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ABSTRACT

Changes in the genetic code can trigger changes in the function of the proteins it produces. Genetic 
changes that commonly occur in the form of single nucleotide polymorphism such as in the aquaporin group 
gene (AQPs) which play an important role in maintaining moisture and elasticity of the skin epidermis. 
This study aims to analyze the effect of mutations in one of the aquaporin protein groups (AQPs), namely 
aquaporin 3 (AQP3) by in silico. Research material in the form of data sequences and 3D structures of 
AQP3 wild-type dan AQP3 mutant downloaded from the protein databank (pdb id 1FX8 and 1LDF). These 
two sequences were aligned using the “ClustalW” method to observe the position of the mutation, while 
the 3D structures were also aligned using the “Alignment” method to observe changes in the native ligand’s 
“site binding” region. The impact of the conformational changes of mutant AQP3 was also observed on 
several compounds as test ligands which are known to work to support the function of AQP3 protein such 
as asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside, and alpha-retinoic acid through molecular docking method. 
Sequence alignment results showed that mutations occurred in the 48th (tryptophan-phenylalanine) and 
200th (phenylalanine-threonine) residue sequences. The mutation of the two residues caused a change in 
the interaction model of all test ligands compared to the normal type of AQP3. The mutation also causes 
a decrease in the stability of AQP3, but on the contrary does not change the function of AQP3 but only 
decreases the binding ability of the native ligand molecule which has implications for the decrease in the 
binding ability of water molecules, glycerol and the test ligand.

Keywords:  aquaporin 3 mutant; in silico; single nucleotide polymorphism; SNP

ABSTRAK

Perubahan kode genetik dapat menjadi pemicu perubahan fungsi protein yang dihasilkannya. 
Perubahan genetik yang umum terjadi berupa single nucleotide polymorphism (SNP) seperti pada gen 
kelompok aquaporin (AQPs) yang berperan penting untuk menjaga kelembapan dan elastisitas epidermis
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PENDAHULUAN

Protein aquaporin (AQPs) merupakan
protein pada membran sel yang bersifat
hidrofobik dan membentuk pori untuk mengatur
transport air antar sel secara osmotik dan juga
gliserol (Li et al., 2010; Zannetti et al., 2020;
Wijayadi 2021).  Protein AQPs dapat ditemukan
pada manusia, hewan dan tanaman yang terdiri
atas AQP0 hingga AQP12 (Zannetti et al., 2020).
Protein AQP3 merupakan salah satu isoform
AQPs yang dikelompokkan ke dalam
aquaglyseroporin karena memiliki permea-
bilitas terhadap air (H2O) dan gliserol (Zannetti
et al., 2020).  Protein AQP3 dapat ditemukan
pada beberapa organ seperti kulit (Boury-Jamot
et al., 2009), mata (Schey et al., 2014), organ
reproduksi (Huang et al., 2006), jantung
(Verkerk et al., 2019), ginjal (Li et al., 2017),
usus (Loforenza 2012), hati (Portincasa et al.,
2012), paru-paru (Wittekindt dan Dietl, 2019),
kelenjar ludah/saliva (D’Agostino et al., 2020),
dan lambung (Zhu et al., 2016).

Kulit merupakan salah satu organ penting
bagi hewan terestrial yang berfungsi mengatur
permeabilitas air dan sebagai pelindung tubuh
dari pengaruh stres lingkungan seperti sinar
ultraviolet, infeksi mikrob, serta suhu panas dan
dingin yang dapat merusak sel.  Kulit tersusun
atas lapisan epidermis di bagian superfisial,
dermis di bagian tengah dan hipodermis di
bagian profundal (Bollag et al., 2020).  Lapisan
epidermis merupakan lapisan terluar kulit yang
berperan sebagai barrier untuk mengatur
pertukaran air dan melindungi kondisi fisiologis
kulit dari dehidrasi (Wijayadi 2021).  Pada
lapisan epidermis ditemukan protein aquaporin-
3 yang disandi oleh gen AQP3 yang merupakan
salah satu protein yang berperan dalam proses

hidrasi, retensi air dan penyembuhan luka
(Bollag et al., 2020; Wijayadi et al., 2021).

Fungsi AQP3 pada kulit sampai saat ini
belum diketahui secara pasti (Bollag et al.,
2020), sehingga biologi kulit beserta gen-gen
yang terekspresi pada kulit yang berperan pada
fungsi fisiologis kulit masih terus dikaji.  Kadar
air (hidrasi) pada epidermis (khususnya pada
lapisan stratum korneum) memiliki pengaruh
besar pada penampilan dan sifat fisik kulit
(Wijayadi 2021). Berbagai penyakit kulit tidak
terlepas dari gangguan pada AQP3 (Bollag et
al., 2020; Qin et al., 2011).  Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa AQP3 merupakan target
obat yang potensial.  Ekspresi AQP3 pada
membran keratinosit dan fibroblast epidermis
banyak ditemukan pada individu muda dan
berkurang seiring bertambahnya umur
(Wijayadi et al. 2021).

Perubahan iklim yang terjadi secara global
telah mengakibatkan suhu lingkungan semakin
panas dan hal tersebut dapat berdampak pada
fisiologis kulit manusia maupun hewan.
Beberapa studi telah melaporkan bahwa
berbagai paparan yang diterima oleh kulit telah
mengakibatkan mutasi pada beberapa gen pada
kulit (Nelson et al., 2002; Jiang et al., 2011;
Naval et al., 2014; Hsu et al., 2015).  Hal ini
tentu saja harus diwaspadai agar tidak
berdampak negatif pada kesehatan kulit
manusia maupun hewan.  Studi ini bertujuan
untuk mempelajari polimorfisme gen AQP3 dan
pengaruhnya terhadap ikatan dengan molekul
air, gliserol dan ligan uji berdasarkan
pendekatan in silico menggunakan teknik
pensejajaran molekul dan docking molekuler
terhadap protein AQP3 wild-type dan AQP3
F200T mutant.  Pendekatan in silico ini
digunakan sebagai landasan awal untuk dapat

kulit.  Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh mutasi pada salah satu kelompok protein AQPs
yaitu aquaporin 3 (AQP3) secara in silico.  Materi penelitian berupa data sequence dan struktur 3D AQP3
wild-type dan AQP3 mutant yang diunduh dari protein databank (pdb id 1FX8 dan 1LDF).  Kedua sequence
ini disejajarkan dengan metode “ClustalW” untuk mengamati posisi mutasi, sedangkan struktur 3D
keduanya juga disejajarkan menggunakan metode “Aligment” untuk mengamati perubahan daerah “site
binding” native ligand.  Dampak perubahan konformasi AQP3 mutant juga diamati terhadap beberapa
senyawa sebagai ligand uji yang diketahui bekerja mendukung fungsi protein AQP3 seperti asiatic acid,
madecassic acid, asiaticoside, dan alpha-retinoic acid melalui metode docking molekuler. Hasil pensejajaran
sequence menunjukkan mutasi terjadi pada urutan residu ke-48 (tryptophan-phenil alanin) dan ke-200
(phenil alanin-threonine).  Mutasi kedua residu menyebabkan terjadinya perubahan model interaksi
semua ligand uji dibanding AQP3 tipe normal.  Mutasi juga menyebabkan penurunan stabilitas AQP3.
Namun, sebaliknya tidak menyebabkan fungsi AQP3 berubah tetapi hanya menurunkan kemampuan
pengikatan molekul native ligand yang berimplikasi pada penurunan kemampuan pengikatan molekul
air, gliserol dan ligan uji.

Kata-kata kunci:  aquaporin 3 mutant; in silico; single nucleotide polymorphism; SNP
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minimisasi energi dengan force field MMF94x.
Solvasi yang digunakan adalah gas phase
dengan RMS gradient 0.001 kkal/mol
menggunakan default serta file output resptor
dalam format pdb, sedangkan file output ligand
berupa mdb.  Kemudian dilanjutkan ke tahap
docking yang diawali dengan membuka file
reseptor hasil optimasi, lalu dilakukan docking
dengan membuka jendela “simulation-dock”,
dan dilakukan pengaturan parameter docking
yaitu :
a) Placement method yang digunakan adalah

triangle matcher dengan jumlah putaran
1000.

b) Fungsi scoring yang digunakan adalah
London dG dengan menampilkan data
terbaik sebanyak 30.

c) Selanjutnya dari 30 tampilan data terbaik
tersebut dilakukan pengukuran ulang
(refinement) dengan menggunakan refine-
ment force field dengan konfigurasi ukuran
pengulangan populasi sebesar 1000 sesuai
dengan default MOE.

d) Tampilan hasil keseluruhan proses docking
yang dipilih adalah satu data terbaik.
Parameter lainnya sesuai dengan default
dari MOE dan file output dalam format .mdb

Evaluasi hasil docking energi bebas ikatan
hasil docking, dilihat pada output dalam format
mdb.  Kompleks ligand-enzim yang dipilih
adalah kompleks yang memiliki nilai energi
bebas ikatan.  Kontak residu dan Ikatan
hidrogen yang terjadi pada kompleks ligand-
enzim terbaik hasil docking diidentifikasi dan
dianalisis dalam media tiga dimensi dengan
menggunakan ligPlot software MOE, kemudian
divisualisasikan pada program ligand
interaction.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pensejajaran sequence AQP3 wild-type
(1FX8) berbanding dengan sequence AQP3
mutant (1LDF) ditampilkan pada Gambar 1.

Pada Gambar 1 terlihat perbedaan antara
sequence AQP3 wild-type (1FX8) dengan
sequence AQP3 mutant (1LDF) yang terjadi pada
residu ke-48 dari asam amino Tryptophan ke
Phenylalanine (W48F) dan residu ke-200 dari
asam amino Phenylalanine menjadi Threonine
(F200T).

Asam amino penyusun protein AQP3 wild-
type berinteraksi dengan tiga molekul gliserol

dilanjutkan ke penelitian pre klinis in vitro dan
in vivo agar lebih terarah, efektif dan efisien.
Penelitian pre klinis tentunya dapat dilanjutkan
berdasarkan penelusuran jenis AQP3 mutant
yang berdampak serius terhadap fungsi kulit,
sehingga tak perlu semua jenis AQP3 mutant
yang diperiksa saat uji preklinis dilakukan.
Dengan demikian penggunaan biaya yang besar
dan lamanya waktu penelitian pre klinis dapat
dipangkas sehemat mungkin.

METODE PENELITIAN

Materi Penelitian
Data soft copy berupa struktur 3D ligand

merujuk pada laporan Yulianti et al. (2017)
yang dibangun dari struktur “SMILES” dan
disimpan dalam format mdb menggunakan
software “MOE builder software”versi 10. 2008.
Sementara itu struktur 3D reseptor AQP3 wild-
type (1FX8) dan AQP3 mutant (pdb id. 1LDF)
diunduh dari situs penyedia struktur 3D protein
databank (www.rscb.org) dan disimpan dalam
format pdb.

Perangkat hard copy berupa komputer
Swab Area 4 GB, Procesor Intel Dual Core RAM
8 GB dengan tipe 64 Byt Operating System.
Software MOE 2008 versi 10, PyMol dan tools
gratis ClustalW, I-Mutant 3.0, SIFT Program
yang tersedia secara online.

Pensejajaran Molekul AQP3 Wild-Type
terhadap AQP3 Mutant

Sequence dan struktur 3D reseptor AQP3
wild-type (1FX8) dan AQP3 F200T mutant
(1LDF) disejajarkan masing-masing dengan
teknik “clustalw” menggunakan https://
www.genome.jp/tools-bin/clustalw dan “align”
menggunakan aplikasi PyMoL. Kedua reseptor
ditampilkan sebagai “cartoon”, gliserol (native
ligand) ditampilkan sebagai “stick”, sedangkan
residu asam amino yang mengalami mutasi
W48F dan F200T ditampilkan sebagai “line”.
Hasil pensejajaran dianalisa secara deskriptif.

Docking Molekuler
Proses docking molekuler merujuk pada

protokol yang tersedia dari program MOE dan
modifikasi metode yang dilaporkan Hambal et
al. (2022).  Optimasi geometri dan minimisasi
energi ligand dan reseptor terlebih dahulu
dilakukan dengan cara menambahkan atom
hidrogen, mengatur muatan parsial dengan
menggunakan partial charge, dan melakukan
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Gambar 1. Pensejajaran sequence Aquaporin-3 (AQP3) wild-type terhadap sequence  AQP3 mutant.

Gambar 2. (a) Protein aquaporin-3 (AQP3) wild-type dengan tiga molekul gliserol(b) Protein AQP3
mutant dengan dua molekul gliserol. (c) Protein AQP3 mutant W48F. (d) Protein
AQP3 mutant F200T.
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(stick kuning), namun mutasi asam amino
W48F dan F200T menyebabkan penurunan
jumlah gliserol menjadi dua molekul (stick
merah).  Penurunan kemampuan protein AQP3
mengikat gliserol berimplikasi pada penurunan
pengikatan molekul air.  Mutasi AQP3 W48F
menyebabkan residu ke-48 berubah dari asam
amino Tryptophan (line kuning) menjadi
Phenylalanine (line merah).  Kedua residu asam
amino tersebut memiliki struktur aromatis yang

cenderung mendekati satu molekul gliserol
(Gambar 2C).  Mutasi AQP3 F200T menyebab-
kan residu ke-200 berubah dari asam amino
Phenylalanine (line kuning) menjadi Threonine
(line merah).  Phenylalanine pada AQP3 wild-
type tersebut memiliki struktur aromatis yang
cenderung mendekati satu molekul gliserol,
sebaliknya Threonine pada AQP3 F200T tidak
menunjukkan kecenderungan tersebut (Gambar
2D).

Gambar 3. (a) Model interaksi ikatan hidrogen gliserol terhadap reseptor aquaporin-3 (AQP3)
wild-type. (b) Model interaksi ikatan hidrogen gliserol terhadap reseptor AQP3 mutant.

Tabel 1.  Struktur “Smiles” ligand yang diunduh dari PubChem.

Compounds PubChem ID                              Smiles Structure

Asiatic acid 119034 CC1CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC5C4(CC(C(C5(C) CO)O)O)C)C)
C2C1C)C)C(=O)O

Madecassic acid 73412 CC1CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CC(C5C4(CC(C(C5(C)CO) O)O)C)O)
C)C2C1C)C)C(=O)O

Asiaticoside acid 108062 CC1CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC5C4(CC(C(C5(C)CO)O)O)
C)C)C2C1C)C)C(=O)OC6C( C(C(C(O6)COC7C(C(C(C(O7)
CO)OC8C(C(C(C(O8) C)O)O) O)O)O)O)O)O

alpha-Retinoic acid 11130378 CC1=CCCC(C1C=CC(=CC=CC(=CC(=O)O)C)C)(C)C

Jurnal Veteriner Juni 2022 Vol. 23 No. 2 : 157 - 165
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Protein AQP3 wild-type (Gambar 3a)
memperlihatkan gliserol membentuk dua ikatan
hidrogen dengan molekul air bersama satu
ikatan hidrogen dengan asam amino Alanin 201.
Gliserol juga membentuk empat ikatan hidrogen
masing-masing dengan dua ikatan hidrogen
dengan asam amino Arginine 206, satu ikatan
hidrogen dengan Glycine 199, dan satu ikatan
hidrogen dengan Phenylalanine 200. Sebaliknya
pada protein AQP3 mutant (W48F dan F200T)
(Gambar 3b), gliserol membentuk satu ikatan
hidrogen dengan molekul air bersama satu
ikatan hidrogen dengan asam amino Histidine
66.  Selain itu gliserol juga membentuk dua
ikatan hidrogen masing-masing satu ikatan
hidrogen dengan asam amino Asparagine 68 dan
Asparagine 203.

Agar mendapatkan score docking yang

dapat dipercaya, maka terlebih dahulu
dilakukan validasi metode docking terhadap
“native ligand” yang terdapat di dalam reseptor
target baik reseptor AQP3 wild-type (1FX8)
maupun reseptor AQP3 mutant  (1LDF)
menggunakan teknik redocking.  Parameter
validasi metode ini berupa besaran
penyimpangan pose “ligand copy” terhadap
“native ligand” yang dikenal dengan istilah root
means aquare deviation (RMSD). Hasil validasi
ini memperoleh nilai penyimpangan pose sebesar
0.3047 Å terhadap reseptor AQP3 wild-type
(1FX8) dan 0.8664 Å terhadap reseptor AQP3
mutant (1LDF) (Gambar 4).  Nilai
penyimpangan pose tersebut masih dalam batas
toleransi yang dibenarkan (d” 2 Å) (Hambal et
al, 2022), sehingga proses docking dapat
dilanjutkan pada senyawa lainnya.

Gambar 4. Hasil validasi “native ligand” (yellow) reseptor aquaporin-3  atau AQP3 wild-type (1FX8)
dan AQP3 mutant (1LDF).
RMSD= root means aquare deviation

Tabel 2.  Hasil docking senyawa agen “wound healing”.

                           Reseptor

Senyawa                                          1FX8                              1LDF

Affinity(kcal/mol) H Bond Affinity(kcal/mol) H Bond

Asiatic acid -12.96 Thr 167(2), Asn 68 -13.21 Met 202, Asn 68,
Asn 203

Madecassic acid -12.41 Thr 167(2), Asn 68 -12.47 Asn 68
Asiaticoside acid -18.65 Leu 67, Ala 201, Asn 68 (2), -17.25 His 66, Asp 169 (2),

Asn 203, Arg 206 Asn 203
alpha-Retinoic acid -12.26 Gly 64, Ala 65 -11.71 Asn 203

Keterangan:  reseptor aquaporin-3 atau AQP3 wild-type (1FX8) dan AQP3 mutant (1LDF).

Sofyan et al.  Jurnal Veteriner
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Docking dilakukan terhadap empat
senyawa yang dilaporkan berperan sebagai agen
“wound healing” pada sel epidermis kulit
(Yulianti et al., 2017). Keempat senyawa
tersebut adalah asiatic acid, madecassic acid,
asiaticoside acid, dan alpha-retinoic acid. Hasil
docking ditabulasikan seperti pada Tabel 2.

Hasil docking menunjukkan terjadinya
perubahan nilai afinitas agen “wound healing”
saat ditambatkan ke reseptor AQP3 yang
mengalami mutasi dari asam amino Tryptophan
menjadi Phenylalanine pada urutan residu ke-
48 dan asam amino Phenylalanine menjadi
Threonine pada urutan residu ke-200.  Pening-
katan nilai afinitas terlihat pada senyawa asia-
ticoside acid dan madecassic acid tanpa diiringi
dengan kenaikan jumlah ikatan hidrogen.

Sebaliknya penurunan afinitas terlihat pada
senyawa asiaticoside acid dan alpha-retinoic
acid yang diiringi dengan lepasnya ikatan
hidrogen saat membentuk komplek dengan
reseptor AQP3 mutant (Tabel 2).

Perubahan nilai afinitas di antara kedua
reseptor AQP3 wild-type dan AQP3 mutant tidak
terlalu berbeda, namun asam amino yang
membentuk ikatan hidrogen dengan agen
“wound healing” antara kedua reseptor tersebut
sangat berbeda (Tabel 2).  Model interaksi
tersebut lebih jelas teramati dari gambaran
interaksi antara ligand agen “wound healing”
terhadap reseptor AQP3 wild-type dan reseptor
AQP3 mutant (Gambar 5).

Mutasi pada reseptor AQP3 mampu
menurunkan kemampuannya dalam mengikat

Gambar 5. Visualisasi model interaksi senyawa agen “wound healing” dengan reseptor aquaporin3
atau AQP3 wild-type (1FX8) dan AQP3 mutant (1LDF).

Jurnal Veteriner Juni 2022 Vol. 23 No. 2 : 157 - 165
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molekul air melalui ikatan hidrogen dengan
gliserol, namun keberadaan agen “wound
healing” saat membentuk kompleks baik
terhadap reseptor AQP3 wild-type maupun
AQP3 mutant tidak terlalu berbeda.  Reseptor
AQP3 mutant diduga masih berfungsi baik
sebagaimana AQP3 wild-type.  Hal ini didukung
oleh hasil analisis mutasi menggunakan I-
Mutant 3.0 software dan SIFT Program yang
disajikan pada Tabel 3.

Beberapa studi melaporkan bahwa
terjadinya mutasi pada beberapa sequence asam
amino dapat memengaruhi kekuatan stabilitas
ikatan dengan ligand (Hamny et al., 2017).
Demikian pula yang ditemukan pada studi ini.
Single nucleotide polymorphism (SNP) pada
AQP3 menyebabkan penurunan stabilitas
ikatan dengan ligand.  Mutasi AQP3 dari residu
asam amino Trypthopan menjadi Phenylalanine
pada posisi residu ke-48 dan Phenylalanine
menjadi Threonine pada posisi residu ke-200
mengalami penurunan stabilitas yang ditandai
dengan nilai DDG <0 (masing-masing sebesar -
0.95 kkal/mol dan -0.57 kkal/mol) berdasarkan
model analisis prediksi stabilitas menggunakan
I-Mutant 3.0 server online (Capriotti et al.,
2005).  Namun, fungsi AQP3 mutant (W48F dan
F200T) tidak mengalami perubahan karena
mutasi yang terjadi masih dapat ditoleransi
akibat perubahan asam aminonya dengan nilai
score index tolerated masing-masing sebesar
1.00 (>0.05), berdasarkan model analisis prediksi
perubahan fungsi aktivitas protein
menggunakan SIFT Program server online
(Pauline dan  Henikoff, 2003)

SIMPULAN

Hasil pensejajaran AQP3 wild-type terhadap
AQP3 mutant ditemukan adanya dua single
nucleotide polymorphism (SNP) pada posisi
residu asam amino ke-48 (Tryptophan-
Phenylalanine) dan ke-200 (Phenylalanine-

Threonine) yang menyebabkan perubahan
konformasi daerah “site binding” reseptor AQP3.
Mutasi tersebut menyebabkan menurunnya
stabilitas dan kemampuan reseptor AQP3,
namun tidak merubah fungsi reseptor dalam
pengikatan molekul air, gliserol dan beberapa
ligan uji.

SARAN

Perlu diidentifikasi lebih jauh jenis mutasi
yang terjadi pada protein aquaporin dan dibuat
hubungannya terhadap berbagai kasus
gangguan kulit pada manusia ataupun pada
hewan.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini merupakan sinergi kerja-
sama Laboratorium RISET, Laboratorium
Farmakologi dan Laboratorium Anatomi
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Andalas.
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