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Abstract

Background: Human immunodeficiency virus/acquired immunodeficiency syndrome (HIV/AIDS) is
a disease related to the human immune system. Given its important role in viral replication, HIV-1
protease (HIV-1 PR) becomes the major therapeutic target in the treatment of AIDS. In this case, we
need a dynamic aspect of molecular interactions that can demonstrate the important role of
conformational variability in the design of HIV-1 PR inhibitors. There are several inhibitor candidates
from marine organisms, such as the LLEYSL and LLEYSI bioactive peptides produced by oysters
(Crassostrea gigas).

Objective: Protein-peptide docking method was used in silico to identify, evaluate, and explore the
molecular interactions between bioactive peptide molecules and HIV-1 protease macromolecules.
Methods: The sequencing of bioactive peptide molecules was modeled into 3D conformation using
the PEP-FOLD software. The best conformation was chosen for the study of molecular interactions
against HIV-1 protease macromolecules using the PatchDock software. The molecular interactions
formed were further observed using the BIOVIA Discovery Studio 2020 software.

Results: The results of this study indicated that the LLEYSL bioactive peptide had the best affinity
with an ACE score of —1284.70 k] /mol.

Conclusion: Bioactive peptide molecule is predicted to be a candidate for HIV-1 protease inhibitor.
Keywords: AIDS, HIV-1 protease, bioactive peptides, protein-peptide docking, in silico

Intisari

Latar belakang: Infeksi human immunodeficiency virus/acquired immunodeficiency syndrome
(HIV/AIDS) adalah penyakit yang berkaitan dengan sistem kekebalan tubuh pada manusia.
Mengingat perannya yang penting dalam replikasi virus, HIV-1 protease (HIV-1 PR) merupakan
target terapi utama dalam pengobatan AIDS. Dalam hal ini, maka diperlukan aspek dinamis dari
interaksi molekuler yang dapat menunjukkan peran penting dari variabilitas konformasi dalam
desain inhibitor HIV-1 PR. Terdapat beberapa kandidat inhibitor yang berasal dari organisme laut,
seperti peptida bioaktif LLEYSL dan LLEYSI yang dihasilkan oleh tiram (Crassostrea gigas).

Tujuan: Metode penambatan molekuler berbasis protein-peptida dilakukan untuk mengidentifikasi,
mengevaluasi, dan mengeksplorasi interaksi molekuler antara molekul peptida bioaktif dengan
makromolekul HIV-1 protease secara in silico.

Metode: Sekuensing molekul peptida bioaktif terlebih dahulu dimodelkan menjadi konformasi 3D
dengan menggunakan software PEP-FOLD. Konformasi terbaik dipilih untuk kemudian dilakukan
studi interaksi molekuler terhadap makromolekul HIV-1 protease dengan menggunakan software
PatchDock, adapun interaksi molekuler diamati dengan menggunakan software BIOVIA Discovery
Studio 2020.

Hasil: Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa peptida bioaktif LLEYSL memiliki afinitas paling
baik dengan ACE score sebesar -1284,70 k] /mol.

Kesimpulan: Molekul peptida bioaktif tersebut diprediksi dapat dijadikan sebagai kandidat inhibitor
HIV-1 protease.
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Kata kunci : AIDS, HIV-1 protease, peptida bioaktif, penambatan molekuler berbasis protein-peptida,
in silico.

1. Pendahuluan

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) adalah penyakit yang berhubungan
dengan sistem kekebalan tubuh manusia (Sepkowitz, 2001). Human immunodeficiency virus
(HIV) telah diidentifikasi sebagai agen etiologi AIDS (Clavel et al, 1986). Sel-sel sistem
kekebalan tubuh, seperti sel-T atau sel CD4 bertanggung jawab dalam menghambat infeksi
dan gangguan fisiologis lainnya yang disebabkan oleh HIV. Salah satu enzim HIV esensial yang
aktivitasnya diperlukan untuk replikasi virus adalah HIV-1 protease (HIV-1 PR) (Lebon &
Ledecq, 2000). Faktanya, produksi partikel virus yang infeksius tergantung pada aktivitas
proteolitik dari HIV-1 PR. Selain itu, enzim ini dapat digunakan sebagai target terapi utama
dalam terapi AIDS dan telah menjadi subyek berbagai penelitian desain obat (Seelmeier et al,
1988; Wlodawer & Vondrasek, 1998).

Inhibitor HIV-1 PR diyakini mampu menonaktifkan HIV-1 protease yang menyebabkan
partikel virus menjadi tidak menular (Kohl et al, 1988). Sebagian besar inhibitor HIV-1
protease yang dikembangkan adalah molekul peptidomimetik (Ungwitayatorn et al, 2011).
Kelemahan utama senyawa peptidomimetik adalah bioavailabilitas rendah yang timbul akibat
dari berat molekul tinggi dan kelarutan yang buruk (Durdagi et al, 2008). Karena
keterbatasan ini, banyak peneliti berfokus pada inhibitor HIV-1 PR yang berasal dari peptida
bioaktif laut (Chrusciel & Strohbach, 2004; Jadhav et al., 1997; Lebon & Ledecq, 2000).

Amprenavir, atazanavir, darunavir, indinavir, fosamprenavir, lopinavir, nelfinavir,
ritonavir, Ssaquinavir dan tipranavir adalah obat anti-AIDS yang telah disetujui oleh United
States Food and Drug Administration (US FDA) sebagai inhibitor HIV-1 PR. Obat-obat tersebut
saat ini digunakan dalam terapi kombinasi dengan reverse transcriptase inhibitor
(Arusksakunwong et al., 2007; Temesgen et al., 2006). Meskipun beberapa obat baru telah
dikembangkan untuk mengobati AIDS, namun menunjukkan munculnya resistensi obat yang
cepat terhadap sebagian besar penghambat HIV-1 PR (Temesgen et al., 2006). Dalam hal ini,
banyak penelitian yang dilakukan untuk mengembangkan agen anti-protease baru dengan
efek samping minimum dan tidak menyebabkan resistensi (Bosi et al., 2003; Hou & Yu, 2007).

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan pemodelan struktur berdasarkan
sekuensing molekul peptida bioaktif (Ebadi et al, 2014; Razzaghi-Asl et al, 2013) dan

menjelaskan lebih lanjut mengenai peran penting dari penyesuaian target terhadap hasil
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penambatan molekuler. Selain itu, dipelajari juga eksplorasi pentingnya fleksibilitas HIV-1 PR
apabila dilakukan studi interaksi terhadap molekul peptida bioaktif. Sebelumnya telah
dibuktikan bahwa terdapat dua molekul peptida bioaktif laut yang berasal dari tiram
(Crassostrea gigas) yaitu LLEYSL dan LLEYSI yang disintesis secara kimia serta menunjukkan
nilai ICsp masing-masing sebesar 20 dan 15 nM. Di samping itu, molekul peptida bioaktif
tersebut juga berperan sebagai inhibitor kompetitif untuk HIV-1 protease dengan nilai Ki 13
dan 10 nM (Lee & Maruyama, 1998). Dengan demikian, melalui penelitian ini diharapkan
mampu menghasilkan struktur molekul peptida bioaktif yang berpotensi sebagai inhibitor

HIV-1 protease.

2. Metode

2.1. Makromolekul reseptor target

Makromolekul reseptor target yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
struktur kristal dari makromolekul enzim HIV-1 protease yang telah membentuk kompleks
dengan amprenavir. Makromolekul reseptor target tersebut diperoleh dari web Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb) dengan kode PDB 1HPV dan memiliki resolusi 1,90 A
(Gambar 1) (Kim et al., 1995).

2.2. Molekul peptida bioaktif laut

Molekul peptida bioaktif yang digunakan dalam penelitian ini adalah dua peptida
bioaktif yang telah terbukti melalui penelitian sebelumnya memiliki aktivitas terhadap enzim
HIV-1 protease. Sekuensing dari kedua molekul peptida bioaktif tersebut antara lain LLEYSL
dan LLEYSI yang dihasilkan oleh tiram (Crassostrea gigas) (Wang et al., 2017).

2.3. Preparasi makromolekul reseptor target

Struktur makromolekul reseptor target yang telah diunduh sebelumnya dari web
Protein Data Bank kemudian dilakukan preparasi terlebih dahulu dengan menggunakan
software MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2. Preparasi makromolekul
reseptor ini dilakukan dengan menghilangkan molekul air dan amprenavir yang berperan
sebagai ligan alami dari enzim HIV-1 protease, selanjutnya menambahkan atom hidrogen

polar dan menghitung muatan parsial Kollman (Kurniawan et al., 2018).
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2.4. Eksplorasi sisi aktif makromolekul reseptor target

Makromolekul reseptor target yang telah dilakuakan preparasi selanjutnya
diidentifikasi, diamati, dan dieksplorasi bagian sisi aktif pengikatan yang berperan terhadap
aktivitas biologis dengan menggunakan software BIOVIA Discovery Studio 2020 (Kemmish et
al, 2017). Amprenavir yang berperan sebagai ligan alami dari makromolekul enzim HIV-1
protease digunakan untuk mengamati karakteristik dari bagian sisi aktif makromolekul

reseptor target tersebut.

2.5. Pemodelan molekul peptida bioaktif laut

Pemodelan molekul peptida bioaktif dilakukan dengan menggunakan server PEP-
FOLD (http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/PEP-FOLD/) (Gambar 3). Server PEP-FOLD
merupakan suatu software yang digunakan untuk memodelkan sekuensing peptida bioaktif
menjadi konformasi struktur 3D dengan memanfaatkan metode de novo (Chavan &

Deobagkar, 2015).

2.6. Simulasi penambatan molekuler berbasis protein-peptida

Simulasi penambatan molekuler berbasis protein-peptida dilakukan dengan
menggunakan software PatchDock untuk mengamati dan mengidentifikasi interaksi
molekuler antara makromolekul enzim HIV-1 protease dengan molekul peptida bioaktif. Jarak
antara permukaan makromolekul reseptor target dengan peptida bioaktif dibatasi dengan
radius maksimum 4.0 A. Terdapat beberapa parameter yang digunakan dalam simulasi ini
antara lain berdasarkan representasi bentuk molekul, bagian sisi aktif pengikatan
makromolekul reseptor target, serta pemilihan dan penilaian. Simulasi penambatan
molekuler ini dilakukan secara efisien tanpa adanya ikatan antar molekul yang bersifat rigid

(Aruleba et al., 2018).

2.7. Identifikasi hasil simulasi penambatan molekuler berbasis protein-peptida

Interaksi molekuler yang terjadi antara makromolekul enzim HIV-1 protease dan
peptida bioaktif diidentifikasi dan dievaluasi berdasarkan Atomic Contact Energy (ACE) score
(Prabhu & Rajeswari, 2016). Eksplorasi lebih lanjut dilakukan terhadap residu asam amino
yang terdapat di sekitar bagian sisi aktif dan berperan terhadap terbentuknya interaksi

molekuler protein-peptida dengan menggunakan software BIOVIA Discovery Studio 2020.
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3. Hasil dan pembahasan

Penelitian sebelumnya telah berhasil melakukan Kkarakterisasi, preparasi, dan
purifikasi terhadap beberapa peptida bioaktif yang berasal dari organisme laut. Peptida
bioaktif tersebut dibuat dengan cara memanfaatkan proses sintesis organik, seperti
Microwave Assisted Extraction (MAE), hidrolisis kimia, dan hidrolisis enzim. Kemudian
dilanjutkan dengan tahapan proses pemurnian peptida bioaktif menggunakan kromatografi
eksklusi gel, kromatografi penukar ion, dan kromatografi cair kinerja tinggi. Terdapat dua
sekuensing peptida bioaktif yang memiliki aktivitas terhadap enzim HIV-1 protease, antara
lain LLEYSL dan LLEYSI yang dihasilkan oleh tiram (Crassostrea gigas) (Wang et al., 2017).
Oleh karena itu, perlu dilakukan identifikasi dan eksplorasi lebih lanjut mengenai potensi dari
peptida bioaktif tersebut sebagai inhibitor enzim HIV-1 protease dengan menggunakan
metode penambatan molekuler berbasis protein-peptida secara in silico.

Makromolekul enzim HIV-1 protease dipilih sebagai reseptor target untuk mengamati
aktivitas inhibitor kompetitif dari peptida bioaktif. Terlebih dahulu dilakukan preparasi
terhadap makromolekul reseptor target dengan cara menghilangkan molekul air dan
amprenavir yang berperan sebagai ligan alami, kemudian selanjutnya dilakukan penambahan
atom hidrogen polar, dan menghitung muatan parsial Kollman dengan menggunakan
software MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2 (Kurniawan et al, 2018).
Preparasi makromolekul reseptor target ini bertujuan untuk memastikan agar interaksi
molekuler antara enzim HIV-1 protease dengan kedua peptida bioaktif dapat membentuk
ikatan yang stabil sehingga afinitasnya dapat diketahui. Kemudian, untuk menilai aktivitas
inhibitor kompetitif dari peptida bioaktif dapat digunakan amprenavir sebagai molekul
pembanding.

Setelah dilakukan tahapan preparasi makromolekul reseptor target kemudian
diidentifikasi dan dievaluasi karakteristik dan sifat dari bagian sisi aktif enzim HIV-1 dengan
menggunakan software BIOVIA Discovery Studio 2020 sehingga dapat diprediksi area yang
bertanggung jawab sebagai tempat pengikatan protein-peptida. Sebagaimana yang
ditunjukkan pada Gambar 2, interaksi yang terjadi antara enzim ACE dengan captopril terdiri
dari 7 ikatan hidrogen (dengan Asp25, Gly27, Asp30, dan Gly49) dan 7 interaksi hidrofobik
(dengan Ala28, Ile47, 1le50, Pro81, dan Val82). Berdasarkan fenomena tersebut maka dapat

diprediksi bahwa residu asam amino tersebut bertanggung jawab sebagai komponen
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penyusun bagian sisi aktif pengikatan dari enzim HIV-1 sebagai makromolekul reseptor

target.

Gambar 1. Struktur kristal makromolekul reseptor target enzim HIV-1 protease yang telah
membentuk komplek dengan amprenavir

Gambar 2. Bagian sisi aktif pengikatan amprenafir pada struktur makromolekul reseptor target HIV-1
protease

Tahapan selanjutnya adalah melakukan pemodelan struktur tiga dimensi molekul
peptida biaktif dari sekuensing peptida yang didapatkan dari penelitian sebelumnya dengan
menggunakan server PEP-FOLD. Molekul peptida bioaktif dengan konformasi paling baik
dipilih berdasarkan energi sOPEP (Optimized Potential for Efficient Structure Prediction)
(Shen et al.,, 2014; Thévenet et al., 2012). Energi sOPEP yang terintegrasi dalam server PEP-
FOLD menggambarkan konformasi struktur molekul peptida bioaktif yang telah dimodelkan
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mendekati keadaan aslinya sehingga diharapkan mampu menghasilkan afinitas dan interaksi
yang stabil dengan makromolekul reseptor target HIV-1 protease. Sebagaimana yang
ditunjukkan pada hasil pemodelan molekul peptida bioaktif yang terdapat pada Gambar 3
dapat diprediksi bahwa molekul peptida tersebut akan dapat berinteraksi dengan bagian sisi

aktif pengikatan enzim HIV-1.

LLEYSI LLEYSL
(Energi sOPEP =-21,68) (Energi sOPEP = -24,30)

Gambar 3. Molekul peptida bioaktif yang berasal dari tiram (Crassostrea gigas) berserta nilai energi
sOPEP (Optimized Potential for Efficient Structure Prediction)

Studi komputasi dengan memanfaatkan simulasi penambatan molekuler berbasis
protein-peptida dengan menggunakan software PatchDock dilakukan untuk mengamati
afinitas paling baik diantara kedua molekul peptida bioaktif, serta mengidentifikasi dan
mengevaluasi interaksi molekuler yang terjadi terhadap makromolekul reseptor target HIV-1
protease. Sistem kompleks protein-peptida dengan konformasi terbaik hasil penambatan
molekuler dipilih berdasarkan PatchDock score, selanjutnya molekul peptida bioaktif tersebut
dibandingkan berdasarkan Atomic Contact Energy (ACE) score (Prabhu & Rajeswari, 2016).
Hasil simulasi penambatan molekuler pada Tabel 1 menunjukkan bahwa molekul peptida
bioaktif LLEYSL memiliki afinitas yang lebih baik apabila dibandingkan molekul peptida
LLEYS]I, yaitu dengan ACE score masing-masing adalah -1284,70 kJ/mol dan -639,65 k]/mol.
Berdasarkan hasil simulasi ini juga dapat dimati bahwa molekul peptida LLEYSL memiliki
interaksi yang signifikan pada bagian sisi aktif pengikatan dari makromolekul reseptor target

HIV-1 protease (Veeraragavan et al., 2017).
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Tabel 1. Energi bebas pengikatan hasil simulasi penambatan molekuler
berbasis protein-peptida

Sekuensing molekul

No. peptida bioaktif PatchDock score ACE score (kJ/mol)
1 LLEYSI 5760 -639,65
2 LLEYSL 5720 -1284,70

Kemudian, untuk mengamati interaksi molekuler yang terjadi maka dilakukan
identifikasi dan evaluasi terhadap visualisasi dari kompleks molekul peptida bioaktif dan
makromolekul reseptor target HIV-1 protease. Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4
dapat diamati bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan karena sebagian besar
molekul peptida bioaktif berada pada bagian sisi aktif pengikatan enzim HIV-1 protease.
Kemudian, apabila dilakukan eksplorasi terhadap interaksi molekuler terhadap residu asam
amino yang bertanggung jawab, kedua molekul peptida tidak menunjukkan perbedaan yang
berarti karena keduanya memiliki 7 interaksi yang terbentuk. Gambar 4 juga menjelaskan
bahwa ikatan yang terbentuk antara peptida LLEYSI dengan enzim HIV-1 protease terdiri dari
5 interaksi hidrofobik (dengan Asp29, Asp30, Phe53, Pro81, dan Val82) dan 2 interaksi
elektrostatik (dengan Arg8). Sementara, interaksi yang terbentuk antara peptida LLEYSL
dengan enzim HIV-1 protease meliputi 2 ikatan hidrogen (dengan Gly27 dan Gly48) dan 5
interaksi hidrofobik (dengan Ala28, Val32, Ile47, dan Ile84). Fenomena ini membuktikan
bahwa afinitas yang baik dari peptida LLEYSL terhadap makromolekul reseptor target HIV-1
protease dapat disebabkan karena adanya 2 ikatan hidrogen terbentuk sehingga
menyebabkan interaksi yang lebih kuat jika dibandingkan dengan peptida LLEYSI (Norel et
al,, 2001).

Sebagaimana yang telah dibuktikan berdasarkan hasil dari pengamatan terhadap
afinitas dan interaksi dari kedua molekul peptida bioaktif dengan makromolekul reseptor
target HIV-1 protease, keduanya memperlihatkan perbedaan yang signifikan pada ACE score.
Molekul peptida tersebut hanya berbeda pada asam amino yang terletak di bagian ujung dari
sekuensing (LLEYSI = Isoleusin dan LLEYSL = Leusin). Oleh karena itu, perubahan sekuensing
asam amino akan sangat berpengaruh terhadap aktivitas dari molekul peptida bioaktif
sehingga diperlukan kehati-hatian dalam melakukan modifikasi terhadap suatu molekul

peptida yang akan dijadikan sebagai suatu kandidat obat.
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Gambar 4. Konformasi molekul peptida bioaktif LLEYSI (biru) dan LLEYSL (kuning) pada bagian sisi
aktif pengikatan makromokelul reseptor target HIV-1 protease
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4. Kesimpulan

Pada penetian ini telah berhasil dilakukan identifikasi, evaluasi, dan eksplorasi
terhadap interaksi molekuler yang terjadi antara molekul peptida bioaktif dengan
makromolekul reseptor target HIV-1 protease menggunakan metode penambatan molekuler
berbasis protein-peptida secara in silico. Berdasarkan hasil simulasi penambatan molekuler
terbukti bahwa molekul peptida bioaktif LLEYSL memiliki afinitas paling baik dengan ACE
score sebesar -1284,70 kJ/mol. Dengan demikian, molekul peptida bioaktif tersebut

berpotensi sebagai kandidat inhibitor alami enzim HIV-1 protease.
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