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ABSTRAK

Sebuah protein hemofor yang dihasilkan oleh Pseudomonas aeruginosa (HasAp) dapat mengikat
beberapa senyawa kompleks logam selain Protoporfirin-IX (heme). Struktur kristal dari protein HasAp yang
mengandung senyawa kompleks logam hanya menunjukkan sedikit perubahan pada keseluruhan struktur
protein HasAp. Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Fe-mesoporfirin-IX (Fe-MPIX) mampu menghambat protein HasAp
yang terikat heme sebagai sumber zat besi. Pada penelitian ini akan dilakukan identifikasi, evaluasi, dan
eksplorasi terhadap mekanisme aksi dari senyawa Fe-Pc dan Fe-MPIX terhadap protein HasAp, serta
mengamati pengaruhnya pada bagian sisi aktif protein HasR dengan menggunakan studi in silico. Simulasi
penambatan molekuler berbasis protein-ligan dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak MGLTools 1.5.6
yang dilengkapi dengan Auto Dock 4.2 untuk mengamati afinitas dan interaksi molekuler yang terbentuk antara
molekul senyawa Fe-Pc dan Fe-MPIX terhadap makromolekul protein HasAp. Kemudian dilakukan simulasi
penambatan molekuler berbasis protein-protein terhadap sistem kompleks protein-ligan untuk mengamati
pengaruhnya terhadap area pengikatan dari makromolekul protein HasR denganmenggunakan perangkat lunak
PatchDock. Hasil simulasi penambatan molekuler berbasis protein-ligan menunjukkan bahwasenyawa Fe-MPIX
memiliki afinitas yang lebih baik dari senyawa Fe-Pc pada makromolekul protein HasAp-FeMPIX, dengan nilai
energi bebas ikatan masing-masing —65,73 kJ/mol dan —63,97 kJ/mol. Kemudian, hasil simulasi penambatan
molekuler berbasis protein-protein antarakompleks senyawa Fe-MPIX dan protein HasAp-FeMPIX terhadap
protein HasR memiliki nilai atomic contact energy (ACE) paling positif, yaitu 1051,44 kJ/mol. Perbedaan
ukuran struktur molekul senyawa terbukti mampu mempengaruhi mekanisme aksi terhadap protein target.
Dengan demikian, diperlukan kehati-hatian dalam mendesain molekul senyawa inhibitor dari protein HasAp
secara in silico.

Kata kunci: Fe-ftalosianina, Fe-mesoporfirin-IX, protein HasAp, protein HasR, Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

A hemophore protein produced by Pseudomonas aeruginosa (HasAp) can bind several metal complex
compounds besides Protoporphyrin-IX (heme). The crystalline structure of the HasAp protein-containing metal
complex compounds shows only slight changes in the overall structure of the HasAp protein. Fe-phthalocyanine
(Fe-Pc) and Fe-mesoporphyrin-IX (Fe-MPIX) can inhibit heme-bound HasAp proteins as a source of iron. In this
research, identification, evaluation, and exploration of the mechanism of action of Fe-Pc and Fe-MPIX
compounds on HasAp protein were performed, as well as observing their effects on the active site of HasR
protein through in silico studies. Protein-ligand docking simulations were conducted using MGLTools 1.5.6
software with Auto Dock 4.2 to observe the affinity and molecular interactions formed between molecules of Fe-
Pc and Fe-MPIX compounds on HasAp protein macromolecules. Then a protein-protein docking simulation was
performed on a protein-ligand complex system to observe its effect on the binding area of the HasR protein
macromolecules using Patch Dock software. Protein-ligand docking simulation results showed that the Fe-MPIX
compound had a better affinity than the Fe-Pc compound in HasAp-FeMPIX protein macromolecules, with
binding free energy values of —65,73 kJ/mol and —63,97 kJ/mol, respectively. Then, the simulation results of
protein-protein docking between the complexes of Fe-MPIX compound and HasAp-FeMPIX protein to HasR
protein had the most positive atomic contact energy (ACE) score, with the value of 1051,44 kJ/mol. The
difference in molecular structure size of compound could influence the mechanism of action on target proteins.
Therefore, caution was needed in designing inhibitor compound molecules from HasAp protein through in silico.
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PENDAHULUAN

Protein hemofor HasA disekresikan oleh
beberapa bakteri patogen seperti Pseudomonas
aeruginosa (Letoffe, Redeker, &Wandersman,
1998), Serratia marcescens (Ghigo, Letoffe,
&Wandersman, 1997), Pseudomonas
fluorescens (Idei et al., 1999), dan Yersinia
pestis (Letoffe, Omori, &Wandersman, 2000;
Kumar er al., 2013). Di bawah kondisi rendah
zat besi yang ditemukan dalam sel hewan,
bakteri patogen ini mengeluarkan HasA untuk
menangkap Protoporfirin-IX (heme) dari
inangnya sebagai sumber zat besi (Letoffe,
Ghigo, &Wandersman, 1994). Heme yang
ditangkap oleh HasA kemudian dipindahkan
ke protein hemofor membran luar spesifik
yang disebut HasR (Letoffe et al., 2001).
Protein hemofor HasA telah banyak menarik
perhatian karena kemampuannya dalam
mencapai  target  hemoprotein  seperti
hemoglobin dan berfungsi untuk transfer heme
dari HasA ke HasR (Krieg et al., 2009).
Struktur kristal dalam bentuk hemofor yang
terikat heme (bentuk holo) dari Serratia
marcescens (HasAsm) pertama kali ditemukan
oleh Arnoux et al. Struktur keseluruhan dari
HasAsm yang terikat pada heme menyerupai
“seekor ikan yang menggigit heme” (Arnoux
et al., 1999). Selanjutnya, Alontaga et al.
melaporkan struktur kristal hemofor dari
Pseudomonas aeruginosa (HasAp). Struktur
kedua hemofor bakteri patogen ini pada
dasarnya identik (Alontaga et al., 2009).

Mode pengikatan heme yang unik ini,
seperti sepasang pinset yang mencengkeram
heme, menunjukkan bahwa senyawa kompleks
logam dengan struktur berbeda dengan heme
dapat diikat oleh protein HasA (Jepkorir et al.,
2010). Selain itu, senyawa kompleks logam
yang relatif besar dapat memasuki area
pengikatan dari heme. Akan tetapi, diperlukan
penyelidikan lebih lanjut apakah HasA dapat
menangkap senyawa kompleks logam selain
heme serta bagaimana pengaruhnya terhadap
transfer heme dari HasA ke HasR (Shirataki et
al., 2014). Protein hemofor dari Pseudomonas
aeruginosa (HasAp) telah terbukti dapat
menangkap beberapa senyawa kompleks
logam seperti Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Fe-
mesoporfirin-IX (Fe-MPIX) serta mampu
menghambat  pertumbuhan  Pseudomonas
aeruginosa (Satake et al., 2007).Dengan
demikian, maka diperlukan identifikasi,
evaluasi, dan eksplorasi secara molekuler
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untuk membandingkan kemampuan Fe-Pc dan
Fe-MPIX dalam berinteraksi dengan HasAp
secara in silico.

MATERI DAN METODE

Bahan

Penelitian ini menggunakan bahan yang
meliputistruktur kristal makromolekul protein
HasAp yang membentuk kompleks dengan Fe-
ftalosianina (Fe-Pc) dan Fe-mesoporfirin-IX
(Fe-MPIX), serta struktur kristal
makromolekul ~ protein ~ HasR.  Ketiga
makromolekul protein tersebut diperoleh dari
web Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb) dengan kode PDB
masing-masing adalah 3W8O (Shirataki ef al.,
2014), 3WAH (Shirataki et al., 2014), dan
3CSL (Krieg et al., 2009). Penelitian ini
menggunakan molekul senyawa uji yang
meliputi Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Fe-
mesoporfirin-IX (Fe-MPIX) yang memiliki
aktivitas terhadap makromolekul protein
HasAp serta telah dibuktikan pada penelitian
sebelumnya.

Peralatan

Penelitian ini menggunakan perangkat
lunak yang meliputi Sistem Operasi Windows
10 dan Linux Ubuntu 18.10, MGL Tools 1.5.6
yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2,
PachDock, Chimera 1.14, dan BIOVIA
Discovery Studio 2020. Penelitian ini
menggunakan perangkat keras yang meliputi
komputer yang memenuhi  spesifikasi
diantaranya processor Intel (R) Core i3-6100
CPU @ 2.30GHz (4 CPUs), memory 4096 MB
RAM, Harddisk 320GB, dan VGA Intel HD
Graphics 520.

Cara Kerja
Preparasi Makromolekul Protein HasAp
Struktur kristal makromolekul protein
HasAp yang telah diunduh dari web Protein
Data Bank selanjutnya dipreparasi terlebih
dahulu. Preparasi makromolekul protein ini
dilakukan dengan menghilangkan molekul air
dan ligan alami, kemudian dilanjutkan dengan
menambahkan atom hidrogen polar dan
menghitung  muatan  parsial ~ Kollman
(Kurniawan et al., 2018). Tahapan preparasi
ini dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak BIOVIA Discovery Studio 2020 dan
MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan
AutoDock 4.2.
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Preparasi Molekul Senyawa Uji

Dalam penelitian ini struktur molekul
senyawa uji yang digunakan adalah Fe-Pc dan
Fe-MPIX vyang telah dipisahkan dari
makromolekul protein HasAp. Molekul
senyawa ini kemudian dipreparasi dengan
penambahan atom hidrogen dan menghitung
muatan parsial  Gasteiger(Forli et al.,
2016).Preparasi  ini  dilakukan = dengan
menggunakan perangkat lunak MGLTools
1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2.

Simulasi Penambatan Molekuler Berbasis
Protein-Ligan

Simulasi penambatan molekuler
berbasis protein-ligan dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak MGLTools
1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2.
Jarak antara bagian permukaan makromolekul
protein dan molekul senyawa uji dibatasi
dengan radius maksimum 0,375 A. Semua
simulasi dilakukan menggunakan ukuran grid
box 64 x 60 x 60. Kemudian dipilih metode
Lamarckian Genetic Algorithm dengan 100
konformasi (Morris et al., 1998). Tujuan
dilakukan  simulasi ini adalah  untuk
mengamati, mengidentifikasi, dan
mengeksplorasi  afinitas  dan  interaksi
molekuler yang terjadi antara makromolekul
protein HasAp dengan molekul Fe-Pc dan Fe-
MPIX.

Preparasi Makromolekul Protein HasR
Struktur kristal makromolekul protein
HasR yang telah diunduh dari web Protein
Data Bank kemudian dipreparasi terlebih
dahulu. Preparasi makromolekul protein HasR
dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak BIOVIA Discovery Studio 2020 dan
MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan
AutoDock 4.2. Tahapan preparasi
makromolekul protein ini dilakukan dengan
menghilangkan molekul air dan ligan alami,
kemudian dilanjutkan dengan menambahkan
atom hidrogen polar dan menghitung muatan
parsial Kollman (Kurniawan et al., 2018).

Simulasi Penambatan Molekuler Berbasis
Protein-Protein

Simulasi penambatan molekuler
berbasis protein-protein dilakukan untuk
mengidentifikasi dan mengevaluasi afinitas
dan interaksi molekuler yang terbentuk antara
kompleks HasAp-ligan dengan makromolekul

protein HasR dengan menggunakan perangkat
lunak  PatchDock. Jarak antara bagian
permukaan  makromolekul protein  dan
kompleks ligan-HasAp dibatasi dengan radius
maksimum 4.0 A. Simulasi penambatan
molekuler ini menggunakan parameter dengan
berdasarkan pada representasi bentuk molekul,
bagian sisi aktif pengikatan makromolekul
target, serta pemilihan dan penilaian. Simulasi
ini juga dilakukan secara efisien tanpa adanya
ikatan antar molekul yang bersifat rigid
(Aruleba et al., 2018).

Analisis Hasil Simulasi Penambatan
Molekuler

Hasil dari  simulasi  penambatan
molekuler berbasis protein-ligan dan berbasis
protein-protein kemudian diidentifikasi dan
dievaluasi afinitasnya, masing-masing
berdasarkan nilai energi bebas ikatan dan
atomic contact energy (ACE) (Prabhu dan
Rajeswari, 2016). Interaksi molekuler yang
terbentuk selanjutnyadiamati dan dieksplorasi
dengan menggunakanperangkat lunak BIOVIA
Discovery Studio 2020, terutama residu asam
amino yang berperan pada bagian sisi aktif
makromolekul protein target.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini akan dilakukan
identifikasi, evaluasi, dan eksplorasi terhadap
mekanisme aksi dari dua molekul senyawa
kompleks besi ((Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan
Fe-mesoporfirin-IX  (Fe-MPIX)) terhadap
makromolekul protein HasAp, serta
mengamati kemampuannya dalam mentransfer
makromolekul protein HasAp ke bagian sisi
aktif pengikatan dari makromolekul protein
HasR secara in silico. Adapun tahapan utama
dari penelitian ini yaitu meliputi simulasi
penambatan molekuler berbasis protein-ligan
(antara protein HasAp dengan Fe-Pc dan Fe-
MPIX) dan simulasi penambatan molekuler
berbasis protein-protein (antara kompleks
HasAp-ligan dengan protein HasR).

Struktur makromolekul protein HasAp
digunakan sebagai reseptor target untuk
molekul senyawa uji Fe-Pc dan Fe-MPIX.
Makromolekul protein ini dipreparasi terlebih
dahulu dengan menghilangkan molekul air dan
ligan alami, kemudian dilakukan penambahan
atom hidrogen polar, dan perhitungan muatan
parsial Kollman dengan menggunakan
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perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang
dilengkapi dengan AutoDock 4.2. Preparasi
makromolekul protein ini bertujuan untuk
memastikan agar terbentuk interaksi molekuler
yang stabil pada bagian sisi aktif dari
makromolekul protein HasAp pada tahapan
simulasi penambatan molekuler berbasis
protein-ligan.

Molekul senyawa uji Fe-Pc dan Fe-
MPIX yang telah dipisahkan dari masing-
masing makromolekul protein HasAp terlebih
dahulu dipreparasi dengan menambahkan atom
hidrogen dan menghitung muatan parsial
Gasteiger dengan menggunakan perangkat
lunak MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi
dengan AutoDock 4.2. Preparasi molekul
senyawa uji ini dilakukan dengan tujuan agar
kedua molekul senyawa uji mendekati keadaan
aslinya dan mampu membentuk ikatan
kompleks yang stabil dengan bagian area sisi
aktif pengikatan dari makromolekul protein
HasAp pada tahapan simulasi penambatan
molekuler berbasis protein-ligan.

Simulasi penambatan molekuler
berbasis  protein-ligan  dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak MGLTools

1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2
untuk mengamati afinitas paling baik diantara
kedua molekul senyawa wuji. Kemudian
dilakukan juga identifikasi, evaluasi, dan
eksplorasi terhadap interaksi molekuler yang
terbentuk pada bagian sisi aktif makromolekul
protein HasAp. Model pengikatan protein-
ligan dengan konformasi terbaik dipilih dan
dibandingkan berdasarkan nilai energi bebas
ikatan. Data hasil simulasi penambatan
molekuler yang terdapat pada Tabel 1,
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang
signifikan pada kedua molekul senyawa uji
saat berinteraksi dengan makromolekul protein
HasAp-FePc. Akan tetapi, hal berbeda terjadi
ketika molekul senyawa uji membentuk
kompleks dengan makromolekul protein
HasAp-FeMPIX, senyawa Fe-MPIX memiliki
afinitas yang lebih baik, yaitu dengan nilai
energi bebas ikatan adalah —65,73 kJ/mol.
Berdasarkan fenomena ini dapat diprediksi
bahwa senyawa kompleks logam dengan
ukuran  struktur  yang  relatif = besar
mampumenempati area  pengikatan  dari
makromolekul protein HasAp.

Tabel 1. Nilai Energi Bebas Ikatan Hasil Simulasi Penambatan Molekuler Berbasis

Protein-Ligan.

Energi bebas ikatan (kJ/mol)

Senyawa uji

Protein HasAp-FePc

Protein HasAp-FeMPIX

Fe-ftalosianina (Fe-Pc)
Fe-mesoporfirin-IX (Fe-MPIX)

-68,45 -63,97
-68,24 —-65,73

Pengamatan lebih lanjut dilakukan terhadap
visualisasi dari kompleks molekul senyawa Fe-
Pc dan Fe-MPIX terhadap makromolekul
protein HasAp-FeMPIX. Sebagaimana yang
ditunjukkan oleh Gambar 1, dapat diamati
bahwa kedua molekul senyawa uji memiliki
konformasi yang identik padabagian sisi aktif
pengikatan dari makromolekul protein HasAp-
FeMPIX. Kemudian, apabila diidentifikasi
berdasarkan  interaksi  molekuler  yang
terbentuk, senyawa Fe-MPIX  memiliki

interaksi  yang lebih  banyak apabila
dibandingkan senyawa Fe-Pc. Interaksi yang
terbentuk antara senyawa Fe-MPIXdengan
protein HasAp-FeMPIX terdiri dari 34
interaksi yang meliputi 9 ikatan hidrogen
(dengan His32, Gly35, Tyr75, His83, dan
Argl29), 23 interaksi hidrofobik (dengan
Val37, Phe46, Phe51, Tyr56, Tyr75, Leu77,
His83, Leu85, His134, Tyr138, dan Metl41),
dan 3 interaksi elektrostatik (dengan His83 dan
Argl29).
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Gambar 1. Konformasi Fe-ftalosianina (Fe-Pc) (hijau) dan Fe-mesoporfirin-IX (Fe-MPIX) (merah)
pada Sisi Aktif Makromolekul Protein HasAp-FeMPIX

Sementara, interaksi yang terjadi antara
senyawa Fe-Pc dengan protein HasAp-
FeMPIX hanya mampu membentuk 26
interaksi yang terdiri dari 6 ikatan hidrogen
(dengan His32 dan Tyr75), 18 interaksi
hidrofobik (dengan His32, Pro34, Val37,
Tyr75, His83, Leu85, Vall37, Tyrl38, dan
Metl141), dan 1 interaksi elektrostatik (dengan
His32). Menariknya, senyawa Fe-Pcini

memiliki 1 ikatan pada logam besi (Fe), yaitu
dengan residu asam amino Tyr75 (Gambar 2).
Fenomena dari hasil penambatan molekuler
berbasis protein-ligan ini perlu dieksplorasi
lebih lanjut untuk mengevaluasi kemampuan
kedua sistem kompleks protein-ligan terhadap
kemampuannya dalam berinteraksi dengan
protein HasR.

Gambar 2. Interaksi Molekuler yang Terbentuk terhadap Logam Besi (Fe) pada Senyawa Fe-
ftalosianina (Fe-Pc).

Selanjutnya, dilakukan simulasi
penambatan molekuler berbasis  protein-
proteinterhadap kedua kompleks protein-
ligandan makromolekul HasR menggunakan
perangkat lunak PatchDock. Pose pengikatan
protein-protein dengan konformasi terbaik
hasil penambatan molekuler dipilih dan
dibandingkan berdasarkan nilai atomic contact
energy (ACE). Data hasil simulasi penambatan
molekuler yang terdapat pada Tabel 2

menunjukkan bahwa kompleks Fe-MPIX dan
HasAp-FeMPIX memiliki nilai ACE paling
positif sebesar 1051,44 kJ/mol. Fenomena
tersebut membuktikan bahwa senyawa Fe-
MPIX mampu menghambat secara lebih kuat
terjadinya ikatan terhadap makromolekul
protein HasR sehingga proses persinyalan pada
Pseudomonas  aeruginosa  tidak  dapat
diteruskan.
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Tabel 2. Nilai Atomic Contact Energy (ACE) Hasil Simulasi Penambatan Molekuler Berbasis
Protein-Protein.

Kompleks ligan-protein

Nilai atomic contact energy (ACE) (kJ/mol)

Fe-ftalosianina (Fe-Pc) + HasAp-FeMPIX

Fe-mesoporfirin-IX (Fe-MPIX) + HasAp-FeMPIX

614,88
1051,44

Oleh karena itu, dalam penelitian ini
terbukti bahwa perbedaan ukuran struktur
molekul senyawa uji yang terikat pada
makromolekul protein ~ HasAp  dapat
berpengaruh terhadap afinitas dan interaksi
molekuler yang akan terbentuk dengan
makromolekul protein HasR.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini telah dilakukan
identifikasi, evaluasi, dan eksplorasi terhadap
mekanisme aksi dari molekul senyawa Fe-
ftalosianina (Fe-Pc) dan Fe-mesoporfirin-IX
(Fe-MPIX) terhadap makromolekul protein
HasAp, serta pengaruhnya terhadap
makromolekul protein HasR. Perbedaan
ukuran  struktur molekulterbukti mampu
mempengaruhi afinitas senyawa uji sehingga
akan berpengaruh terhadap kemampuan
kompleks protein-ligan dalam berinteraksi
dengan protein HasR yang berperan sebagai
pengaturpersinyalan ~ pada  sel  bakteri
Pseudomonas aeruginosa. Dengan demikian,
diperlukan kehati-hatian dalam mendesain dan
mengembangkan struktur molekul senyawa
inhibitor makromolekul protein HasAP secara
insilico.
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