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BAB 1.
BIOINFORMATIKA




Bioinformatika adalah aplikasi atau alat pada komputer
yang digunakan oleh proses analisis untuk memperoleh serta
mengintepretasikan data biologi. Bioinformatika merupakan
managemen data dalam Biologi Modern dan Kedokteran. Peneliti
Bioinformatika melibatkan bantuan program atau software,
webserver, dan database untuk melakukan analisisff@jian Biologi
Analisis data sekuens genom yang dilakukan pada proyek genom
manusia atau human genome project adalah salah satu
pencapaian utama kajian Bioinformatika. Prospek di bidang
Bioinformatika kedepannya yaitu untuk memahami fungsi gen
manusia yang nantinya akan mengarah ke penemuan obat atau
vaksin dan targetnya serta berbagai macam terapi.




1.1 Sejarah Singkat

Tahun lalu setelah proyek genom manusia atau human
genome project (HGP) dari seluruh dunia telah selesai difflkukan
pemetaan oleh sebagaian perusahaan penelitian gen. Namun,
dalam beberapa tahun terakhir, dunia ilmiah menyaksikan
bahwa ilmuwan telah selesai memetakan keseluruhan dari
genome organisme lain dengan data utama yang diperoleh yaitu
sekuens gen. Meskipun begitu, data tersebut masih tergolong
mentah dan harus masuk tahap analisis selanjutnya, namun
adanya sebuah sekuens genomik yang diperoleh dari HGP adalah
pencapaian penting dalam perkembangan kajian bidang
Bioinformatika.

Sebuah strategi baru untuk melakukan proses sekuensing
acak pada seluruh genom atau disebut dengan teknik "shot
gun',yang telah digunakan untuk mengurutkan genom
mikroorganisme Haemophilus influenzae pada tahun 1995.
Teknik tersebut dapat menghasilkan pertama kali sekuens gen
yang lengkap. Genom bakteri lainnya, seperti Mycoplasma
genitalium dan Mycobacterium tuberculosis juga dilakukan
proses sekuensing. Selain bakteri, ilmuwan juga melakukan
sekuensing terhadap spesies ragi seperti Saccharomyces
cerevisiae, dan diikuti 7 spesies eukariot lainnya seperti
Caenorhabtidis (cacing), Drosophila melanongaster (lalat buah)
dan Arabdopsis@haliana.

Sumber pengetahuan yang diperoleh dari data sekuens ini
akan memiliki dampak yang cukup besar bagi kita, seperti dalam
pemahaman tentang Biologi dan Kedokteran. Sebagai hasil dari
penelitian kajian ilmu genomik dan proteomik, kita akan segera
mendapatkan informasi dan memahami fungsi setiap gen
manusia.




1.1.1 Tools pada Bioinformatika

Alat utama yang digunakan dalam Bioinformatika adalah
program perangkat lunak komputer atau software dan internet.
Aktivitas mendasar adalah analisis urutan DNA dan protein yang
menggunakan berbagai macam program dan database yang
tersedia di web. Siapa pun dapat melakukannya termasuk dokter
hingga ahli Biologi Molekuler yaitu dengan akses ke internet dan
situs web kini dapat dengan leluasa menemukan atau
mempelajari komposisi molekul biologis seperti asam nukleat
E&n protein. Namun, bukan berarti analisis data genom mentah
dapat dengan mudah dilakukan oleh semua orang karena hasil
analisis yang diperoleh harus dilakukan penffijian ulang dengan
metode penelitian wet lab (lab basah). Ahli bioinformatika
sekarang menggunakan perangkat lunak yang kompleks untuk
mengambil, memilah, menganalisis, memprediksi, dan
menyimpan data sekuens DNA serta protein.

Perusahaan komersial besar seperti perusahaan farmasi
mempekerjakan ahli bioinformatika untuk melakukan penelitian
skala besar dengan berbagai macam kebutuhan software
pendukung yang rumit dan terus mengalami peningkatan.
Kebutuhan properti akan kajian tersebut meningkat tajam, hal
tersebut menyebabkan sebagian besar laboratorium Biologi
Medis akan segera memiliki perangkat bioinformatika mereka
sendiri. Peneliti perorangan mampu melakukan analisis data
sederhana, namun jika proyek penelitian bioinformatika
dilakukan dalam skala besar, harus membutuhkan banyak orang
yang siap melakukan analisfjdata.

Pertumbuhan ilmu bioinformatika telah menjadi usaha
global untuk menciptakan jaringan komputer yang
memungkinkan akses data biologis dengan mudah dan
memungkinkan pengembangan program perangkat lunak untuk
analisis dengan mudah. Beberapa proyek internasioanl berujuan
menyediakan basis data gen dan protein yang tersedia secara
bebas untuk seluler komunitas ilmiah melalui internet.







1.2 Aplikasi Bioinformatika

Bioinformatika merupakan disiplin ilmu yang mengkaji
pengembangan beberapa metode dan software untuk memahami
suatu fenomena biologi. Bioinformatika merupakan gabungan
dari [lmu Komputer, Biologi, dan Matematika untuk menganalisis
dan menginterpretasikan data biologi. Peneliti menggunakan
analisis in silico yang bekerja berdasarkan matematika dan
statistika. Secara umumnya bioinformatika digunakan untuk
identifikasi kandidat gen dan single nucleotide polymorphisms
(SNPs). Sering juga terlibat untuk memahami dan mempelajari
penyakit yang berdasarkan genetik, keunikan mekanisme
adaptasi, sifat yang diinginkan (misalnya dalam pertanian), atau
perbedaan antara suatu populasi. Bioinformatika juga dapat
digunakan untuk memahami prinsip-prinsip organisasi yang
terjadi dalam sekuens asam nukleat dan protein, jadi hal tersebut
tergolong dalam kajian proteomik.

Pada penelitian mengenai bagaimana aktivit§ seluler dapat
menyebabkan terjadinya berbagai macam penyakit yang
berbeda, data biologi harus digabung untuk membentuk gambar
yang mampu mendeskripsikan kondisi tersebut. Bagaimanapun
Ehjian bioinformatika telah berevolusi sedemikian rupa sehingga
sekarang melibatkan analisis dan intepretasi berbagai jenis data,
yang melibatkan sekuens nukleotida, asam amino, domain
protein, dan struktur protein. Tujuan utama dari bioinformatika
yaitu untuk meningkatkan pemahaman pada biological processes
dan pengembangan riset-riset seperti pers@pjaran sekuens,
penemuan gen, desain obat, persejajaran struktur protein,
prediksi struktur protein, ekspresi gen, pemodelan evolusi, dan
interaksi kimian antar molekuler.




1.2.1 Bidang kesehatan

Bioinformatika akan memiliki serangkaian peran penting
dalam ilmu kesehatan. Biologi dan kedokteran hidup
berdampingan saat mempelajari proses biologis pada tingkat
molekuler. Peran penting bioinformatika adalah menjelaskan
hal-hal pada tingkatan molekuler, untuk melakukan hal tersebut
maka enzim yang berasal dari patogen atau enzim yang asli
mengalami mutasi alami dapat dimodelkan dengan metode
homologi. Model-model yang dihasilkan ini dapat menjelaskan
efek mutasi yang dikaji secara Biologi Molekuler.

Genom manusia akan diketahui dengan benar dalam
beberapa tahun ini. Pada saat itu belum diketahui semua target
untuk obat-obatan. Jika kita mendapatkan informasi yang benar
dan terperinci untuk sebuah parasit, hal tersebut akan
memungkinkan untuk membuat obat yang lebih baik melawan
infeksi yang ditimbulkannya, tentu dengan bantuan
Bioinformatika akan menghasilkan efek samping yang lebih
sedikit. Jadi obat yang berhasil dibuat, diharapkan mampu
memblokir mekanisme terpenting saat terjadi infeksi parasit
tersebut, tetapi tentu obat tidak boleh menghalangi proses
biologis yang terjadi dalam sel inang.

Bioinformatika memungkinkan kita untuk memprediksi
potensi senyawa bioaktif tertentu yang terkandung dalam
tanaman herbal. Pastinya harus memiliki dahulu data hasil
pengujian wet lab terkait komposisi senyawa bioaktif, senyawa-
senyawa yang diperoleh digambar menggunakan software
sehingga diketahui rumus strukturnya sehingga dengan adanya
informasi terkait hal tersebut memungkinkan peneliti untuk
memprediksi potensi senyawa tersebut ketika berada di dalam
tubuh, memprediksi apakah senyawa tersebut dapat
dikategorikan sebagai obat, kemukingan pengikatannya dengan
protein targetnya bahkan memprediksi interaksi antara ikatan
kimia dengan protein dari target senyawa obat tersebut.







BAB 2.
PREPARASI SAMPEL




Sebelum melakukan proses desain obat terkadang kita
harus melakukan preparasi sampel terlebih dahulu, misalnya
kita harus membaca terlebih dahulu literatur yang mendukung
penelitian yang akan dilakukan, hal tersebut bertujuan untuk
menentukan protein target desain obat atau mungkin dapat
memperoleh informasi terkait kandungan senyawa kimia
kandidat obat dari tanaman herbal yang ditentukan sebagai
target. Setelah beberapa literatur pendukung telah diperoleh,
maka peneliti dapat mengakses database obat maupun protein
target. Sampel yang dimaksud untuk desain obat secara in silico
dapat berupa sekuens atau struktur 3D protein maupun DNA
serta senyawa target pada suatu tanaman herbal.

Bab ini akan membahas bagaiamana cara Kkita
mempersiapkan sampel melalui akses pada database umum
untuk DNA atau protein target yaitu NCBI dan spesifik untuk
senyawa bioaktif pada PubChem. Kita akan melakukan akses
database dan seleksi sampel sekuens protein (karena kita akan
menggunakan langsung untuk memodelkan struktur 3D-nya),
akses smile canonical atau rumus struktur senyawa, dan
mengunduh struktur 3D senyawa dari database.




2.1NCBI

The National Center for Biotechnology Information (NCBI)
merupakan bagian dari United States National Library of Medicine
(NLM),cabang dari National Institutes of Health (NIH). NCBI
berlokasi di Bethesda, Maryland dan didirikan pada tahun 1988
yang disponsori oleh Senator Claude Pepper. NCBI merupakan
salah satu database yang memuat tentang bioteknologi dan
biomedis serta berperan penting sebagai sumber dan pelayanan
dalam bi@ng bioinformatics tools. Database yang terlibat yaitu
GenBak untuk sekuens DNA dan PubMed untuk database
literatur tentang bioffedis. Database lainnya yaitu NCBI
Epigenomics database. NCBI dipimpin oleh David Lipman, salah
satu penulis asli tentang program persejajaran sekuens BLAST
yang mendapat perhatian publik dalam bioinformatika.

GenBank bekerja sama dengan dat§base lainnya seperti
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) dan DNA Data
Bank of Japan (DDBJ). Sejak 1992, NCBI telah berkembang untuk
menyediakan database selain GenBank. NCBI menyediakan Gene,
Online Mendelian Inheritance in Man, Molecular Modeling
Database (struktur 3D protein), database of single-nucleotide
polymorphism (dbSNP), pemet§ln genom manusia dan browser
taksonomi di kordinasi oleh National Cancer Institute untuk
menyediakan Cancer Genome Anatomy  Project. NCBI
memberikan pengenal unik yaitu (taxonomy ID number) kepada
setiap spesies organisme.




2.1.1 Akses database dan seleksi sampel protein target

e Akses database NCBI pada laman www.ncbi.nlm.nih.gov

e Berikut merupakan tampilan home pada database
tersebut:

e ' ™ S (f Tsie

e Sekuens protein target yang kita gunakan adalah B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) dari Homo sapiens, protein ini sering
digunakan sebagai target desain obat kanker. Meskipun
protein ini termasuk pro-apoptosis, namun jika dalam
kondisi onkogenesis protein ini dapat menjadi anti-
apoptosis dan menyebabkan sel kanker menjadi ganas.




e Akses informasi tentang sekuens protein Bcl-Z2 dengan

cara memasukkan nama protein target tersebut pada
kotak seffirch dan ubah “all database”, menjadi
“protein”, yang ditunjukkan oleh anak panah dibawabh ini:

= NCBI Resources(>l How To

- )
t"_; NCBI -‘* All Databases v | |Bcl-2
MNational Center for oM ) N
Bialechnology Informason | epac
| FPopSet
NCBI Home | Prabe 1 NCBI
Resource List (AZ) Clust iter for Biotechnolagy Information advances science and
| Protein Clusters i .
All Resources | Pubchem Bioassay Fromic informaton
Chemicals & Bioassays PubChem Compound il | Mission | Qrganization | NCEI News & Blog
’ i'.! 1 &r_‘"‘ T PubChem Substance
_Jea s ooliware | PubMed )
DNA & RNA | Pubhed Health |bmit Download
Domains & Structures g;‘;{”e r manuscripts Transfer NCEI data to your
| C h
Genes & Expression SRA pases computer
Genetics & Medicing Structure
| Taxonomy
Ganomes & Maps | Toolkit
) _Ho!'n_u ogy | ToolkitAll
Literature TOD_IKJ[BODkgh
Protains

Kemudian setelah itu tekan “Search”, untuk melihat
hasilnya.

Berikut merupakan gambaran umum hasil dari pencarian
sampel protein target pada NCBI .
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Berikut merupakan jumlah total protein Bcl-2 yang ada
pada NCBI, yang ditunjuk menggunakan anak panah pada
gambar dibawah:

ltems: 1 to 20 of 22893

Page 1 of 1145 | Mext> | Lasi=»

bel-2._partial [Rattus sp.]
154 aa protein

Accession: AAP21091.1 GI: 301
Mucleolide PubMed Taxonomy

at
GenPept |dentical Proteins FASTA Graphics

Bel-2 [Coregonus lavaretus]

2. 227 aa protein
Accession: ALTAT2451 Gl 967004438
Nuclectide Taxonomy
GenPept |dentical Proteins FASTA Graphics
e Asal-usul sampel protein Bcl-2 yang berhasil terpublikasi
pada database NCBI:
Results by taxon =
Top Organisms [Iree]
Sireptococcus pneumoniae (7252)
Klebsiella pneumoniae (7966
Homo saplens (1163)
Mus musculus (495
Lagopus lagopus (330)
All other taxa (11683)
More
[ ]

Kategori spesies dan database lain sebagai pendukung
sumber informasi protein Bcl-2:

Species
Animals (10,841)
Plants {165)
Fungi (132)
Protists (41
Bacteria (9,875
Viruses (575)
Customize ___

Source databases
PDEBE (742
Rerseq (7.570)
UniProtiKB 7 Swiss
Customize

Prot {(190)




Informasi secara umum terkait protein Bcl-2 telah kita
peroleh namun, kita belum dapat memilah informasi yang
sesungguh diperlukan untuk mendasari penelitian desain obat
secara in silico, maka dari itu dari sekian banyak informasi yang
ada dalam NCBI harus kita seleksi terlebih dahulu untuk
mendapatkan sekuens protein target yang benar.

2.1.2 Cara akses sampel sekuens protein target

e Pilih organisme “Homo sapiens” pada menu “Top
Organism Tree” dengan cara mengklik jumlah
sampelnya yang ditunjukkan seperti gambar dibawah
ini:

Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Streptococcus pneumoniag (7252)
Klebsiella moniae (1966
Homo sapiens (1163
Mus musculus (435}

Lagopus lagopus (330)
All other taxa (711683

Maore

e Kemudian tunggu sebentar hingga muncul tampilan
berikut ini:

Protein * || |Bgl-2) AND "Homo sapiens pargn._ bid@606]
Create alert  Advanced

ary = 20 paf page - Soft by Delaull order - Send to. -

See the resulis of this search (20 ilems) in our new |[dentical Pratein Groups database

tems: 1 to 20 of 1163

Fage 1 |od%8 Mexd Last
piosis reguiaior Bel-2 isoform bels (Homo sapiens)
aa protein

on: NP_000648 2 Go T2 i

aApo
205

1z FASTA Graphics

apopiosis reguiaior Bel-2 isofosm aipha [Homo sapiens]
2. 239 aa protein
Aocassion NFE O

GenPept  ldenlical Prodeine FASTA Graphics




e Seleksi sampel sekuens protein Bcl-2 dilakukan yaitu
dengan cara memilih sekuens yang full record atau lebih
panjang dan menghindari sekuens yang partial atau
hanya sebagian saja.

e Pilih yang nomor 2 yaitu “apoptosis regilator Bcl-2
isoform alpha [Homo sapiens]’, seperti yang
ditunjukkan arah panah pada gambar dibawah ini:

Protein * ||(Bcl-2) AND "Homo sapiens”[porgn:__txid9606]

Create alert  Advanced

Summary = 20 per page = Sort by Default order « Send to: =

See the results of this search (20 items) in our new ldentical Protein Groups database

Items: 1 to 20 of 1163
Page 1 of 59 HMexd Last

apopiosis regulator Bel-2 isoform beta [Homeo sapiens)
1. 205 aa protein

Accession: NP_000648 2 GI- 72198346
BioProiact Muclaolide PubMed Taxonomy Relaled Sequences
GenPapl |dentical Proteins FASTA Graphics

3:4:‘()[4‘.)".”-{ regulalor Bel-2 isoform alpha [Homo sapiens]
2. 239 aa protein
Accession: NP_000624.2 GI- 721581280

Eig Nuclaolide PubMad Taxonofmy Ralaled Sequences

GenPept |dentical Proteins FASTA Graphics

e Nomor 2 dipilih karena panjang sekuens lebih panjang
dibandingkan nomor 1 yaitu sekitar 239 aa protein,
dapat dipastikan nilai coverage-nya tinggi.

e Accession number merupakan ID yang berfungsi untuk
mengakses sampel sekuens target kita tanpa menulis
nama lengkapnya, ketika ingin mencari pada NCBL
Sampel protein target memiliki ID NP_000624.2

e Tulisan “Homo sapiens” dibelakang nama protein target
memiliki makna yaitu organisme asal sumber protein
target tersebut. Kali ini kita memang menggunakan
protein target obat yang berasal dari manusia.




e Informasi sekuens dapat diperoleh dengan

cara

mengklik FASTA yang merupakan format segala jenis

sekuens baik protei maupun DNA.

apoptosis regulator Bel-2 isoform alpha [Homo sapiens]

2. 239 aa protein
Accession: NP_000624.2 Gl
BioProject Nucleotide F

72198189
oy

ed Taxonomy Related Sequences

GenPept |dentical Proteins FASTA Graphics

e Setelah itu akan muncul tampilan seperti gambar

dibawah ini:

FASTA -

NCBI Reference Sequence: NP_000624.2
GenPept |dentical Proteins  Graphics

>*NP_208624.2 apoptosis regulator Bcl-2 isoform alpha [Homo sapiens]
MAHAGRTGYDMNREIVMKY IHYKLSQRGY EWDAGDVGAAPPGAAPAPGLF S50QPGHT PHPAASRDPVART S
PLQTPAAPGAAAGPALSPVPPVVHLTLRQAGDDFSRRYRROFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELFRD
GVNWGERIVAFFEFGEVMCVESYNREMSP LVDNIALWMTEYLNRHLHTWIQDNGGWDAFYELYGPSMRPLF
DFSWLSLKTLLSLALVGACTTLGAYLGHK

apoptosis regulator Bcl-2 isoform alpha [Homo sapiens]

e Penyimpanan sampel sekuens protein dapat dilakukan
pada notepad dengan cara copy-paste. Sehingga sampel

telah siap untuk tahap analisis selanjutnya.

Setelah preparasi sampel sekuens protein protein target
telah selesai kita lakukan maka langkah selanjutkan adalah
preparasi sampel senyawa kimia kandidat obat yang akan
dilakukan dengan cara mengakses database senyawa yaitu

PubChem, kita akan melakukan mencari informasi

terkait

canonical smile dan struktur 3D dari suatu senyawa serta
informasi penting lainnya seperti ID, berat molekul, dan sifat

farmakologi dari senyawa kandidat obat.




2.2 Pubchem

PubChem merupakan database senyawa kimia dan biological
activity dari senyawa tersebut. PubChem mengandung deskripsi
senyawa dan small molecule yang terdiri atas 1000 atom dan 1000
ikatan. Sekitar kurang lebih 80 database senyawa membantu
pengembangan PubChem. Database ini mengandung sekitar 93,9 juta
senyawa, 236 juta zat, dan 125 juta BioAssay. PubChem
mengandung informasi canonical smiles yang berfungsi konstruksi
struktur kimia dan digunakan untuk prediksi potensi senyawa
bioaktif. Pada Pubchem kita akan mencari informasi terkait ID
senyawa, berat molekul, canonical smile,dan sampel dengan struktur
3D, hal tersebut biasanya sering dilakukan oleh beberapa peneliti
Bioinformatika dalam melakukan desain obat secara in silico.

2.2.1 Surfing database

e Akses laman database PubChem melalui laman
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

e Berikut merupakan tampilan halaman depan dari
PubChem.




Kita akan mencoba untuk mencari informasi umum
terkait senyawa utama vyang terkandung dalam
bengkuang vyaitu “daidzein”, murni tidak tercampur
dengan senyawa lainnya.

Masukkan nama gfhyawa pada kolom “search”,
kemudian pilih “Go”. seperti yang ditunjukkan oleh anak
panah pada gambar dibawah ini:

:__'1 BioAssay (@ :’:} Compound @ E Substance @

daidzein

daidzein diacetate

daidzein-d6

daidzein 7-0-glucoside

daidzein-3',5',8-d3 .
daidzein 7-glucoside

daidzein-7-glucoside

daidzein-4,7-diglucoside o
daidzein 7-O-beta-D-glucoside

\I I r_] BicAssay (3 '—-’J Compound 3 U Substance [# \

daidzein Go Limits

Advanced

Try the PubChem Search Beta

ew PubChem presents at the American Chemical Society Mational Meeting in Boston
August 19-23, 2018). Read more

¢w PubChem Biofssay Tools, a legacy collection of bioactivity analysis services, will be
retired on Moy, 1, 2018, Raad mors.

mone B
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e Tunggu sebentar hingga muncul seperti tampilan
@ibawah ini, setelah itu, pilih senyawa daidzein murni
seperti yang ditunjukkan oleh anak panah.

= NCBl Resources (¥ How To =

PubChem PubChem Compound + ||*daidzein’
Compound Create alert Limits  Advanced
Summary = 20 per page = Sort by Default order « Sendto; =

Search results
Items: 1 to 20 of 82 Page 1 |of§ Med> Lemt

\m 486-66-8. 4" T-Dihydrowyisofayons
AW 254 241 gimol MF: CrgHya0s
- 'ITIZ—,IT-' IUPAC Name: T-mydray-3-[4-fy dnaypneny omen-4-one
JEI Create Date 2004-0-16

r Daidzin; 552-66-9° D

2 = MW 415,382 gimol MF: Cz4Han0g
] IUPAC name: 3-{4-hydroxypheny(-T-28, 3R 43,58 6R}-3,4,5-trinydrosy-5-{
E Create Daté: 2004-09-16
Y .

Dajdzein 4-Coglucurpnide, 264235 T7-3 Daidzein 4'-glucuronide
MW 430,365 gimol MF: CzqHy504p

IUPAC nams: (25,35, 45,57, 6513 4, 5y dnay--14-(7-hyarowy-4-onochram
Creste Date: 2008-02-20

Pada gambar diatas terdapat angka 82, yang artinya
jumlah total jumlah senyawa daidzein yang terpublikasi
pada PubChem yang terdiri atas senyawa murninya dan
campuran.

e Kita menggunakan senyawa murni yang ditunjukkan
pada nomor 1.

e Senyawa ini memiliki berat molekul sekitar 254,241
g/mol.

Terpublikasi sekitar tanggal 16 September 2004.
e Senyawa ini memiliki nama IUPAC yaitu 7-hydroxy-3-
(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one.




2.2.2 Akses canonical smiles

Simplified molecular-input line-entry system (SMILES)
merupakan salah satu spesifikasi bentuk dari rumus struktur
pada senyawa kimia tertentu. SMILE dapat di konversi menjadi
molekul dua dimensi, tiga dimensi, bahkan untuk memprediksi
potensi senyawa bioaktif secara in silico. Kita akan menggunakan
molekul ini untuk tahapan analisis selanjutnya.

e Pilih senyawa murni daidzein dengan cara mengklik
namanya.

e Sehingga akan muncul tampilan sebagai berikut:

PubQhem ... a

O Compound Sumnarny for OID 5281708

Daidzein

¢ Informasi terkait canonical smiles dapat diperoleh dengan
cara men-scroll kebawah agar merubah tampilan
menunya.




e Pilih “names and identifiers”, sesuai dengan yang
ditunjukkan oleh anak panah pada gambar dibawah ini:

© Contents

1 2D Structure

\-l 2 3D Conformer

@ 2 Names and Identifiers

4 Chemical and

«

Go to Mames and |dentifiers section |

9 Safety and Hazards
10 Literature

11 Patents

e Pilih “canonical smiles”, untuk menyimpan sampel smiles
cukup dengan copy-paste rumus senyawa pada notepad.

3 Names and ldentifiers
3.1 Computed Descriptors

3.1.1 |UPAC Mame

T=hydrooy-3-(4-hydroooyphenyljchromen-4-one

3.1.2 InChi

-]

nChi=15/C1SH1004/c16-10-3-1-3(2-4-10)13-8-13-14-7-11(17)5-6-

3.1.3 InChl Key

ZOSRDFPHOXIC -LIHFERADYS AN

Cl1=00=CC=C1C2=C0C3=C[C2=0)C=CC{=C3)0K0




2.2.3 Sampel ligan 3D

Setelah selesai mendapatkan sampel dari canonical smiles
maka untuk melakukan simulasi pengikatan senyawa obat
dengan struktur protein target dibutuhkan sampel
senyawa obat yang memiliki struktur 3D, senyawa yang
diuji menjadi kandidat obat yang akan berikatan dengan

protein target disebut dengan ligan.

Pilih “3D Conformer” seperti yang ditunjukkan oleh anak

panah pada gambar dibawah ini:

© Contents
1 2D Structure

® 2 3D Conformer

3 Names and ldentifiers

-
-

5 Related Records
6 Chemical Vendors

7 Pharmacology and Biochemistry
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—
v
11
[¢1]
3
o
—
Dr‘
=
-
+
51}
(]
.8
C
=]
o

O

Safety and Hazards

10 Literature

4 Chemical and Physical Properties

«




® Struktur 3D dari senyawa target yaitu daidzein dapat
diunduh dengan cara pilih "Download-SDF-Save”.

2 3D Conformer

|

JSON |

HML 3 Displa
I

ASM1

® [akukan perubahan nama senyawa dengan format “Nama
Senyawa_ID" seperti pada gambar dibawabh ini:

Daidzein_CID_5
281708

Setelah sampel protein dan senyawa kimia selesai
dipersiapkan maka dilakukan tahap analisis selanjutnya yaitu
memprediksi potensi obat ketika berada di dalam tubuh
manusia, kegiatan ini menggunakan sebuah webserver seperti
PassOnline, hasil prediksi tersebut memungkinkan peneliti
mengetahui potensi senyawa kandidat obat serta efek samping
dari penggunaannya yang terbukti secara in silico maupun
wetlab.







BAB 3. PREDIKSI POTENSI DAN EFEK SAMPING




3.1 PASS Online

PASS Online memprediksi sekitar 3500 lebih aktivitas
biologis, yang melibatkan efek farmakologis, mekanisme aksi,
toksisitas, efek samping, interaksi dengan enzim metabolik dan
transporter, serta keterlibatan sebuah senyawa pada ekspresi
gen. Prediksi pada webserver PASS Online berdasarkan analisis
hubungan aktivitas biologis sebuah struktur senyawa kimia
sekitar kurang lebih 250.000, yang melibatkan obat, kandidat
obat, dan senyawa toksik. Setelah melakukan akses webserver
kita akan memprediksi potensi dan efek samping dari senyawa
bioaktif yang telah diperoleh sebelumnya, yaitu daidzein.

3.1.1 Prediksi potensi dan efek samping

e Akseslaman PASS Online pada www.pharmaexpert.ru
/passonline/index.php.

e Berikut tampilan halaman “Home” dari webserver PASS
Online.

Way2Drug ==

MO0 qnline
GO

Get more information —s
about biclogical potential of your




e Pilih “GO for prediction”.

Definition Products Senices FaQ Contacts

iy

(

;LE[;( g\;)u Oﬂme

¢ Jika belum memiliki akun, dapat melakukan proses
registrasi dengan memilih “"Registration”.

Authorization Service
Login
Enter
Registration

EBkelah melakukan pendaftaran atau registrasi maka
harus “login” terlebih dahulu dengan “username” dan
“password” yang telah didaftarkan untuk melakukan

prediksi potensi dan efek samping pada webserver PASS
Online, kemudian pilih “Enter”.




Berikut akan muncul menu untuk analisis senyawa
bioaktif seperti gambar dibawah ini, kita sebelumnya
telah memiliki sampel smile canonical dari senyawa
daidzein, maka prediksi dapat dilakukan dengan
mennggunakan sampel tersebut dengan cara pilih
“Predict new compound - SMILES - Insert your SMILES
here - Get prediction’.

e ) )

wa ) ) ee

Getl prediction

Tunggu sebentar.

Jika sudah muncul hasilnya maka pilih nilai Pa>0,3 untuk
melihat potensi senyawa kandidat obat yang terbukti
hanya skala in silico saja. Nilai Pa>0,7 berarti sampel
senyawa kandidat obat memiliki potensi yang terbukti
secara in silico dan lab basah.




Contoh hasil prediksi potensi dari senyawa daidzein yang
terbukti secara in silico.

All Pa=P1 ®Pa=03 Pa=0.7 | ok

[Pa [ Pi] [ Actviy

0.967)(0.002||Aldehyde oxidase inhibitor
[0.959)0.001][Histidine kinase inhibitor
[0.917)(0,004/(CYP2A6 substrate

0,914 |0 ,005_IH1F 1A expression inhibitor
0,912/(0,004[[CYP2A substrate

0,910(0,004|CYP1A substrate

|0,903_ |0'001.’C F transmembrane conductance regulator agonist
[0.904][0.004]|CYP1A2 substrare

|0;901 |0__005 IL'biqui.nol-cyrochrome-c reductase inhibitor
0.903[0.011||CYP2C12 substrate

Probabillity activator (Pa) kemungkinan potensi
senyawa query (sampel) mengalami aktivasi ketika masuk
ke dalam tubuh, sedangkan probabillity inhibitor (Pi)
yaitu kemungkinan penghambatan potensi senyawa
query. Jadi nilai Pa harus lebih besar dari Pi.

Potensi senyawa yang dicari tergantung dengan tujuan
penelitian, misalnya  untuk  sifat penghambat
pertumbuhan sel kanker maka potensi yang berhasil
diprediksi yaitu apoptosis agonist. Jadi masukkan
potensi tersebut pada fasilitas found pada browser
chrome atau mozilla, dengan cara menekan “ctrl + F".




e Berikut merupakan hasil analisis untuk mencari skor
senyawa daidzein yang berperan sebagai apoptosis
agonist. Penulis menggunakan browser Chrome.

[0.771]|0,014||TP53 expression enhancer -
|O__?56 |0=001. |R_ELA expression inhibitor
0,756(0,002[CYP1A1 inhibitor

[0.757/[0.004/[Alcohol dehydrogenase (NADP-) inhibitor
|D,?31 |0,002 ‘Quercet‘in 2,3-dioxygenase inhibitor
0.748(0.004 [UGT1A1 substrate

0.754/[0.011 [Apeptos:s agonist

0,751 |O.Dll |UDP—glucuronosyltransferase substrate
0.743(/0,004 Sulfotransferase substrate

[0.744/[0,007|[UGT 1A substrate

0,741 |0.005 P-benzoquinone reductase (NADPH) inhibitor
0.738([0.004||Aryl-alcohol dehydrogenase (NADP-) inhibitor |
10.755110.024 [Methvlenetetrahvdrofolate reductase (NADPH) inhibitor || ~

e Berdasarkan dari hasil yang telah diperoleh bahwa
senyawa daidzein memiliki nilai Pa sebesar 75,4% dan Pi
1,1%, dan bersifat sebagai apoptosis agonist. Jadi secara in
silico senyawa daidzein dapat berpotensi menjadi obat
kanker melalui mekanisme inisiasi apoptosis.

Setelah wuji potensi selesai maka dilanjutkan dengan
mengetahui kemungkinan prediksi efek samping dari senyawa
query dengan mennggunakan webserver PASS Online yang
memungkinkan kita melakukan uji tersebut.




e Geser kebawah jendela analisis uji potensi, kemudian klik
tulisan seperti gambar dibawah ini:

Click this place to view possible adverse & toxic effects

prediction is based on clinical manifestations, which are sometimes observed in a few or even in a single patient

e Kemudian akan muncul hasi prediksi efek samping, pilih
Pa>0,7 kemudian “Ok”, untuk memperoleh hasil prediksi
yang terbukti secara in silico maupun lab basah.
Pembacaan nilai probabilitas sama dengan uji
sebelumnya, namun jika nilai Pa lebih tinggi daripada Pi
maka dipastikan bahwa aktivitas efek samping yang
ditimbulkan semakin tinggi.

Click this place to view possible adverse & toxic effects

prediction is based on clinical manifestations, which are sometimes observed in a few or ever a single patient

All Pa=P Pa=03 ®Pa=07 |ok

| Pa | Pi | Activity

0,775 |[0.002 [Hypocalcaemic
0,778 |[0.008 [Hypothermic

0,783 0.044 | Shivering

0,715 0,005 Carcinogenic, group 3

Setelah dilakukan pengujian prediksi potensi dan efek
samping dari senyawa target, maka langkah selanjutnya yaitu
dilakukan simulasi 3D namun sebelum hal tersebut dilakukan,
maka kita membutuhkan struktur 3D dari masing-masing sampel
baik protein maupun senyawa target untuk dilakukan visualisasi
pada software PyMol. Jadi setelah ini akan dilakukan pemodelan
struktur 3D dari protein target. Protein target yang akan
dimodelkan yaitu Bcl-2 menggunakan webserver Swiss Model
dengan metode pemodelan homologi.







BAB 4. PEMODELAN PROTEIN




4.1 Konsep Dasar Pemodelan Homologi

Pemodelan protein merupakan proses dimana kita
mengkonstruksi struktur 3D protein dengan bantuan software
ataupun webserver dalam Bioinformatika, dahulu sebelum metode
pemodelan protein secara in silico ditemukan, para ilmuwan selalu
mengandalkan metode wetlab yaitu x-ray kristalografi dan nmr
untuk mengidentifikasi struktur kuartener protein. Namun, ketika
era human genome project (HGP) telah selesai banyak data-data
atau informasi Biologi dari organisme yang diperoleh seperti
sekuens protein dan DNA, hal tersebut menjadi latar belakang
lahirnya konsep pemikiran bagaimana cara mengkonstruksi model
protein secara komputasi dengan hasil tampilan representatif
daripada wetlab.

Pemodelan homologi merupakan metode pemodelan
protein target berdasarkan sekuens protein query yang kemudian
mengalami alignment dengan sekuens protein template, template
berfungsi sebagai cetakan struktur protein 3D yang dihasilkan.
Struktur protein target bersifat homolog yaitu berasal dua protein
(query dan template) yang memiliki kesamaan posisi residu asam
amino. Jadi struktur protein target yang dihasilkan dari metode
homology modeling dapat juga dikatakan bersifat conserve.
Pemodelan menggunakan metode ini dilakukan secara online yaitu
menggunakan webserver Swiss Model.

Pada tahap ini kita akan melakukan pemodelan protein Bcl-2
dari sekuens yang sebelumnya diperoleh dari database NCBI dengan
format FASTA, yang kemudian hasil pemodelan akan menunjukkan
tingkat similaritas model dengan protein cetakan (template) pada
database, semakin besar nilai similaritas maka semakin homolog
protein yang dimodelkan dengan template. Hasil pemodelan lebih
lanjutnya akan ditampilkan pada visualisasi struktur 3D dalam
software PyMol.




4.2 Swiss Model

Swiss Model merupakan salah satu webserver yang
menyediakan fasilitas untuk melakukan pemodelan protein
dengan metode pemodelan homologi, dengan cara kita hanya
diminta untuk memasukkan sekuens protein dengan format
FASTA kemudian akan mengalami proses running pemodelan
yang dijalankan oleh webserver tersebut. Swiss Model secara
open source dapat di akses melalui laman swissmodel.expasy.org.

4.2.1 Pemodelan protein target

e Akses webserver Swiss Model secara “open source” pada
laman swissmodel.expasy.org.

e Berikut merupakan tampilan “Home”, halaman depan
webserver Swiss Model. Pilih “Start Modeling” untuk
memulai tahap pemodelan protein target.

i 2= SWISS-MODEL

Welcome to SWISS-MODEL

Celebrating 25 years of SWISS-MODEL!

Thursday, 18th October in Basel

Details and registration




Masukkan sekuens protein target pada kotak yang telah
disediakan. Jika sampel sekuens sesuai dengan format
FASTA yang benar maka akan berwarna seperti yang
ditunjukkan pada gambar dibawah, untuk email dan
project title tidak wajib untuk diisi, setelah itu pilih

“Build Model” untuk menjalankan proses running
pemodelan pada webserver, dan ditunggu sebentar

karena proses pemodelan sedang berjalan.

Start a New Modelling Project @
Target Sequence

+ st i

Progect Title

Email

_ —

S5-MODEL server you agnee fo comply = and fo G fhe corespondiny

Start a New Modelling Project

Target Sequence G 7 | S Y R GV AR P EGARE S S [ 3.0E ST FRPRASROPVRET SFLOTFRAFGRAAGFALIFVE  r.

© FUWHLTLRCAGDOF SRS YRR IFAEMS S0l LT FF T AR ARFATVVEE LT ADGVNNGR IV AFFEF SGVMOVE SYNREMS FIVONTALEMTEY *

© LHBHLHTHI 0N GSHOA FVEL Y SR S L P SN S LR T LR T SN

Add Hetero Target  [ESETEN]

Search For Templates Build Model

waing the SHISS-MODEL ssnver jo J s il e povrean:

Project Title

Emai

€0 e S\WYISS-MODEL Madeing

Untitled Project c. ¥ 4
S m Lo

Maodel Results

Your models will appear hene when ready

Automaodel is FUnming - more models are sHT 10 be b for this project r('-




Pilih model protein yang dihasilkan dengan nilai
similaritasnya lebih tinggi dari 20% (lebih baik 80% ke
atas), karena akan memiliki kesamaan yang tinggi pada
protein template.

Berikut hasil pemodelan dari protein Bcl-2 pada Swiss
Model.

Model 01 -

Oligo-State Ligands GMQE QOMEAN
Monomer (matching prediction) Mone 053 48103
ﬁ‘f Global Cuality Estimate Local Cueality Estimate Comparison b
-
Template Seq ldentity Coverage Description
2048 1 A 45 59% Apoptosis regulator Bel-X b
Model- Template Alignment b
Oligo-State Ligands GMOE QMEAN
Monomer None .68 £
Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparisan .
aMean R 698 =L e T
Cp | M| g 242
j ——
Alaom [T W 251 Yy L i
Salvat Ur'. L I -1.01
Torsion [ Tl 586
Template Seq ldentity Coverage Description
1gjih.1.4 90.96% BN  PROTEIM (APOPTOSIS REGULATOR BOL-2 WITH PUTATIVE  +
FLEXIBLE LOOP REPLACED WITH A PORTION OF
APOPTOSIS REGULATOR BCL-X FROTEIN)

Hasil pemodelan menunjukkan bahwa sekitar 45,59%
pada model 2 dan 90,96% model 1 memiliki kesamaan
dengan template (ID PDB 1gjh pada rantai protein A).
Kita menggunakan model yang memiliki persentase lebih
tinggi yang mendekati 100%.

Setelah itu kita harus mengunduh struktur 3D hasil
pemodelan yaitu pada model 1 karena memiliki
persentase similaritas lebih tinggi dengan template.




e Berikut merupakan cara mengunduh model protein hasil
pemodelan pada webserver Swiss Model.

Oligo- State Ligands GMQE GMEAN

~ lianomer Naone 0.68 -6.98
h _..". Global Quality Estimais Local Quality Estimate Comparison -~
i 3 QMEAN . .-HH-‘! o ey Rl e P R il o .
{ T | cB 1 . LY j

Al Mnm.: B -251 SIpT
Sclvahon. [ l 1.01 "

Wocel BF - Torsion . W -5.96
& PDB Format
& mmCIF Format i e
) dentity Coverage Descripiion
& DeepView Format g% M | FROTEIN (APOPTOSIS REGULATOR BCL-2 WITH PUTATIVE ¥
& Model Report FLEXIBLE LOOP REPLACED WITH A PORTION OF

APGPTOSIS REGULATOR BCL-X PROTEINY

B PDB Format (Display)
B mmCIF Format [Display) Mignmant
&4 B Model Report (Display) _.lnuuvnmwm"uupmmsﬁte:nnusuwanﬂnn" 78

(IHYRLICRGYEWDAGD

IFFTARGRFATV ED '.1'!1}]'}:?:;'7-\..-_ 1

H & Send to SwissDock JHLTLEQAGEDE SARYRRDFAEHSSOLALTEE TARGRPATVVEE (PRDGVENGRIVAE ~'-
1 ALILROAGEDE SRR RROFAEHISOLAL as

e Protein model yang telah diunduh dapat diganti namanya
menjadi “Bcl-2", seperti gambar dibawah ini.

Bcl-2

Protein hasil pemodelan dapat ditampilkan dengan
struktur 3D yang menarik melalui software PyMol, dalam
software tersebut kita dapat juga melakukan seleksi beberapa
sisi-sisi fungsional protein target dengan cara memberi warna
atau struktur yang berbeda. Struktur protein untuk visualisasi
dasar dapat berupa cartoon dan rigid surface.




4.2.2 Visualisasi hasil pemodelan

e Buka software PyMol.

e Berikut tampilan splash screen PyMol ketika dibuka.

] 11
[T [ [ [ [ [ [E7 [ [F

e Kemudian pilih “File-Open-Pilih protein target-Open”,
protein target yaitu Bcl-2 hasil pemodelan pada
webserver Swiss Model.

F& The PyMOL Molecular Graphics System

Fle Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

tent call last):

iles (x \DeLano Scientific)PyMOL, /mo
Fil S6)\DeL 5 tif Pyt d

lizerlugins
Save Sesmon import__(mod_name)
s Files (x86)'\DeLano Scientific)PyMmOL/mod

Save Molecule, .. tess.CalledProcessError as e:
SaveImage As % |44 synrax '

Save Movie.... Vitialize plugin 'autodock'.

Log...
Besume...
Append...
Cose Log
Run...

Duit
Reinitialize

Skin L3




ditampilkan dengan
software PyMol.

Té Open x
<« + 4 4> ThisPC » Downloads ) 2 Downloa £
Organize »  Mew folder =~ 1 @

-~ L]
B This PC
J 30 Objects ¥ o
¥
I Desktop i I,.-
=| Documents
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= Pictures o J’.'.'ru o l’.:.
| | | |
m Videos i~ r r a
L Local Disk (C:)
— Local Disk (D:) 1gzh lova Bcl-2 cluster]_1
¥ Network
. % ¥ .
File name | Bel-2 \| Al Readable (.pdb,* pdb1,*.ccp
e Berikut tampilan protein Bcl-2 setelah berhasil

struktur dasar yaitu lines pada

T The PyMOL Molecdar Graghics Sysiem - o =
Be Edi Guid Meeie Display Seting Sgene Mouse Rinrd Bugn e
|| Reset | Zoom | Qwient [ orem By

PYMOL /TorU ] B8 BRE_EE STAr CURAUTO]
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| -:_'.-vvrlm\-| > | = | mcesr

Cormand Busidlesy
€1 expasy. org)
saded & “Bel-2°. -l

(s S




e Kita harus mengetahui bagaimana struktur protein
sekunder penyusun protein Bcl-2, untuk mendapatkan
tampilan struktur tersebut yaitu dengan cara pilih “all-H-
Lines-S-Cartoons”, untuk menampilkan struktur protein
sekunder dalam bentuk cartoon pada software PyMol.

everything

an

label
cell

e Berikut merupakan tampilan akhir dari protein target
dalam struktur cartoon.




Té The PyMOL Molecular Graphics System

Ble Edt Buld Move Deplay Settng Sgene Mguse Wiand  Plugn Hep

- ] b
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=| Reset | Zoom | orent | Dram | Ray
Ungick Deselsct | Rock | Getvew
cess,calledProcessErros as e I« | = | stop | pisy | > | 31 | seciesr
nvalid syntas Command Buder
ialize plugin 'autodeck.
SERWER (https:/ = |

wissmodel . expasy. org)
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Mengacu pada dasar teori bahwa bentuk protein
sekunder terdiri atas a-helix, f-sheet, dan loop. Agar kita
dapat membedakan bentuk tersebut dengan benar maka
harus dilakukan proses seleksi pewarnaan berdasarkan
protein sekunder yaitu pilih “all-C-by ss-pilih salah satu
warna yang disukai”, dengan begitu kita akan dapat
membedakan struktur protein sekunder penyusun Bcl-2
dengan sangat mudah.
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Berikut merupakan tampilan struktur protein hasil
seleksi pewarnaan struktur pada protein Bcl-2. Protein
tersusun atas struktur a-helix (merah) dan loop (hijau)
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e Selain itu kita dapat juga menampilkan surface dari
protein Bcl-2 yaitu dengan cara sebagai berikut yaitu “all-
H-cartoon-S-surface’, dengan begitu struktur surface
dari protein target dapat ditampilkan.

Hide:

everything

lines




e Berikut merupakan tampilan struktur protein Bcl-2 dalam
bentuk surface.
T The PyOL Molecular Geaphics System - a X

Ble Bdt Buld Move Qeplay Geiang  Sgene Mguse  lfigard  Flugin Heln

. 1 1 stoo | Py ol
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Setelah selesai dilakukan pemodelan dan analisis struktur

protein sekunder penyusun Bcl-2 maka tahap selanjutnya yaitu
molecular docking untuk mengukur aktivitas pengikatan dari
senyawa bioaktif terhadap protein target serta dilakukan
visualisasi interaksi kimia untuk mengetahui ikatan kimia yang
berkontribusi saat senyawa obat berikatan dengan protein

target.

Pada analisis molecular docking, senyawa bioaktif yang

dipakai harus lebih dari 1 atau 2, selain daidzein kita juga
menggunakan tambahan senyawa murni yaitu caffeine (1D

2519),

catechin (1D 9064), dan gingerol (1D 442793)







BAB 5. Molecular Docking




5.1 Konsep Dasar

Sebelumnya penelitian Bioinformatika hanya sekadar
sequencing, analisis kekerabatan, dan pemodelan struktur 3D.
Kegiatan tersebut menghasilkan banyak data-data hingga
jumlahnya mencapai ratusan ribu, seperti model struktur 3D dari
DNA, RNA, dan protein yang diperoleh dari metode NMR, X-Ray,
dan Kristalografi, kita dapat memperoleh dengan mudah
struktur 3D tersebut di biological database. Namun kegiatan
yang dilakukan para peneliti di bidang Bioinformatika tidaklah
sia-sia, hal tersebut justru memunculkan ide baru yang nantinya
dapat mendongkrak perkembangan di bidang Kedokteran.
E8lama ini banyak yang beranggapan bahwa desain obat hanya
dapat dilakukan secara in vitro maupun in vivo, namun seiring
dari perkembangan Bioinformatika yaitu melakukan desain obat
secara in silico Benggunakan metode computer-aided drug
design, semuanya dapat dilakukan dengan mudah dan biaya yang
sangat murah atau terjangkau.

Desain obat menggunakan tools analisis in silico secara
teknisnya sangatlah lebih mudah daripada kita mendesain obat
melalui wet lab. Namun perlu diingat bahwa hasil analisis in silico
merupakan predicted result, jadi kita tidak boleh mengeklaim
sebagai penemu suatu obat karena hasil in silico juga masih
harus dibuktikan kembali secara wetlab. Belajar mendesain obat
dengan metode in silico harus mempunyai keterampilan dalam
penyusun konsep, hal tersebut menjadikan tantangan tersendiri
bagi peneliti di bidang Bioinformatika.

Software yang digunakan untuk desain obat meskipun
prabayar ada beberapa software yang sifatnya open source,
seperti Autodock, Discovery Studio, dan PyRx. Metode analisis in
silico yang digunakan untuk mempelajari fenomena Medis
seperti interaksi antara molekul obafllengan protein target
adalah docking. Molecular docking itu sendiri merupakan salah
satu metode yang digunakan untuk menginteraksikan antara
molekul satu dan lainnya yang berbeda jenis untuk mengetahui
pengaruh interaksi tersebut secara komputasi. Praktikum ini
menggunakan tipe blind docking atau random docking dimana




tipe ini dapat digunakan untuk screening potensi dari senyawa
bioaktif, grid diarahkan ke seluruh bagian dari protein target
sehingga senyawa obat akan menempel di semua bagian.

Hasil dari molecular docking yaitu berupa kompleks
protein dan ligan, mode posisi pengikatan, dan binding affinity
(kcal/mol). Mode posisi pengikatan yaitu letak pengikatan ligan
yang menghasilkan energy binding yang berbeda pada domain
protein target, sedangkan binding affinity merupakan tingkatan
affinitas yang dihasilkan oleh senyawa query terhadap protein
target, semakin rendah nilai binding affinity semakin
memungkinkan terbentuknya kompleks protein dan ligan.
Software yang digunakan dalam praktikum ini adalah PyRx
dimana dalam software ini telah terintegrasi fasilitas software
Autodock, Vina, dan OpenBabel. Software ini cocok untuk
mensimulasikan docking karena mempunyai fitur yang lengkap.
Sedangakan untuk analisis interaksi protein dan ligan kita
menggunakan webserver Poseview (http://proteinsplus.zbh.uni-
hamburg.de/) untuk mengetahui posisi dan jenis residu asam
amino yang berinteraksi dengan ligan serta jenis interaksi kimia
yang berkontribusi dalam interaksi tersebut.




5.2 PyRx

PyRx salah satu software umum yang digunakan oleh
kebanyakan peneliti dalam bidang Bioinformatika untuk
melakukan simulasi docking, software ini bersifat open source
meskipun begitu terdapat pula yang prabayar. Software ini
merupakan hasil integrasi dari plugin Autodock dan Vina
sehingga software dapat digunakan untuk 2 jenis docking yaitu
general dan spesifik.

Namun dalam buku ini kita akan belajar terkait docking
general terlebih dahulu karena hanya sekadar untuk screening
potensi senyawa bioaktif dengan mengabaikan sisi fungsional
pada protein target. Sehingga kita hanya berfokus terhadap nilai
energi pengikatan yang dihasilkan oleh senyawa-senyawa
tersebut.

Docking merupakan peristiwa suatu molekul membentuk
kompleks makromolekul karena terjadi interaksi antara satu
dengan lainnya. Simulasi molecular docking bertujuan untuk
mengetahui energi ikatan yang terjadi ketika suatu molekul
berikatan dengan molekul lainnya, dalam workshop ini peserta
akan diajari mengenai docking yang digunakan sebagai screening
potensi senyawa bioaktif.




5.2.1 Simulasidocking

Senyawa target yaitu daidzein, gingerol, catechin, dan
caffeine yang diunduh dari database PubChem masih dalam
format .sdf sehingga perlu dilakukan proses minimasi atau

konversi menjadi .pdb terlebih dahulu.

e Software PyRx dibuka.

e Berikut merupakan tampilan splash screen PyRx
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e Minimasi senyawa kimia atau ligan dilakukan dengan cara
pertama pilih “Open Babel - Insert New Item - senyawa
target”, setelah itu sorot senyawa target kemudian “Klik
kanan - pilih minimize all".

vina Wizard ® AutoDock Wizard !oun Babel @ pythonShell | i Logger

View: Mo filter w Results: All 0 items |

Title Formula




S o aEME

Number ':'fﬂt"""ﬁ Insert new item i

Vina Wizard #® AutoDock Wizard % Open Babel | # pythonShel | i Logger
View: Mo fiter ~ Results: All 1items

Title Formula

2519 T
Meove to 3D Scene

Show Associated Data
Save As...

Minimize Selected
Minirnize All
Convert Selected to AutoDock Ligand (pdbgt)

Convert All to AutoDeck Ligand (pdbgt)
huteDock Wizard
r‘lh] Delete All
—

e Minimasi ligan telah selesai jika terdapat tampilan seperti
gambar dibawah ini. E= -122,4 Kj/mol merupakan energi
terendah yang memungkinkan ligan hasil minimasi dapat
menjadi fleksibel dan siap masuk tahap docking.

Vina Wizard % AutoDock Wizard % Open Ba
View: | No filter v

Tite
2519_mmffo94_E=-122.24




e Setelah melakukan minimasi, ligan dapat disimpan
dengan cara sorot sampel tersebut kemudian “Klik
kanan- save as - pilih format .pdb - masukkan nama
ligan - save”.

VinaWizard | % AutoDock Wizard 4% Open Babel | # pythonshel | & Logger
View:|No filter W Results: All 1items
Title Formula

2519_mmffa4_E=-122.24 rEIman
Maove to 3D Scene

Show Associated Data
Save As...

Minimize Selected
Minimize All

Convert Selected to AutoDock Ligand (pdbqt)

Convert All to AutoDock Ligand (pdb
PutoDock Wizard = (pdbat)

T ocetean S

MacroModel format (*.mmod)

Latihan Ball and Stick format (*.bs)
MacroModel format (*.mmd)
DneDrive Dock 3.5 Box format (*.box)
MSI BGF format (*.bgf)
[ his PC ViewMol format (*.vmol)

, Open Babel molecule report (*.molreport)
3D Objects | chemical Resource Kit diagram(2D) (*.crk2d)
~o GROMOS96 format (*.gr96)

, Gaussian 98/03 Input (*.com)

File name: Iy, - — (*.pdb)

Save as type: | Protein Data Bank format (*.pdb)

File name; | Caffeine_minimasi

Save as type: Protein Data Bank format (*.pdb)




Selanjutnya merupakan proses sterilisasi protein target
Bcl-2 agar terhindar dari kontaminan air ataupun ligan
yaitu dilakukan pada software PyMol, dengan cara pilih “A
- remove waters”. Setelah itu protein steril akan disimpan
dengan nama Bcl-2_steril untuk membedakan dengan
kontam dengan cara “File - save molecule - pilih Bcl-2-
Oke - beri nama - save”, sterilisasi ligan tidak dilakukan
karena tidak terdapat kontaminan ligan pada protein Bcl-
2 hasil pemodelan.

File Edit Buld Movie

Open... |
Save Session

Save Session As...
Save Image As L4
Save Movie,,,

7 Save — O X

Which object or selection would you like to save?

(o] ool

File name: | Bcl-2_steril

Save as type: | PDB File (*.pdb)




Setelah proses minimasi ligan dan sterilisasi protein
selesai maka dilakukan proses simulasi docking yaitu dengan
cara sebagai berikut :

e Buka kembali software PyRx, pilih “Vina Wizard”
kemudian start.

Vina Wizard | % AutoDock Wizard 4 OpenBabel ™ PpythonShel | i) Logger
1

¢ StartHere . SelectMolecules RunvVina [ Analyze Results

This wizard will guide you through setting up and running AutoDodk Vina.

Vina Execution Mode
(®) Local {using C:\Program Files (x86) \PyRx\vina.exe) Cluster (Portable Batch System)

Chck on Start button to begin —>

Start




Pilih “Add Ligand” untuk memasukkan ligan atau
senyawa targt dan “Add Macromolecule” untuk protein
Bcl-2 (harus yang steril), tentu semua sampel yang
dimasukkan telah berformat .pdb. Setelah itu blok
semuanya dan pilih “Forward".

Biasanya software akan eror ketika kita mengeblok semua
sampel, tetapi jangan khawatir setelah membuka PyRx
lagi kita tidak akan melakukan proses pemasukkan
sampel kembali dan kita dapat langsung masuk ke tahap
selanjutnya.

Mo ligand selected. | Mo macromolecule selected.

+J] Add Ligand | *[] Add Macromolecule

Tampilan bila semua sampel protein dan ligan telah
berhasil dimasukkan, namun belum diblok.

> Ligands

> Macromolecules

YW Caffeine_minimasi.pdbqt
.F Catechin_minimasi.pdbgt
--"F Daidzein_minimasi.pdbgqt
%7 Gingerol_minimasi.pdbqt

+-F7 Bcl-2_steril




e Tampilan bila semua sampel protein dan ligan telah
diblok.

Navigator B8
W Molecules % AutoDock | MATVIK )= Mayavi

> Ligands
. 4F Caffeine_minimasi.pdbqt

- Catechin_minimasi.pdbqt

W’ Daidzein_minimasi.pdbgt
~.5F Gingerol_minimasi.pdbqt

Wl Bcl-2_steril A

4

~N

Back Forward

e Setelah itu dilakukan proses pengaturan grid (kotak
docking), karena tujuan kita dari awal ingin melakukan
docking general maka grid dapat diatur menjadi maksimal
dengan cara memilih “maximize”.

Vina Search Space
Center X:2,3018 Y:-3.7431 Z:0.6783
Dimensions (Aﬁh'om) X:25 Y:25 Z:25

Reset Maximize




Tampilan posisi grid awal.

- —

SAG¥t

Posisi akhir grid setelah diatur maksimum.

Pengaturan posisi grid bertujuan untuk mengarahkan
semua sampel ligan agar berikatan pada domain protein,
jika spesifik maka grid diarahkan pada sisi tertentu.




e Setelah itu pilih “Run Vina”, untuk memulai proses
running docking.

Ligand Progress

M Catechin_minimasi
M Daidzein_minimasi
M Gingerol_migimasi

Select {2\ Run vina

4 ligand(s) in the list for virtual screening with Bcl-2_steril. Click Forward to Run Vina.

e Tunggu beberapa saat.
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e Berikut merupakan hasil skor energi pengikatan senyawa
bioaktif yang telah dilakukan docking terhadap protein

Bcel-2.

Ligand
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi
Bd-2_steril_Caffeine_minimasi

Binding Affinity (kcal /mol)

-5.1
5.1
4.9
-4.8
-4.8
4.7
4.7
4.7

Bd-2_steril_Catechin_minimasi

Bd-2_steril_Catechin_minimasi
Bd-2_steril_Catachin_minimasi
Bd-2_steril_Catechin_minimasi
Bd-2_steril_Catechin_minimasi
Bd-2_steril_Catechin_minimasi
Bd-2_steril_Catechin_minimasi
Bd-2_steril_Catechin_minimasi

Bd-2_steril_Catechin_minimasi

6.9
6.3
6.4
6.4
6.3
6.3
6.2
6.2

6.2

Bcl-2_steril_Daidzein_minimasi

Bdl-2_steril_Daidzein_minimasi
Bd-2_steril_Daidzein_minimasi
Bd-2_steril_Daidzein_minimasi
Bel-2_steril_Daidzein_minimasi
Bd-2_steril_Daidzein_minimasi
Bd-2_steril_Daidzein_minimasi
Bdl-2_steril_Daidzein_minimasi
Bd-2_steril_Daidzein_minimasi

6.4
6.3
6.3
6.2
6.2
6.2
6.1
6.0
-6.0




Bd-2_stenl_Gingerol_minimasi 4.9
Bd-2_steril_Gingerol_minimasi 4.8
Bd-2_steri_Gingerol_minimasi 4.8
Bd-2_steri_Gingerol_minimasi 4.6
Bd-2_steril_Gingerol_minimasi 4.6
Bd-2_steril_Gingerol_minimasi 4.6
Bd-2_steri_Gingerol_minimasi 4.6
Bd-2_steril_Gingerol_minimasi 4.6
Bd-2_steril_Gingerol_minimasi 4.5

Hasil docking pada software PyRx menunjukkan bahwa
senyawa catechin memiliki energi pengikatan yang lebih
kuat dibandingkan senyawa lainnya.

General docking dilakukan dengan tujuan untuk
melakukan screening potensi dari sebuah senyawa
bioaktif terntentu tanpa membandingkan dengan molekul
obat kontrol.

Jadi senyawa tersebut diprediksikan lebih berpengaruh
terhadap protein Bcl-2 dibandingkan senyawa lainnya
ketika berikatan (untuk menentukan sifat pengaruhnya
misal menghambat aktivasi Bcl-2 harus dilakukan docking
spesifik dengan dibandingkan energi pengikatannya pada
molekul obat kontrol atau meninjau daerah
autoforforilasi yang merujuk pada literatur).

Jadi senyawa yang akan memasuki tahap analisis
selanjutnya adalah catechin, untuk menyimpan senyawa
hasil docking yaitu dengan cara “Sorot nama senyawa -
klik kanan - Save as PDB - beri nama, misalnya
catechin_dock - Save”.




Mavigator 8

W Molecules 7} AutoDock MTVIK )= Mayavi

d

i & Bd-2_steri

T & Bd-2_steril_Caffeine_minimasi

[ /& Bd-2_steril_Catechin minimasi

,- #& Bd-2_steril_Daidzeir Display ’

+ /& Bd-2_steril_Gingero AutoDock >
Save as PDB
Remove

File name: | Catechin_dock.pdb

Save as type: | All files ()

5.2.4 Visualisasi hasil docking
e Setelah senyawa hasil docking disimpan maka diperlukan
tahap lanjutan untuk melakukan visualisasi hasil dengan

tampilan lebih menarik pada software PyMol.

e Software PyMol dibuka




e Buka dua sampel secara langsung yaitu hasil docking dan
protein steril.

l 74 The PyMOL Molecular Graphics System

File Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

I ent call last):

Files (x86)‘DeLano Scientific)PyMOL/mody
- " jzePlugins

Save Session mport__(mod_name)

¥ Save Session As... Files (x86)‘\DeLano Scientific\PyMOL/mody
Save Molecule... ess.CalledProcessError as e:
A
SaveImageAs  * |id syntax
I Save Movie... itialize plugin ‘"autodock®’.
=
MName Date modified Type
? Bcl-2_steril 26/10/2018 18:36 PDE File
Caffeine_CID_2519 26/10/2018 18:11 BIOVIA Discovery ...
®| Caffeine_minimasi 26/10/2018 18:45 PDB File
Catechin_CID_9064 26/10/2018 18:11 BIOVIA Discovery ...
!k_ Catechin_dock 26/10/2018 20:07 PDB File
W Catechin_minimasi 26/10/2018 18:49 PDE File
Daidzein_CID_5281708 23/10/2018 14:43 BIOVIA Discovery ...
* Daidzein_minimasi 26/10/2018 18:51 PDE File
Gingerol_CID_442793 26/10/2018 18:10 BIOVIA Discovery ...
| Gingerol_minimasi 26/10/2018 18:52 PDE File
< >
ame: | “Bcl-2_stenl" "Catechin_dock" ~ | |All Readable (*.pdb,*.pdb1,*.cc| ~




e Sehingga akan muncul tampilan seperti gambar dibawah.

e Jadi selanjutnya, untuk memperjelas tampilan visualisasi
agar kita mengetahui daerah interaksi antara ligan
dengan protein target pada software PyMol dapat

dilakukan dengan cara pilih menu “All - A - preset - ligan
site- cartoon”.

all

cl-E_staril. A
Catechi n_dock




cl -2_ste
Catechin_

Ligand Sites:

Domain
Interaksi
Kimia

Domain
Protein




Meski tampilan tersebut tergolong menarik tetapi kita
tidak dapat melihat jenis-jenis atom penyusun ligan yang
berinteraksi dengan residu asam amino posisi spesifik
pada protein target oleh karena itu harus dilakukan
analisis lanjutan untuk mengetahui interaksi antara
protein dengan ligan.

Sampel harus disimpan dengan penyimpanan yang mirip
diajarkan pada langkah sebelumnya namun saat “save
molecule” nama senyawa ligan dan protein target
keduanya harus disorot dengan menekan tombol “ctrl”

74 Save — O X
Which object or selection would you like to save?

Bd-2_steril
Catechin_dock

polar_contacts

OK Cancel |




5.3 PoseView

PoseView sebenarnya sebuah tools dari webserver
ProteinsPlus yang digunakan untuk memprediksi dan melakukan
visualisasi interaksi kimia antara protein dengan ligan secara 2D,
interaksi kimia yang ditampilkan oleh pada PoseView yaitu
hidrogen, hidrofobik, dan kovalen.

5.2.5 Interaksi protein-ligan

e Akses webserver ProteinPlus pada laman

http://proteins.plus

e Berikut merupakan tampilan halaman depan.

b Y

l"‘.I-.'.‘ i

E LA

» p 0 N F = Filg |1

Vi I B Upload Protein (PDA farmat noos
W MAl R EI S - foks 1
# Upload Ligand  (SOF fermatl: | Choose: File | Mo file chose
h:“.

¥ PLUS

e Upload sampel dengan cara memilih “Choose File”, pada
bagian “Upload Protein".

e Sampel yang di-upload harus berisi protein dan ligan yang
telah berikatan.

e Berikut contoh format sampelnya.

*\Q—E_steril

» Bcl-2_steril_Catechin_dock
Caffeine_CID_2519




e Berikut contoh jika sampel telah berhasil di-upload pada
webserver. Kemudian pilih “Go”.

PDB-Code or search term:

P
&
® upload Ligand (SDF format): | Choose File |Mo file chosen

Upload Protein (PDB format): | Choose File | Bcl-2_steril_C..chin_dock.pdb

he

e Klik gambar struktur 2D senyawa, agar memudahkan
webserver untuk mendeteksi letak posisi ligan kita.

Ligands Pockets

Ligands
uc_ 10




Contoh tampilan visualisasi jika kita telah mengklik
gambar 2D dari senyawa yang akan diprediksi interaksi
kimianya dengan protein target.

Domain
Protein

Pilih PoseView.

Protoss Hydrogen prediction
DoG5iteScorer Binding site detection

PoseView 2D interaction diagrams

SIEMA Structure ensemble assembly

HyPPI Protein—protein interactions classification

EDIA Structural quality elucidation

METALIzer Metal complex geometry prediction
ActivityFinder Protein-ligand affinity data (ChEMBL link

StructureProfiler Protein-ligand complex profiling




e Klik kembali gambar struktur 2D senyawa.

e Jika sudah maka akan muncul nama senyawa tersebut
pada kotak yang awalnya kosong, untuk melakukan
running pilih “calculate”.

PoseView
PoseView automatically creates two-dimensional diagrams of complexes with known 3D
structure according to chemical drawing conventions. [+
Settings Y
Ligands € UG
Set your Ligand by clicking on the left Tab or by entering
ts Name
e Tunggu sebentar.

Calculation in progress...

When the job is finished, the results will be shown automatically. The typical computing time

for this job is about 4 seconds. If you want to leave the page now and access your results

later, you can copy this link.




Hasil analisis pada PoseView.

Result

Catechin H

HO O Interaksi
Hidrofobik

Residu
Asam Amino

Domain
Bcl-2

R=— 0 Ikatan
\—</ Hidrogen
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