik waktu dari sebuah sistem dari
persamaan diferensial orde dua disebut sebagai simulasi dinamika molekul. Simulasi
dinamika molekul memungkinkan kita untuk mengikuti gerakan dari sebuah sistem
yang terdiri dari atom atau molekul dalam periode tertentu (jalannya sistem), dengan

menentukan posisi dan kecepatan awal semua atom. Posisi awal dapat diperoleh dari
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struktur kristal atau model yang telah droptimasi dengan metode mekanika molekul
atau mekanika kuantum. Kecepatan awal biasanya diperoleh dari distribusi Maxwell-
Boltzmann pada temperatur yang tepat. Berdasarkan hubungan temperatur dan
kecepatan atom, temperatur dari sistem simulasi dapat dengan mudah diregulasi
secara periodik dengan mengukur kecepatan. Kecepatan yang terukur sebanding
dengan selisih antara temperatur sebenarnya dan temperatur target menggunakan
parameter kopling dan prosedur pengukurannya disebut sebagai kopling termal bath.

Simulasi dinamika molekul dapat digunakan untuk mempelajari sifat struktur
dari suatu molekul pada sisi aktif suatu protein. Selain itu, dinamika molekul dapat
digunakan untuk mengetahui bentuk ruang yang kosong dari sistem molekul
(Kolmodin, 2001).

2.2.3 Energi Bebas

Konsep energi bebas merupakan pusat termodinamika dan kimia selama itu
berhubungan untuk mengukur kuantitas. Energi bebas dapat ditunjukkan sebagai
probabilitas pengukuran dan itu menjelaskan energi rata-rata dari sejumlah molekul
dalam jumlah banyak, sebagai contoh sampel dalam tabung reaksi. Dalam kimia,
biasanya disebut energi bebas Gibb’s, jika percobaan dilakukan dalam temperatur
dan tekanan yang konstan, lain dengan energi bebas Helmholtz’ yang dilakukan pada
kondisi volume konstan. Energi bebas dapat didefinisikan sebagai jumlah beberapa
tahap. Definisi yang paling umum adalah:

G=H-TS (10)
Dimana H adalah entalpi, T temperatur dan S entropi dari sistem. Dalam statistik

mekanik energi bebas Gibb’s didefinisikan sebagai:

S
G=—k,TInQ+k,TV| ;/Q I (11)

—E,
Q= eXP(T T)

b
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Dimana Q adalah fungsi partisi kanonik dan V volume sistem. Jumlahnya adalah
semua keadaan kuantum mekanik F, dari semua derajat kebebasan sistem, meliputi
translasi, rotasi dan vibrasi. Untuk fungsi partisi partikel klasik bergantung pada

susunan integral Z diatas posisi N partikel:

Q=C(E,)Z =..exp{-V,, (t..ry) k,T}dn...dry (12)

C adalah faktor yang menjelaskan kontribusi kinetik pada fungsi partisi dan Vpot
adalah energi interaksi intermolekul.

Dari statistik mekanik kita dapat menghitung kuantitas makroskopik seperti
energi bebas dari interaksi molekul mikroskopik menggunakan metode mekanika
kuantum atau mekanika klasik. Penghitungan energi bebas dapat langsung
dihubungkan secara langsung dengan tetapan kesetimbangan atau laju percobaan
(Kolmodin, 2001).

Dalam AutoGrid dan AutoDock versi 3.0.5 digunakan parameterisasi
sejumlah besar kompleks protein-inhibitor dengan K; yang telah diketahui. Perubahan
energi bebas observasi, AG,, dirubah menjadi tetapan inhibisi, menggunakan
persamaan:

AGgyps = RT In K
Dimana R adalah tetapan gas, 1,987 kal K™ mol”, dan T merupakan temperatur
absolut, yang diasumsikan pada temperatur ruang, 298,15 K. Persamaan ini tidak
menggunakan tanda minus karena konstanta inhibisi didefinisikan untuk reaksi

——

disosiasi, El

E + I, dimana AG,s; menunjukkan arah yang sebaliknya dari proses
El; dimana E adalah enzim dan I adalah inhibitor (Morris et

pengikatan, E + |
al, 1998).
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+H.0 1 AG wbvamitt- 1 +HO | AG

Gambar 2.3. Siklus Termodinamika Pembentukan Kompleks Protein-inhibitor
(Morris et al., 2001).

Pada diagram diatas menunjukkan siklus termodinamika ikatan sebuah enzim,
E, dan sebuah inhibitor, 7 dalam fasa terlarut dan in vacuo. Molekul pelarut
ditunjukkan oleh bulatan kecil yang mengelilingi molekul besar, tetapi ketika E dan /
terikat, beberapa pelarut dibebaskan. Hal tersebut merupakan pengaruh entropi dan
hidrofobik. Pelarut yang mengelilingi E dan I ketika keduanya terikat dan tidak
terikat, dipengaruhi oleh ikatan hidrogen antara molekul tersebut. Ikatan hidrogen
antara pelarut dan enzim, dan pelarut dan inhibitor, menyumbang stabilisasi entalpi,
dan merupakan sesuatu yang dapat kita perkirakan dalam fungsi energi bebas baru.

Berdasarkan hukum Hess, perubahan energi antara dua keadaan akan sama,
bagaimanapun jalur yang ditempuh. Sehingga kita bisa menentukan energi ikatan
dalam pelarut dengan persamaan berikut:

AG o aruran = DGt vacuo + AG pyasicer) = DGsomasicrsr) (13)
Kita dapat menghitung AGikas,vacuo dari simulasi docking, dan dapat memperkirakan

perubahan energi bebas selama pelarutan untuk molekul terpisah, enzim dan inhibitor
(AG otvasice+p)> dan untuk kompleks enzim-inhibitor (AG soivasicey), kemudian kita bisa

menghitung perubahan energi bebas selama pengikatan inhibitor ke enzim dalam
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larutan (AGikar taruan). Dari data tersebut kita dapat memperkirakan tetapan inhibisi
(K7) untuk inhibitor (Morris et al., 2001).

Dalam banyak kasus, energi aktifasi (AG) dari reaksi yang berhubungan
adalah linier jika dikorelasikan dengan energi bebas reaksi (AG). Seperti lebih
mudahnya reaksi terjadi jika laju reaksi bertambah. Fenomena ini diketahui sebagai
hubungan linier energi bebas (Kolmodin, K. 2001). Hubungan linier energi bebas
pertama kali diteliti oleh Hammet pada awal tahun 1933, dan dipublikasikan tahun
1937. Hubungan tersebut digunakan untuk menghubungkan struktur dan reaktifitas
molekul organik kecil. Hammet dapat menurunkan konstanta subtituen dan konstanta
reaksi yang dapat digunakan untuk menghitung kecepatan reaksi senyawa tertentu.
Penelitian Hammet merupakan awal dari munculnya quantitative structure-activity
relationship (QSAR), yang dikerjakan oleh Hansch dan rekannya di awal tahun
1960an. Di sini diasumsikan bahwa jumlah pengaruh sterik, elektronik, dan
hidrofobik dari subtituen dalam senyawa membedakan aktifitas biologisnya.

Dalam AutoDock telah diimplementasikan pendekatan menggunakan siklus

termodinamik Wesson dan Eisenberg.

A4, B,
AG =AGy )| =5 —— (14)
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Dimana AG,q» menunjukkan mekanika molekul untuk dispersi/tolakan, AGppons untuk

ikatan hidrogen, AG... untuk gaya elektrostatik, AG,,, memodelkan rotasi internal
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rotor dan rotasi global serta translasi,*dan AG,, memodelkan desolvasi selama
pengikatan dan pengaruh hidrofobik (entropi pelarut berubah pada permukaan
pelarut-zat terlarut). Sedangkan pada bagian kanannya adalah koefisien empiris yang
diukur dengan analisis regresi linier dari sejumlah kompleks protein-ligan yang telah
diketahui konstanta ikatannya. Penjumlahan dilakukan pada semua pasangan atom

ligand, i, dan atom protein, j (Morris et al, 1998).

2.2.4 Grid Maps

Grid maps merupakan jaringan yang terdiri dari garis vertikal dan horisontal
pada suatu map (peta) yang digunakan untuk menemukan titik tertentu. AutoDock
membutuhkan grid maps untuk setiap tipe atom yang ada dalam ligan yang akan
disimulasikan. Hal tersebut bertujuan untuk mempercepat perhitungan docking. Grid
maps terdiri dari sebuah Jattice tiga dimensi, mengelilingi dan dipusatkan pada daerah
makromolekul yang akan dipelajari. Makromolekul dapat berupa sebuah protein,
enzim, antibodi, DNA, RNA, polimer atau kristal ion. Spasi titik grid bervariasi dari
02 A sampai 1,0 A, dengan nilai default 0,375 A (seperempat panjang ikatan
karbon-karbon). Setiap titik dalam grid map terdapat sebuah probe atom yang telah
dihitung potensial afinitasnya terhadap makromolekul. Energi substrat terhadap
makromolekul ditemukan dengan interplorasi tri-linier dari nilai afinitas delapan titik
grid disekeliling tiap atom dalam substrat.

Grid maps ditentukan dengan program AutoGrid 3.0 dan disimpan dalam
bentuk file GPF (Grid Parameter File). AutoGrid menentukan volume fragmen dan
parameter pelarutan atom untuk setiap atom dalam makromolekul, dan untuk semua
atom karbon dalam ligan. Penentuan parameter pelarutan pada makromolekul
menggunakan program ‘addsol’ untuk membuat file PDBQS. PDBQS merupakan
format file PDB dengan tambahan muatan parsial dan parameter pelarutan untuk

setiap atom. Parameter pelarutan ligan ditentukan dalam GPF.
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gnd spacing A

probe atom

Gambar 2.4. Grid Maps. Ligan terdapat dalam pusat grid map, terletak dalam sisi
aktif protein. Dalam kasus ini, grid map mengelilingi protein secara

keseluruhan. Spasi grid sama dalam semua dimensi (Morris, ef al., 2001).

Selain parameter pelarutan, dalam grid maps juga ditentukan parameter
potensial van der Waals. Energi potensial antara dua atom yang tidak berikatan dapat

dinyatakan dalam persamaan berikut:

V(r)=n—m’ _m-—n (15)
¥
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Dimana » dan m integer, r.,» adalah kesetimbangan pemisahan interinti, ¢ adalah

kedalaman sumur pada 7., Parameter Lennard-Jones (n=12, m=6) digunakan untuk
memodelkan gaya Van der Waals.

]
i'u‘," \
(

i

energi tolakan

-
~———

regm

-

&' energi tarikan

Gambar 2.5. Interaksi Energi Potensial Van der Waals (Morris, ef al., 2001).

AutoGrid mendeteksi parameter ikatan hidrogen dalam file parameter grid.

Ikatan hidrogen menggunakan parameter 12-10. Potensial ikatan hidrogen tergantung

pada sudut angular yang dibentuk. Ikatan hidrogen ideal memiliki sudut 0 sebesar

180° antara atom reseptor, hidrogen polar dan atom donor. Ketika 6 sama dengan 90°
atau kurang, tidak ada ikatan hidrogen.
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probe |
: ’/ 6 macromolecule
g
: ‘ donor
| acceptor

Gambar 2.6. Model Ikatan Hidrogen (Morris et al, 2001).

AutoDock juga membutuhkan sebuah grid maps potensial elektrostatik.
Interaksi elektrostatik dihitung dengan interplorasi nilai potensial elektrostatik dan
mengalikannya dengan muatan atom. Muatan parsial atom harus diberikan pada
makromolekul. AutoGrid menghitung interaksi Coulomb antara makromolekul dan
probe. Fungsi yang digunakan adalah fungsi sigmoid dielektrik yang diturunkan oleh
Mehler dan Solmajer,

TR
1+ ke

dimana: B =g, - A4; g, =konstanta dielektrik air pada 25°C = 78.4; 4= -8,5525, A =

s(r)=A+ (16)

0,003627 dan k = 7,7839 (Morris et al, 2001).

Muatan harus disimpan dalam format PDBQ agar AutoGrid dapat
membacanya. PDBQ merupakan perluasan bentuk dari format PDB standar, dengan
tambahan kolom muatan parsial. Dalam penelitian ini menggunakan program

AutoDockTools untuk menambahkan muatan pada atom ligan dan makromolekul
(Morris et al., 2001).

2.2.5 Analisis Konformasi
Docking otomatis adalah teknik yang berguna untuk memprediksi konformasi
yang disukai oleh kompleks sebuah protein-ligand. Perbedaan jenis ikatan akan

dicari dengan algoritma dan setiap konformasi dievaluasi menggunakan fungsi
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penilaian. Konformasi terbaik berdasarkan nilai terbaik dari proses docking
(Kolmodin, K. 2001). Dalam percobaan ini algoritma yang digunakan adalah
algoritma genetik Lamarckian.

Algoritma genetik mengambil tema dan istilah dari genetika dan evolusi.
Dalam algoritma genetik, satu set variabel keadaan, yang mengkode translasi,
orientasi, dan konformasi ligand, berdasar pada genotip ligan. Koordinat atom ligan
berdasar fenotip ligand. Setiap variabel keadaan merupakan gen, dan dari gen
tersebut fenotip ligand dapat dihitung energinya berdasar fungsi energi bebas. Dalam
docking molekul, fitness (kualitas interaksi ligan dengan enzim) merupakan total
interaksi energi dari ligan dengan protein, dan dievaluasi menggunakan fungsi
energi. Gen direpresentasikan oleh kromosom dan dapat
mengalami mutasi dan rekombinasi. Pasangan acak individu dikawinkan
menggunakan proses persilangan, menghasilkan individu baru yang mewarisi gen
dari kedua induknya. Beberapa turunannya mengalami mutasi acak. Seleksi dari
turunan generasi saat itu terjadi berdasar pada kondisi tiap individu. Individu yang
kondisinya cocok dengan lingkungan akan bereproduksi, dan yang tidak cocok akan
mati.

Dalam algoritma genetik, mapping terjadi satu per satu dari variabel keadaan
ligan ke gen dari kromosom yang dimiliki individu. Kromosom terdiri dari rangkaian
gen yang mewakili tiga koordinat kartesian untuk translasi ligan, empat variabel yang
mendefinisikan quaternion, dan satu nilai riil untuk tiap torsi ligan. Quaternion
digunakan untuk mendefinisikan orientasi ligan. Gen yang mengkode sudut torsi
didefinisikan oleh AUTOTORS, yaitu program preparasi yang digunakan untuk
menentukan ikatan dalam ligan yang mungkin berotasi.

Algoritma genetik dimulai dengan membuat populasi acak individu, dimana
pengguna mendefinisikan jumlah individu dalam populasi. Untuk tiap individu acak
dalam populasi awal, setiap tiga translasi gen untuk x, y, dan z diberikan nilai

distribusi yang merata yaitu antara batas minimum dan maksimum grid map; empat
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gen yang mendefinisikan orientasi diberi guaternion acak, terdiri dari vektor dan
rotasi acak diantara -180° dan +180° ; dan gen sudut torsi diberi nilai acak diantara -
180° dan +180°. Pembuatan populasi acak awal diikuti oleh loop setiap generasi,
diulang sampai mencapai nilai maksimum evaluasi energi. Satu generasi terdiri dari
lima tingkat: evaluasi mapping dan fitness, seleksi, persilangan, dan seleksi elitist.

Mapping menerjemahkan genotip tiap individu berdasarkan fenotipnya, dan
terjadi setiap memasuki populasi. Hal tersebut memungkinkan fitness individu untuk
dievaluasi, yaitu jumlah energi interaksi intermolekul antara ligan dan protein, dan
interaksi intramolekul pada ligan. Setiap waktu energi individu dihitung, selama
pencarian global dan lokal.

Individu yang memiliki fitness lebih dari rata-rata akan memiliki lebih banyak
turunan, yaitu berdasar persamaan berikut:

f .f »
n, ==L A 17

Dimana n, adalah nilai integer dari turunan yang dialokasikan ke individu; f;
merupakan fitness dari individu (misal, energi ligan); f, merupakan fitness individu
yang buruk, atau energinya lebih tinggi di generasi N sebelumnya (N merupakan
parameter yang dapat ditentukan pengguna, biasanya 10); dan ( f ) merupakan rata-
rata fitness populasi. Karena fitness individu yang salah, f, akan selalu lebih besar

dibanding f; atau ( f ), kecuali ketika f; = f,, kemudian untuk individu yang memili
fitness lebih rendah dari rata-rata, f; <( f ) . pembilang dalam persamani ini, f,- f;, akan
selalu lebih besar daripada penyebut f, - < F ), dan dari persamaan tersebut paling
sedikit individu akan memiliki satu turunan. AutoDok memeriksa ketika mencapai
nilai f, - (/). dan jika benar, maka populasi diasumsikan telah mencapai titik yang

sama, dan docking dihentikan.
Persilangan dan mutasi dijalankan pada anggota populasi secara acak berdasar

kecepatan persilangan dan mutasi yang didefinisikan pengguna. Pertama, persilangan
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dijalankan menggunakan dua titik persilangan, dengan perpotongan hanya terjadi
diantara gen, tidak pernah dalam sebuah gen. Kromosom kedua induk akan dipecah
menjadi tiga bagian pada posisi gen yang sama, setiap bagian mengandung satu atau
lebih gen, secara singkat, ABC dan abc. Kromosom yang akan dimiliki turunannya
setelah mengalami persilangan dua titik yaitu AbC dan aBc. Turunan tersebut akan
menggantikan induknya dalam populasi, sehingga populasi tetap konstan. Persilangan
diikuti oleh mutasi gen karena translasi, orientasi, dan torsional. Mutasi terjadi
dengan penambahan nilai acak riil yang memiliki sebuah distribusi Cauchy terhadap

variabel, persamaan distribusinya sebagai berikut:

B
B +(x-a)?)

Cla,p.y)= 20,>0,~0< y<w (18)

dimana « dan fadalah parameter yang mempengaruhi rata-rata dan penyebaran
distribusi.

Parameter integer elifism yang dapat didefinisikan pengguna, untuk
membedakan seberapa banyak individu atas dapat hidup ke generasi berikutnya. Jika
parameter elitism tidak sama dengan nol, populasi baru yang dihasilkan dari seleksi,
persilangan, dan mutasi dipilih berdasarkan fitness-nya

Algoritma genetik beriterasi tiap generasi sampai kriteria terminasi bertemu.
Pada akhir setiap docking, AutoDock melaporkan fitness (energi), variabel keadaan,
dan kordinat dari konformasi dock, dan perkiraan energi bebas ikatan (Morris et al,
1998).

Algoritma genetik bekerja dengan efisien pada eksplorasi konformasi ruang
secara global, tetapi secara spesifik tidak cocok untuk menemukan minimum lokal.
Lokal dalam arti operasi secara berulang-ulang yang dilakukan untuk mencari solusi
yang lebih baik dalam daerah tetangga dari solusi saat itu. Sedangkan pencarian

global dilakukan melalui beberapa minimum lokal. Oleh sebab itu, dalam AutoDock
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telah diberi fungsi pencarian lokal, yang.didesain untuk menemukan minimum lokal,
yang dilakukan sebelum algoritma genetik mengalami /oop balik ke fase mapping.

Pencarian lokal diturunkan dari sebuah algoritma oleh Solis dan Wets, dimana
langkah-langkahnya ditentukan, dan konformasi baru yang diperoleh dievaluasi
dengan fungsi energi. Perubahan energi antara dua konformasi dihitung seperti pada
algoritma Monte Carlo. Jika perubahannya lebih disukai, maka diterima dan
sebaliknya jika tidak. maka algoritma akan mengambil langkah yang berlawanan
(Morris et al, 2001).

Algoritma genetik dengan penambahan fungsi pencarian local disebut
algoritma genetik Lamarckian, karena fenotip dari tiap individu yang mengalami
pencarian lokal akan ditranskripsikan balik ke dalam genotip individu sebelum
dimulai algoritma genetik. Genotip dipetakan ke fenotip melalui fungsi
perkembangan (maturation), 6:G>Ph. Dimana G menunjukkan daerah genotip dan
Ph menunjukkan daerah fenotip. Fungsi fitness, f{x) ditunjukkan oleh f:Ph-=>R.

Algoritma pencarian lokal memberikan informasi tentang fitness, sehingga
pencarian lokal dilakukan dalam Ph. Pergeseran pencarian lokal didefinisikan
menggunakan operator pencarian lokal L:

Pho= &(g), phi = L(pho), pha= L(ph\)...., phy = L(phn.1) (19)
Pencarian lokal akan mengeksploitasi fungsi fitness untuk memperkirakan nilai
fitness yang lebih baik.

Mutasi didefinisikan oleh operator M, yang hanya bergantung pada genotip
(g). Operator ini tidak dipengaruhi representasi fenotip atau individu lain dalam
populasi. Pengertian mutasi di sini adalah mutasi yang dilakukan secara acak (Hart,
1994).
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Gambar 2.7. [lustrasi Pencarian Lokal Genotip dan Fenotip (Hart, 1994).

Gambar 2.7. menunjukkan bagaimana mutasi dan pencarian lokal yang
diawali dari sebuah genotip g dan menghasilkan genotip baru g’ dan g'’. Operator
mutasi menghasilkan genotip lain, sedangkan pencarian lokal menggunakan fungsi
perkembangan untuk menghasilkan fenotip. Ketika pencarian lokal digunakan,
genotip g mungkin dimodifikasi atau tidak. Pencarian lokal menggantikan g dengan
hasil "' (ph,) (Hart, 1994). Jika fungsi pencarian lokal telah diimplementasikan untuk
menemukan local minima, maka algoritma genetik Lamarckian bergantung pada

keberadaan inverse map (5') dari ruang fenotip ke ruang genotip (Morris ef al, 2001).
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BAB 111
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2007 sampai Mei 2007 di Jurusan

Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

3.2 Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :
a. Komputer AMD Athlon AM2 3200" 1,8 MHz. Dengan spesifikasi :
Memori : 2x1024 MB
Sistem Operasi  : Linux Ubuntu 7.0.4
Dilengkapi dengan program aplikasi :
- AutoDockTools
- AutoDock 3.05
- TRITON 3.0

b. Komputer AMD Athlon 64 3000° 2,0 MHz. Dengan spesifikasi :
Memori : 1024 MB
Sistem Operasi  : Linux Ubuntu 7.0.4
Dilengkapi dengan program aplikasi :
- AutoDockTools
- AutoDock 3.05
- Pymol

- Webmo, Mopac, Gamess

27
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3.3 Diagram Alir Penelitian .

3.3.1 Mutagenesis 3-Laktamase

< File PDB B-Laktamase >
v

Subtitusi Residu/Pembangunan
mutan menggunakan TRITON

v

3.3.2 Docking

Penggambaran molekul 2D File PDB Mutan
v .
Struktur 3D Penambahan Hidrogen Polar
v v
Pemberian muatan Pemberian muatan

. v

Mendefinisikan
Fleksibilitas ligand

Membuat file grid

> Docking
(AutoDock 3.05)

:

Histogram II
Analisis dan
Visualisasi
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3.4 Prosedur Penelitian .

Prosedur penelitian yang akan dilakukan adalah sebagai berikut :
3.4.1 Senyawa Substrat dan Inhibitor

Senyawa substrat dalam penelitian ini yaitu Ampisilin dan inhibitor yang
digunakan dalam penelitian ini ada dua jenis, yaitu senyawa Amoxillin, dan
Cephradine. Struktur molekul inhibitor dapat dilihat pada tabel 3.1.

Tabel 3.1. Struktur Substrat dan Inhibitor.

Senyawa ' Struktur
Ampicillin
0
NH,
Amoxillin
NH,
N
\—rs CH3
2 '—N\X
HO 0/ T CHy
=
HO
Cephradine
NH,
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3.4.2 Penyiapan Ligand
Pada penggunaan Webmo, dan Mopac terbagi menjadi dua tahap, adapun
tahap-tahapnya untuk gugus fenil adalah sebagai berikut :

a. Webmo. Pada tahap ini menggambar struktur ampicillin, Amoxillin, dan
Cephradine, struktur yang terbentuk berupa 2 dimensi.

b. Webmo dan Mopac. Struktur ampicillin, Amoxillin, dan Cephradine dibuat dalam
bentuk 3 dimensi. Optimasi geometri menggunakan Mopac dengan metode PM3.
Sruktur tiga dimensi ampicillin, Amoxillin, dan Cephradine disimpan dengan
format PDB.

Tahap-tahap pengeditan molekul ligan dengan AutoDockTools adalah sebagai
berikut:

a. Struktur ligand dengan format PDB, dimpor ke AutoDockTools.

b. Menambahkan muatan.

¢. Mendefinisikan antara karbon siklik dan planar.

d. Mendefinisikan ikatan yang mungkin mengalami rotasi.

e. Menyimpan file dalam format *.pdbgq.

3.4.3 Penyiapan [3-Laktamase

Struktur B-Laktamase diambil dari Protein Data Bank, kemudian diedit
menggunakan menggunakan AutoDockTools. Data struktur dari (PDB) perlu diedit
karena biasanya terdapat masalah, meliputi atom yang hilang, penambahan molekul
air, kelebihan molekul, pemutusan rantai dan lain-lain.

Tahap-tahap pengeditan molekul enzim dengan AutoDockTools adalah
sebagai berikut:
a. Membuka file struktur p-Laktamase yang diperoleh dari PDB dengan

AutoDockTools.

b. Mengedit ikatan berdasar jarak antar atom.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

31

c. Penambahan atom hidrogen. .
d. Menyimpan file dalam format *.pdb.

Mutagenesis dilakukan dengan program TRITON 3.0 yang dilengkapi paket
homologi modeling MODELLER 6.2. Tahap-tahap mutagenesis dengan TRITON
adalah sebagai berikut:
a. Membuka file struktur template enzim yang telah di edit dengan AutoDockTools.
b. Modelling protein mutan dengan MODELLER

Subtitusi residu F60Y, E61Q, S64T, K67R, Q120E, Y150F, N152D, Y203F.,.
d. Menyimpan file dalam format *.pdb.

Enzim yang diperoleh dengan mutagenesis diedit lagi dengan AutoDockTools.
Tahap-tahap pengeditan molekul enzim dengan AutoDockTools adalah sebagai
berikut:

a. Membuka file struktur B-Laktamase yang diperoleh dari TRITON dengan

AutoDockTools.

&

Mengedit ikatan berdasar jarak antar atom.

Menghapus molekul air.

B O

Menghapus atom hidrogen.
Penambahan atom hidrogen polar.
Menyimpan file dalam format *.pdb.

Menambahkan muatan parsial.

5@ oo

Menyimpan file dalam format *.pdbq.

e

Menambahkan parameter pelarutan.

j-  Menyimpan file dalam format *.pdbgs.
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3.4.4 Docking

a.

Penyiapan Parameter Grid

Perameter grid memberikan informasi tipe map yang akan dikomputasikan,

lokasi, dan parameter pasangan energi potensial. Secara umum, satu map akan

dihitung untuk setiap elemen pada ligan, ditambah map elektrostatik.

Tahap-tahap penyiapan parameter grid adalah sebagai berikut:

. Membuka file makromolekul dalam format *.pdbgs.

Membuka file ligan dengan format *.out.pdbg.

Menentukan parameter grid. Map dipusatkan pada atom oksigen S64, dengan titik
grid 50x50x50. Spasi grid dan parameter yang lain diset defaull.

Untuk mengecek akurasi perhitungan dengan grid 50x50x50, dilakuakn juga
docking dengan titik grid 100x100x100.

Kemudian menyimpan file dalam format *.gpf.

Menjalankan autogrid dengan perintah:

% autogrid3 -p macro.gpf -l macro.glg &
dimana ‘-p macro.gpf’ adalah parameter grid yang telah ditentukan, dan ‘-l

macro.glg’ adalah file output /og selama penghitungan grid. sedangkan ‘&’
untuk menjalankan perhitungan di belakang layar.

Menjalankan AutoDock
Untuk menjalankan AutoDock, perlu disiapkan beberapa parameter. Tahap

pennyiapan parameter adalah sebagai berikut:

1.
o

Menentukan makromolekul dan ligan.
Menentukan parameter algoritma pencarian. Dalam percobaan ini dipilih
algoritma genetik, dengan jumlah populasi 250, jumlah trial 100/run, dan evaluasi

energi 1 x 10°. Parameter lain diset default.

Menyimpan parameter Genetic Algorithm-Local Search (GA-LS) dengan format
* dpf.
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4. Menjalankan perintah AutoDock, dengan perintah:

% autodock3 -p lig.macro.dpf -1 lig.macro.dlg] &

¢. Evaluasi Hasil Docking

Pada akhir perhitungan AutoDock menghasilkan output berupa histogram dari
beberapa job dan energinya, yang dapat dilihat dalam file lig.macro.dlg. Konformasi
terbaik dari setiap cluster (yang memiliki energi terendah) ditulis dalam format PDB
pada akhir log file. Mengekstrak bentuk konformasi file docking dengan perintah:

% dockedtopdb lig.macro.dlg > lig.macro.dlg.pdb

3.4.5 Visualisasi
Visualisasi ~ dilakukan menggunakan program Pymol. Hasil yang

divisualisasikan berupa konformasi ligand dan makromolekul.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut

1y

3)

4)

3)

6)

Dari 11 residu signifikan hasil penelitian Shalom, hanya 7 residu yang
menunjukan efek signifikan pada percobaan ini, diantaranya G61, S64,
K67, Q120, Y150, N152 dan K315.

Ada 2 residu yang sangat berpengaruh pada katalisis p—Latamase yaitu
residu S64 dan Y150, dimana S64 merupaka sisi aktif serin dan Y150
sebagai dasar asilasi dan deasilasi pada katalisis p—Latamase. Pengaruh 2
residu tersebut tidak dijelaskan pada penelitian Shalom.

Secara umum, perubahan k; amoxilin, cephradine dan k; substrat pada -
laktamase memiliki pola yang sama. Ketika &; amoxilin dan cephradine
menurun, &; substrat juga mengalami penurunan. Hal tersebut disebabkan
amoxilin, cephradine dan ampisilin memiliki gugus fungsi yang sama
yaitu gugus C=0.

Residu yang berpengaruh pada proses katalisis dapat dilihat dari
perubahan k; yang signifikan pada mutan terhadap terhadap wild type.
Dengan mengetahui k;, mekanisme reaksi yang dapat di prediksi hanya
sebatas proses pembentukan kompleks enzim substrat atau pembentukan
kompleks enzim inhibitor.

Pada percobaan ini inhibitor dapat mengikat enzim bebas, sehingga tidak

termasuk pada reaksi inhibisi nonkompetitif.
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7) Untuk mengetahui reaksi termasuk pada reaksi inhibisi kompetitif
atau nonkompetitif harus dilakukan docking pada kompleks enzim-
substrat dengan inhibitor.

8) Perbedaan hasil docking dengan grid 50x50x50 dengan grid
100x100x100 tidaklah terlalu signifikan. Perbedaan signifikan
terlihat pada data probabilitas. Hal ini menunjukan grid

100x100x100 memiliki ketelitian yang lebih baik.

5.2 Saran
1) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mempelajari
mekanisme reaksi katalisis pada -laktamase.
2) Untuk memprediksi mekanisme reaksi enzimatis harus dilakukan
dengan docking kompleks enzim-substrat dengan inhibitor.

3) Perlu dilakukan percobaan dengan parameter lebih banyak jenis

substrat dan inhibitor.
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