26

BAB VI
HASIL DAN PEMBAHASAN

Dalam bab ini penyusun akan mencantumkan hasil peneliéiag y
sudah dilakukan, disertai dengan penjelasan dari hasil pamelit

tersebut.

V1.1 Penelusuran Pustaka Dan Preparas Protein Target

Protein

Gambar VI.1 : protein Bcl-2 plus ligan alami (S55746),
kode pdb : 6GL8, metode :difraksi sinat, resolusi : 1.4
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V1.2 Preparas Ligan Uji

Dalam tahap pertama penyusun menggambar dua dimensi dan tiga
dimensi ligan uji menggunakan aplikasi chemdraw, setelalktstr

ligan uji selesai di gambar tahap selanjutnya yaitu mepeaaimeter
fisikokimianya, proses selanjutnya senyawa ini digunakan untuk
melakukan simulasi, yang pertama simulasi optimasi geogaatg
kedua adalah simuladocking, dan yang terakhir simulasi dinamika

molekul.

Proses awal yang dilakukan adalah penggambaran strukturufigan
yang berjumlah 10 senyawa melalui aplikasi chemdraw dengaatform
Sybyl MOL2 Files (.mol2). Setelah terbentuk gambar strulidamn!

uji tahap selanjutnya adalah melakukan pencarian parameter
fisikokimia. Parameter fisikokimia yang bisa digunakan r@ntain
CLogP, BM, H donor, H akseptor. Tahap selanjutnya melakukan
optimasi geometri untuk mengetahui energi total terendah da

senyawa tersebut dan penentuan parameter HOMO-LUMO.

Table VI.1 : Pemodelan dua dimensi senyawa uiji

Kode Senyawa Gambar Senyawa

Xanthone 1




Xanthone 2

Xanthone 3

Xanthone 4

Xanthone 5

Xanthone 6

Xanthone 7

Xanthone 8
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V1.3 Penentuan Parameter Sifat Fisikokimia
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Ligan uji yang telah di gambar kemudian di cek nilanya, basEbut
digunakan untuk mengetahui sifat fisikokimia dari 10 senyawa ligan

ji. Penentuan parameter sifat fisikokimia meliputi pengecekan

koefisien partisi (CLogP), HOMO-LUMO, dan BM.

Tabel V1.2 : ClogP, BM, H donor dan H akseptor

Senyawa C logP BM (g/mol) | H donor | H akseptor
Xanthone 10 —0,260 407 8 3
Xanthone 9 3,722 289 1 3
Xanthone 8 7,644 438 4 2
Xanthone 7 1,841 256 4 2
Xanthone 6 3,058 222 2 2
Xanthone 5 2,236 206 2 3
Xanthone 4 2,228 238 2 2
Xanthone 3 3,196 266 1 2
Xanthone 2 6,523 392 4 2
Xanthone 1 6,751 419 4 2
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V1.3.1 Penentuan K oefisien Partisi (CLogP)

Penentuan CLogP terhadap ligan uji dilakukan menggunakan
software ChemDraw® Ultra. CLogP merupakan parameter
fisikokimia yang menunjukan lipofilisitas / hidrofobisitas suatu
senyawa. Semakin besar nilai CLogP menunjukan bahwa semakin
mudah senyawa tersebut larut dalam lemak atau menembus lapisa
membran. Akan tetapi, nilai CLogP yang terlalu besar meikan]
bahwa sifat senyawa tersebut sangat lipofil, sehingga kemungkinan

akan tertahan di lapisan membran.

Membran yang bersifat lipofil mengakibatkan senyawa tersetxar
berinteraksi dengan protein target dan terdistribusi lelbi di dalam
tubuh, serta selektivitas ikatan senyawa terhadap enzim taeggidi
berkurang dan menyebabkan toksisitasnya menjadi lebih tinggi
(Ruswanto dkk, 2015).

Berdasarkan aturdnpinski persyaratan untuk nilai (1) nilai Log P <5,
(2) berat molekul <500 g/mol (3) jumlah donor ikatan hidrogen+5 da
(4) jumlah akseptor ikatan hidrogen <10. (Lipinski dkk, 1997). Hasil
penentuan nilai CLogP terhadap 10 ligan uji (Tabel VI.1) menunjuka
bahwa ligan uji memenuhi aturaipinski.

Bioavaibilitas obat dalam mencapai target kerjanya merupakaim sal
satu aspek penting dalam pembuatan desain obat. Sebeludapaiat

mencapai target kerjanya, obat-obat tersebut harus meletetiapa
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membran. Lipofilisitas merupakan salah satu sifat fisikokipaiag

mempengaruhi bioavaibilitas obat (Kujawski dkk, 2012).

Kandidat suatu obat dapat disaring berdasarkan nilai CLogP karena
CLogP merupakan salah satu parameter yang menunjukan sifat
lipofilisitas suatu senyawa (Bhal, 2011). Partisi (CLogP) dilakuka
dengan menggunakan perangkat luem Office 2010. Semakin
tingginya nilai CLogP menunjukan bahwa semakin tinggi pula

lipofilisitasnya.

Dengan tingginya nilai CLogP, maka sifat senyawa akan cemgleru
bersifat hidrofobik dan cenderung memiliki sifat toksisitas yarggyt
karena akan tertahan lebih lama di lapisan membranggghikatan
terhadap protein target juga akan berkurang. Sedangkan semakin kec
nilai CLogP maka senyawa bersifat hidrofilik, jika hasil CLogfalu
negatif juga akan mengakibatkan senyawa tidak akan bisa mielewat
lipid membran. Berdasarkan data dari Tabel VI.1 menunjukandah
nilai CLogP tidak masuk syarat Lipinski senyawa xanthone 2,

xanthone 1 dan xanthone 8.

V1.3.2 Penentuan Bobot M olekul (BM)

Proses distribusi obat didalam tubuh berkaitan dengart baddekul
karena proses distribusi obat terjadi dengan cara menandiabran
didalam tubuh. Peningkatan bobot molekul berkaitan dengan
penurunan tingkat permeasi dalam lipid bilayer. Untuk itu, Bildi

<500 g/mol akan memudahkan senyawa obat untuk menembus
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membran dan dapat berinteraksi dengan protein target. Sebaliknya
jika nilai BM >500 g/mol, maka senyawa obat lebih kecil
kemungkinannya untuk aktif secara oral dibandingkan senyaata ob
yang memiliki bobot molekul rendah (Pollastri, 2010). Damiktur
senyawa uji turunan xanthone memiliki perbedaan bobot mioleku
yang cukup signifikan tetapi masih masuk syarat Lipinski karena
masih di bawah 500 /mol.

V1.3.3 Donor dan Akseptor Ikatan Hidrogen

Jumlah donor dan akseptor ikatan hidrogen berkaitan dengakisema

tinggi kapasitas ikatan hidrogen yang dapat terbentuk. Protein
diprediksikan akan mengalami perubahan konformasi yang stabil jika
terdapat banyak ikatan hidrogen yang terjadi. Semakin tinggi
kapasitas ikatan hidrogen, maka semakin tinggi energi yang
dibutuhkan agar proses absorbsi dapat terjadi (Arwan204H,).

Dari hasil penelitian dapat diprediksikan bahwa gugus OH merupakan
gugus-gugus yang akan berperan sebagai donor ikatan hidrogen.
Sedangkan adanya atom O pada senyawa uji, diprediksikan akan
berperan menjadi gugus akseptor ikatan hidrogen. Berdasarkan data
Tabel VI.1 menunjukan bahwa hanya senyawa uji xanthone 10
memiliki jumlah donor dan akseptor yang tidak memenuhiasyar
lipinski.
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V1.3.4 Penentuan Total Energi (Hasil Optimasi Geometri)

Tujuan optimasi geometri yaitu untuk memperoleh konformaléig

stabil secara geometri dan perhitungan energi. Pada stuatimasi
geometri dilakukan dengan menggunakan aplikasi Gaussian09, dan
metode yang di gunakan adalansity Functional Theory (DFT).

Metode DFT merupakan metode mekanika kuantum yang tidak hanya
memperhitungkan elektron sebagai fungsi gelombang tetafi tela
memperhitungkan fungsi kerapatan elektron, sehingga memiliki
akurasi yang cukup tinggi (Foresman & Frisch, 1996). Metode DFT
memerlukan suatu fungsi yang merupakan pendekatan dari beberapa
teori dalam perhitungan komputasi. Dalam penelitian ini fungsi
pendekatan yang digunakan adalah B3LYP.

B3LYP disebut juga sebagai fungsibrid karena merupakan hasil
kombinasi perkiraan Hartree-Fock dengan pertukaran energi dan
perkiraan DFT dengan pertukaran energi, semuanya dikombinasikan
dalam fungsional yang meliputi korelasi elektron. Untuk penigi&in
elektron, diperlukan adanya fungsi basis / basis set (Panghgk,
2013). Basis set yang digunakan dalam penelitian ini adatad et
6-31G. Basis set 6-31G telah menambahkan fungsi polarisasi ke
semua atom (non hidrogen) dan meningkatkan pemodelan inti
elektron. Selain itu juga 6-31G memiliki kecepatan dan akueasj y
cukup baik, dan merupakan basis dasar yang paling umum untuk
digunakan (Hehre, 2003).
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Tabel VI.3 : Total energi ligan uji hasil optimasi geometr

Nama Senyawa Total Energy (a.u)
Xanthone 1 —-1420,44
Xanthone 2 —1341,85
Xanthone 3 -956,91
Xanthone 4 -800,87
Xanthone 5 —-953,44
Xanthone 6 —800,88
Xanthone 7 -951,27
Xanthone 8 -1537,17
Xanthone 9 -1032,09
Xanthonel0 -1561,82

V1.3.5 Analisis Highest Occupied Molecular Orbital (HOM O)
dan Lowest Unoccupied M olecular Orbital (LUMO)

HOMO-LUMO adalah prediktor kimia kuantum yang bertanggung
jawab dalam pembentukan kompleks perpindahan muatan (Dhuha
dkk, 2014). Untuk mendapatkan nilai HOMO-LUMO dilakukan
dengan cara mengoptimasi senyawa dengan metode DFT

menggunakan aplika§iaussian09.

Nilai HOMO vyang besar menunjukan kecenderungan senyawa
tersebut untuk mendonorkan elektron (donor elektron) lebdarbe
sedangkan nilai LUMO yang rendah menunjukan kecenderungan
senyawa untuk menerima elektron (aseptor elektron) lebihr besa
(Ohno, 2004
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Tabel V1.4 : HOMO, LUMO dan Gap energy ligan uji

Senyawa LUMO HOMO (a.u) | Gap energi
(a.u)

Xanthone 1 -0,06774 -0,21015 0,14241
Xanthone 2 —-0,05728 -0,19785 0,14057
Xanthone 3 -0,06798 -0,23038 0,1624
Xanthone 4 -0,06634 -0,22183 0,15549
Xanthone 5 -0,09035 -0,23019 0,13984
Xanthone 6 -0,08157 -0,22044 0,13887
Xanthone 7 -0,07262 -0,22001 0,14739
Xanthone 8 -0,06219 —-0,20466 0,14247
Xanthone 9 -0,07966 -0,24167 0,16201
Xanthone 10 —-0,06685 -0,21198 0,14513

Nilai HOMO yang terbesar di tunjukan oleh ligan xanthoneifuy-
0,19785 a.u, nilai tersebut menunjukan bahwa ligan uji xanthone 2
memiliki kemampuan yang lebih besar dalam mendonorkan elektron
dibandingkan dengan ligan yang lainnya. Sedangkan nilai LUMO
yang paling rendah di tunjukan oleh ligan uji xanthone 9 yaitu -
0,24167 a.u yang menunjukan bahwa xanthone 9 memiliki
kemampuan yang lebih besar dalam menerima elektron dibandingkan

ligan uji yang lainnya.

Gap energy merupakan selisih antara nilai energi HOMO dan energi
LUMO yang berperan sebagai indikator reaktivitas dan energi
stabilitas suatu molekul. Selisih energi pada orbital HOMO-IQJM
akan menggambarkan kemudahan suatu sistem molekul untuk
mengalami eksitasi ke keadaan elektronik yang lebih tinggi (Tahi
dkk, 2005). Semakin besar nilgap energy maka semakin sulit

elektron untuk tereksitasi sehingga stabilitasnya lebih tinggi dan
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reaktivitasnya lebih rendah. Sedangkan semakin kecilgaiteéner gy
menggambarkan bahwa senyawa uji memiliki reaktivitas yang tinggi

dan stabilitas yang rendah.

Berdasarkan hasil yang telah diuji menunjukan bahwa ligan uji
xantone 3 memiliki nilaigap energy yang yang paling besar. Hal
tersebut menunjukan bahwa ligan uji xantone 3 diperkirakan likeémi
reaktivitas paling tinggi dan memiliki stabilitas tertinggi didangkan

dengan ligan uji lainnya.

V1.4 Molecular Docking

Tujuan dilakukannyaMolecular docking adalah untuk memprediksi
interaksi molekul kecil (ligan) dengan protein target dengaritadin
terbaik. Prosedolecular docking dilakukan dengan menggunakan

aplikasiAutoDock versi 4.2.3.

Protein target yang digunakan adalah BCL-2 yang diunduiivwedr
Protein Data Bank (kode PDB: 6GL8). Umumnya struktur protein
pada PDB mengandung molekul pelarut (air) dan residu lainnya,
sehingga diperlukan penghilangan molekul air agar tidak mengganggu
pada saat simulasiocking dilakukan dan untuk memastikan bahwa
yang benar-benar berinteraksi adalah ligand dan protein.targe

Selain itu juga perlu ditambah hidrogen pada protein, karenarprotei
tersebut dipreparasi secara eksperimental me¥ahay diffraction.

Pada kristalografi sinar-X, atom hidrogen tidak terlihat dalam
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percobaan. Oleh karena itu, pada sebagian besar file PBIB ha
kristalografi sinar-X dengan resolusi yang kurang baik, atom hidrogen

tidak akan ada pada struktur.

Sehingga pada simulasiocking perlu dilakukan penambahan
hidrogen untuk mengoptimalkan posisi hidrogen dari struktur yang
dihasilkan dan mampu menentukan posisi yang diinginkan secara

energetik dari atom-atom (Kerzmann, 2006).

VI1.4.1 Validas Docking

Validasi metodedocking dilakukan dengan careedocking antara
ligan alami dengan protein target BCL-2 untuk pengecekan validita
parameter yang akan digunakan untidcking senyawa uji. Pada
proses validagiocking, yang dilihat adalah nilai RMS[Root Mean

Sguare Deviation).

RMSD merupakan parameter yang menggambarkan seberapa besar
perubahan interaksi protein-ligan pada struktur kristatlsed dan
sesudaldocking. Metodedocking dikatakanreliable / valid apabila
nilai RMSD < 2 A (Cole dkk, 2005). Yang artinya parameter docking
yang digunakan telah valid sehingga dapat digunakan selanjutnya

untuk docking senyawa uiji.
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Gambar VI.2 : Visualisagiverlay hasilre-docking ligan alami

(hijau) dan ligan alami hasie-docking (merah muda).

Hasil dari Validasidocking 0,76 A dengan Gridbox 40 x 40 x40,
kordinat X center 17,189, Y center 2,647, dan Z center 15,648,
validasi docking dengan metodelocking Medium 100 pose, hasil
redocking adalah Delta gibbs 12,42 kcal dan Ki = 784,78 pM.

Parameter yang digunakan palteking antara lain Grid Box dengan
ukuran X : 40, Y : 40, Z : 40 A. Grid Box adalah pengaturan tempat
docking yang berfungsi untuk membatasi prediksi daerah interaksi
antara protein target dan ligan. Metode algoritma yang diganaka
adalahLamarckian Genetic Algorithm (LGA). Algoritma tersebut
merupakan penggabungan antara algoritotal Search danGenetic
Algorithm. Nilai energi hasildocking dipengaruhi olefsearch run,
yang merupakan pengulangan yang dilakukan dalam pdoskisig
(Syahputra dkk, 2014).
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Proses redocking ini di lakukan sebanyak 100 konformasi dalam satu
kali analisisdocking, sehingga dihasilkan 100 posisi yang berbeda.
Berdasarkan hasil analigiscking , didapatkan nilai RMSD yang < 2

A yaitu sebesar 0,76 A. Hal ini menunjukan bahwa metodecking

yang digunakan telah valid dan pengaturan parandeteking yang
digunakan telah memenuhi kriteria validitas metodecking,
sehingga parameter tersebut dapat digunakan selanjutnya untuk

docking senyawa uiji.

V1.4.2 Hasil Energi Bebas Ikatan (AG) dan K onstanta Inhibisi
(Ki) Ligan Alami

Hasil dari validasdocking menunjukan nilai energi bebas ikatan < 0,
yang menunjukan bahwa terjadi interaksi antara ligan ad@mjan
protein target dengan nilai sebesa?,42 kkal/mol dan nilai konstanta
inhibisi sebesar 784,78 pM.

Tabel VI.5 : Interaksi ligan alami dengan target proteaigdia

Kode Interaksi Residu Asam
Senyawa Amino

Alami Vanderwaals : A:GLN118 - ASP111
A:PHE153 - ALA149
A:PHE150 - LEU137
A:GLU152 - MET115
A:GLU136 - PHE104
A:GLY145 PHE112
Hydrogen :d:RES1:H95 - PHE104
A:ALA149:0 TYR108
LEU119
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Carbon Hydrogen : d:RES1:C33

pi sigma

pi sulphur

A:ASP111:0D2
d:RES1:C40 -
A:ASP111:0D2

: A:LEU137:CD2 -
d:RES1 d:RES1:C2¢
- A'TYR108

: A:MET115:SD -
d:RES1

pi— pit shaped : A:PHE104 -

alkil
pi-alkil

d:RES1 A:PHE112
d:RES1 d:RES1 -
A:PHE104

: A.LEU137 - d:RES]
:A:TYR108 -

d:RES1 d:RES1 -
A:ALA149 d:RES1
- A'LLEU119 d:RES1
- A:VAL133

d:RES1 -
A:ALA149 d:RES1
- AAARG146
d:RES1 -
A:ALA149 d:RES1

- AMET115

VAL133
ARG146
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Gambar VI.3 : Visualisasi interaksi hadicking

senyawa ligan alami

Gambar di atas ini menunjukan Interaksi ikatan antara lggami
dengarreceptor target.

V1.4.3 Docking Senyawa Uji

Padadocking senyawa uji, digunakan algoritma parametecking
yang sudah tervalidasi yang bertujuan untuk mengarahkanigaya

senyawa uji berinteraksi pada daerah yang sama dengan ligan
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alaminya di dalam protein target. Simulafkicking senyawa uiji
dilakukan untuk mengetahui konformasi interaksi senyawa uji pada
sisi aktif protein target dan senyawa uji mana yang menailikitas

terbaik terhadap protein target.

Ukurangrid box yang digunakan untuk senyawa uji adalah 40 x 40 x
40 dengamyrid spacing 0,375 A dan nilacenter box senyawa uji yaitu
X=22,172 A, Y=3,524 A, 7=13,030 A. Kemudian algoritma yang
digunakan adalaGenetic Algorithm dengarNumber of GA Runs 100

dan pemilihanNumber of Evals medium dengan metode algoritma
yang digunakan adaldlamarckian Genetic Algorithm. Hasildocking
yang diperoleh antara lain adalah nilai energi bebas nikdtn
konstanta inhibisi serta dapat diprediksi ikatan kimia ansanyawa

uji dengan protein target BCL-2.

Dari hasil docking 10 senyawa uji didapatkan kesamaan interaksi
ikatan hydrogen yang terjadi pada asam amino diantaranya ARG146,
ALA149, TYR108 dan ASP111 dalam ligan xanthone 1, xanthone 3,
xanthone 5, xanthone 6, xanthone 7, xanthone 9, dahowei0.

Dari sepuluh senyawa uji tersebut ada pun ligan yang tidak memilik
ikatan hydrogen diantaranya ligan xanthone 2, xanthondar

xanthone 5.

VI1.4.4 Energi Bebas Ikatan (AG) dan Konstanta Inhibisi (Ki)

Analisis Hasildocking yang pertama meliputi analisis energi bebas

ikatan (AG) dan konstanta inhibisi (Ki) yang berkaitan dengan afinitas
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pengikatan. Afinitas pengikatan merupakan ukuran kemampuan obat

untuk berikatan pada protein target (Ruswanto dkk, 2015).

Tabel V1.6 :Energi Bebas Ikatan (AG) dan Konstanta Inhibisi (Ki)

Kode Energi bebas ikatay Konstanta Inhibisi

Senyawa /AG (kkal/mol) /Ki (uM)
Xanthone 1 —6,29 24,5 uM
Xanthone 2 -6,39 20,66 uM
Xanthone 3 —6,46 18,43 uM
Xanthone 4 -5,54 86,34 uM
Xanthone 5 -5,63 74,72 uM
Xanthone 6 =5,70 66,34 uM
Xanthone 7 —5,34 122,77 uM
Xanthone 8 -6,55 15,90 uM
Xanthone 9 -6,32 23,50 uM
Xanthone 10 -6,21 22,22 uM

Analisis energi bebas dilakukan untuk mengetahui sponsasiatu
reaksi dan kestabilan interaksi ligan-protein target. Semadgatif
nilai AG menunjukan tingkat kestabilan yang baik antara protein
target dan ligan sehingga afinitas ikatan yang terbentuk serkadi
(Syahputra dkk, 2014). Selain itu nilai AG yang semakin negatif
menunjukan semakin tinggi afinitas ligan terhadap sisi aktfein
target, karena reaksi berlangsung spontan sehingga meningkatkan
potensi untuk melakukan pengikatan dengan protein target dan

diprediksikan memiliki afinitas yang lebih baik.

Analisis Ki dilakukan untuk menunjukan kestabilan komplek yang
terbentuk antara ligan-protein target. Semakin kecil Miamaka

semakin tinggi afinitas ligan terhadap sisi aktif proteéarget,
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sehingga diprediksikan ligan tersebut menghasilkan aktifitasdiol
yang lebih baik (Kim, R. & J. Skolnick, 2007).

Hasil docking ligan uji menunjukan bahwa keseluruhan ligan uji
memiliki nilai energi bebas ikatan yang menggambarkan balyaa li
uji memiliki afinitas pada sisi aktif protein target. Nilai AG dan Ki
yang paling baik ditunjukan oleh ligan uji xanthon 8 yaitub56.
kkal/mol dan 15,90 nM. Hal tersebut menunjukan bahwa ligan uiji
tersebut diprediksikan memiliki afinitas yang lebih baik &edp sisi
aktif protein target BCL-2 dibandingkan dengan ligan uji yang

lainnya.

V1.4.5 Interaks Ikatan Senyawa Uji

Setelah menganalisis afinitas ligan uji terhadap proteget BCL-2,
selanjutnya adalah menganalisis interaksi antara proteet &CL-2
dengan ligan uji pada sisi pengikatan. Sisi pengikatan protein
merupakan area dari pengikatan protein terhadap ligan yang ak
mempengaruhi konformasi maupun fungsi dari protein. Arazbet
melibatkan residu-residu asam amino yang berperan penting pada

pengikatan dengan ligan (Pratama dkk, 2016).

V1.5 Simulas Molecular Dynamic Senyawa Uji Terbaik

Simulasi molecular dynamic antara protein target target BCL-2
dengan senyawa uji terbaik dilakukan dengan menggunakan program

Amber. Tujuan dari simulasimolecular dynamic vyaitu untuk
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mengamati kestabilan ikatan yang terjadi terhadap ruang ddo,wa
menganalisis dinamika interaksi inhibisi dan mengamati kista

ikatan yang terjadi serta interaksi secara lebih lanjut.

Beberapa tahap yang dilakukan dalam simulasi dinamika molekul
adalah persiapan berkas masukan ligan dan makromolekul,
pembuatan topologi dan koordinat ligan dan makromolekul,
minimisasi kompleks, ekuilibrasi kompleks, produksi, dan analisis
dinamika molekul.

V1.5.1 Persiapan Berkas Ligan dan M akromolekul

Simulasi dinamika molekul dimulai dengan mempersiapkan berkas
masukan, yaitu masing-masing ligan dan makromolekul. Ligan yang
digunakan merupakan ligan terbaik dari simutitsking. Persiapan
dilakukan dengan cara memisahkan struktur protein target mprotei
BCL-2 dari semua ligan dan hanya menyisakan protein nya saja.
Sedangkan ligan terbaik disiapkan dengan cara membuka berkas .dlg
kemudian dilihat konformasi energi ikatan terendah dan gaim
dalam bentuk .pdb. Dalam hal ini berkas .pdb ligan dan berkas .pdb
makromolekul sudah bisa digunakan untuk simulasi dinamika

molekul.

V1.5.2 Pembuatan Topologi dan K oordinat

Topologi dan koordinat dibuat melalui berkas ligan, makreind|

dan kompleks ligan-makromolekul dalam kondisi vakum dan dalam
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pelarut air. Tahapan ini dilakukan agar simulasi berlanggaug
posisi yang tetap dan tidak ada perubahan struktur atom-atom
backbone residu maupun ligan. Pada tahap ini juga dilakukan
penambahanounter-ions (lon Na+) untuk membuat sistem menjadi
netral dan seluruh sistem dilarutkan dalam model pelar(il@8P.
Dasar pemilihan pelarut air untuk sistem yang terlarut adalalk un
mengefisiensikan waktu simulasi dan jarak kotak minimal 10 A yan

merupakan jarak standar yang digunakan pada program ini.

VI1.5.3Minimisas Sistem

Tahap minimisasi dilakukan untuk merelaksasikan sisteimnitasi

ini dilakukan melalui tiga tahapan: minl.in, min2.in, dam3rin.
Tahap pertama merupakan minimisasi terhadap molekul a&ir saj
dengan menahan pergerakan protein dari residu. Tahap kedua
merupakan tahapan yang diberi tahanan terhadap protein aya saj
Terakhir min3.in merupakan minimisasi terhadap seluruh sistag ya

tidak diberi tahanan agar minimisasinya maksimal.

V1.5.4 Pemanasan Sistem

Tahap pemanasan dilakukan untuk memungkinkan sistem memanas
dari 0 K hingga 310 K (suhu fisiologis). Pemanasan ini dilakukan
dalam tiga tahapan: heatl.in, heat2.in, dan heat3.in.pTadrdama
pemanasan dari 0 K hingga 100 K. Tahap kedua pemanasan dari 100
K hingga 200 K. Tahap ketiga pemanasan dari 200 K hingga 310 K.
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V1.5.5 Ekuilibras Sistem

Ekulibrasi dilakukan untuk menstabilkan sistem, sehingga sistem
mencapai keadaan konstan sebelum menjalani simulasi &sami
molekul. Tahap ini dilakukan untuk membuat sistem berada pada
tekanan yang konstan. Ada empat parameter yang harus diamati
setelah ekuilibrasi dilakukan. Keempat parameter tersebuahada
temperatur, berat jenis, energi potensial, dRoot Mean Sguare
Deviation (RMSD).

V1.5.6 Produks

Sebelum produksi dilakukan, harus dilakukan pengecekan terhadap
empat parameter; yaitu suhu, energi potensial, berat gem$fMSD.
Parameter tersebut dilihat untuk menentukan apakah sistemssajlah
untuk dilakukan produksi atau belum. Parameter suhu, energi
potensial, berat jenis, dan RMSD pada hasil ekuilibrasi telah
menunjukkan suhu yang konstan. Dalam penelitian ini dilakukan

produksi selama 50 nano detik.

V1.5.7 AnalisisHasi| Simulas Dinamika M olekul

Analisis hasil simulasi dinamika molekul dibagi menjadi duauyai
Root Mean Sguare Deviation (RMSD) dan Root Mean Sguare
Fluctuation (RMSF).
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1. Analisis Root Mean Sguare Deviation (RMSD)

Tujuan analisis nilai RMSD adalah untuk menggambarkan seberapa
jauh struktur berubah setelah dilakukan simulasi dan mémamas
stabilitas struktur dengan menghitung nilai RMSD atiesmkbone

protein mulai dari awal simulasi dan diplot dengan waktu.

Grafik RMSD Protein Tunggal

1) 10 20 30 an 50

Thousands

Gambar VI.4 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal

Pada grafik di atas terbaca bahwa keadaan senyawa proteinltungga
terlihat stabil di rentan jarak 1 A sampai dengan 1,%a jika
mengalami kenaikan pun di sekitar 34 nanodetik sampai dengan 35

nanodetik.
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Grafik RAMSD Protein Tunggal Dan Protcin
Yang Tertkompeks Dengan Ligan Alsarn

Tkt (N Thed Inousands
Gambar VI.5 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal dan protein
yang terkompleks dengan ligan alami

Dalam grafik diatas warna merah menunjukan protein yang
terkompleks dengan ligan alami sedangkan yang berwarna biahadal
senyawa protein tunggal. Terlihat pada grafik perbandingan protein
dengan ligan alami mengalami kenaikan rata-rata RMSD yas@hma
terlihat stabil dengan rentan jarak 0,8 A sampai dengaA, idRatas
juga terlihat ligan alami mengalami kenaikan yang cukup signifikan
di sekitar rentang waktu 14 nanodetik sampai 16 nanodetik dan
rentang waktu sekitar 28 nanodetik sampai 33 nanodetik setelah it

keadaan receptor kembali stabil.
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GRAFIK RMSDPROTEIN TUNGGAL DAN PROTEIN YANC

TERKOMPEES DEMGAN XANTHONE 8
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Gambar VI.6 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal dan protein

yang terkompleks dengan xanthone 8

Pada gambar di atas warna orange menunjukan grafik psaten
terkompleks dengan xanthone 8 sedangkan warna biru menunjukan
grafik senyawa protein tunggal. Selama simutadiecular dynamics,
keadaan protein dalam grafik di atas saat berinteraksi denga
xanthone 8 terlihat lebih stabil, di sekitar angka 1 A sapiA,
walaupun mengalami kenaikan di sekitar waktu 4 nanodetik s&mpai
nanodetik dan 21 nanodetik sampai 23 nanodetik namun selain waktu
yang di sebutkan di atas keadaan xanthone 8 terlihail sta

bandingkan dengan keadaan protein tanpa ligan.
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Gambar VI.7 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal dan protein

yang terkompleks dengan xanthone 2

Dalam gambar di atas grafik berwarna kuning menunjukan protein
yang terkompleks dengan xanthone 2 dan warna biru menunjukan

senyawa protein tunggal. Perbandingan keadaan protein saat

berinteraksi dengan xanthone 2 terlihat lebih tinggi dibagkan
dengan keadaan protein tanpa ligan, hal tersebut terlihantiin

waktu 5 nano detik sampai 38 nano detik dan terlihat menurun dalam

jangka waktu sekitar 40 nano detik sampai dengan 50 nano detik

kemudian protein dan xanthone 2 terlihat stabil pada reritahé

sampai dengan 1.6 A.
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GRAFIX RMSD PROTEIN TUNGGAL DAN PROTEIN YANG

TERXCMPEKS DENGAN XANTHONE 3
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Gambar VI.8 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal dan protein
yang terkompleks dengan xanthone 3

Pada gambar di atas grafik dengan warna kuning menunjukan protein
yang terkompleks dengan xanthone 3 sedangkan warna biru
menunjukan senyawa protein tunggal. Setelah dilakukan simulasi,
hasilnya dapat di lihat pada grafik di atas keadaan proteih sa
berinteraksi dengan xanthone 3 memiliki nilai rata-rataSRMebih
rendah dan terlihat lebih stabil di bandingkan dengan keadaseirpr

tanpa ligan.
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GRAFIZ RSO PROTEIN TURGGA . DERGAN FROTEINYANG
SHEOMIELS LIGAN ALANE XANTHONES, 3 AN 2
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Gambar VI.9 : Grafik RMSD senyawa protein tunggal dengan
protein yang terkompeks ligan alami, xanthone 8, xanthone 3

dan xanthone 2

Pada gambar di atas grafik berwarna biru menunjukan senyawa
protein tunggal, grafik yang berwarna merah adalah proteig yan
terkompeks dengan ligan alami, sedangkan grafik yang berwarna
kuning adalah protein yang terkompleks dengan xanthone 2,
selanjutnya grafik berwarna hijau yaitu protein yang terkompleks
dengan xanthone 3, sedangkan grafik yang berwarna orange
menunjukan protein yang terkompleks dengan xanthone 8. Grafik d

atas menunjukan perbandingan antara senyawa tersebutratigata
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adalah protein tunggal, protein yang terkompeks ligan alamgiprot
yang terkompleks dengan xanthone 2, protein yang terkompleks

dengan xanthone 3, dan protein yang terkompleks dengan rar@ho

2. AnalisisRoot Mean Square Fluctuation (RMSF)

Analisis dinamika molekul selanjutnya adalah dengan melihat nilai
Root Mean Sguare Fluctuation (RMSF). RMSF adalah akar kuadrat
rata-rata fluktuasi yang mengukur deviasi posisi partikel dagrbph
posisi refrensi. RMSF menghitung nilai masing-masing residu
penyusun protein yaitu dengan melihat fluktuasi pergerakan masing-
masing residu selama berlangsungnya simulasi. Secasa tgemar

nilai RMSF menggambarkan pergeseran konformasi setiap residu
asam amino yang memberikan fleksibilitasn protein. Perhitunizi
RMSF dimulai pada 1 nanodetik yaitu saat energi potensial
mengalami fluktuasi minimal hingga saat simulasi berakhir pada
waktu 50 nanodetik.
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Gambar VI.10 : Grafik nilai RMSF

Dari grafik nilai RMSF di atas dapat dilihat bahwa residu-residu
penting pengikatan ligan dengan protein yaitu residu asam amino
PHE45, TYR49, ASP52, PHES3, MET56, GLN59, VAL74, GLU77,
LEU78, ALA90, PHE91, GLU93, PHE94 tidak menunjukan nilai
RMSF yang tinggi. Residu-residu asam amino tersebuifrsfabil

pada jarak ikatan <1.5 A dan tidak memberikan fluktuasi yang tinggi
selama simulasi. Residu asam amino yang memiliki nilai RNMggit
dapat terjadi karena residu asam amino tersebut memikkilfiéitas

yang tinggi sehingga tidak stabil. Residu asam amino tersebut yang
kemudian mengalami perubahan posisi pada saat simulasi

berlangsung.
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Tabel V1.7 : Hasil perhitungan MM/GBSA
Kode AE AE AG AG AG
Senyawa Vdw Ele Polar nonpolar Total
(kkal/mol) | (kkal/mol) | (kkal/mol) | (kkal/mol) | (kkal/mol)
alami —52,5965 | —10,9888 29,265 —6,5823 | —40,9026
xanthone 2| —45,6902 | —3,6091 17,6857 | —5,7832 | —37,3968
xanthone 3| —25,3222 | —21,7315 28,1314 —3,5413 —22,4636
xanthone 8 —37,6573 | —12,5469 27,253 —5,3303 | —28,2815

Dari diatasmenunjukan bahwa senyawa 2 memiliki energi van der

waals paling tinggi dengan nilai45,6902 kkal/mol.

Hal

ini

menujukan bahwa banyaknya ikataan der waals. Dari hasil

penelitian juga didapatkan interaksi antara senyawa uji dgmgtein

target Bcl2 yang ditunjukan dengan nilai AG pengikatan. Nilai AG

pengikatan paling baik dimiliki senyawa 2 dengan nilai sebesar

—37,3968 kkal/mol. Hal ini tidak sesuai dengan hasil docking senyawa

uji.




