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Abstract: One of the strategies applied in the initial steps of drug design and discovery is by utilizing
the availability of 3D protein structures. However, most of the functional protein structures have
not been fully obtained experimentally to date. This is due to the difficulty of procedures, the high
cost, and the length of time required from structural biology experiments such as X-ray
crystallography. Comparative homology modeling is a computational method that is proven to be
accurate in predicting the structure of 3D target proteins with a ratio of 30% similarity to the
arrangement of amino acids in the structure of the template proteins. This review attempts to explain
comparative homology modeling methods such as MODELLER, PHYRE2, SWISS-MODEL, its
iterative steps in predicting and building 3D protein target models, its evaluation and validation of
protein models as well as the examples of their application in drug design and development targeting
GPCR proteins, Zika virus RNA polymerase, and HIV protease. With this, comparative homology
modeling can be very useful to accelerate research on drug design and development in dealing with
diseases and health problems that still exist in the society.
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PENDAHULUAN

Protein adalah biopolimer yang tersusun atas asam amino linear yang urutannya
menentukan struktur tiga dimensi (3D). Struktur 3D asli ini (native) memungkinkan protein
untuk menjalankan banyak fungsi biokimia penting dalam kehidupan (Orengo et al., 1999).
Implikasinya adalah bahwa pemahaman terperinci tentang biokimia protein membutuhkan
tidak hanya pengetahuan tentang urutan asam amino penyusunnya, tetapi juga pengetahuan
tentang bagaimana urutan tersebut terlipat secara spasial (folding) membentuk struktur 3D
protein (Moult & Melamud, 2000). Penentuan struktur 3D protein dapat memberikan detail
penting tentang fungsi dan mekanisme kerja biologis. Karakterisasi paling akurat dari
struktur 3D protein disediakan melalui eksperimen biologi struktural seperti kristalografi
sinar-X (Shi, 2014). Namun, ketersediaan struktur 3D yang akurat dari sebagian besar
protein belum sepenuhnya berhasil didapatkan secara eksperimental hingga saat ini (Davis
et al., 2003). Hal ini disebabkan karena sulitnya prosedur, mahalnya biaya dan lamanya
waktu yang dibutuhkan dari eksperimen biologi struktural (Slabinski et al., 2007).
Akibatnya jumlah struktur protein yang tersedia tidak sebanding atau masih jauh lebih kecil
dibandingkan jumlah sekuen protein yang berhasil diurutkan (Schwede, 2013). Bersyukur
dengan kemajuan teknologi pemetaan genom juga DNA yang mengkode protein dan ilmu
bioinformatika, salah satu pendekatan yang menjanjikan untuk menutup kesenjangan ini
adalah dengan menerapkan metode komputasional dalam pemodelan molekuler (Skolnick
& Fetrow, 2000). Pengembangan metode komputasi untuk memprediksi struktur 3D
protein secara akurat dari sekuen asam amino penyusunnya telah banyak diterapkan secara
khusus pada tahapan awal desain dan pengembangan obat (Hillisch & Hilgenfeld, 2003;
Nero et al., 2018; Saudale, 2020; Saudale et al., 2019).


http://journal.uin-alauddin.ac.id/index.php/

Saudale Pemodelan homologi komparatif struktur 3D protein dalam desain
dan pengembangan obat

METODE PENELITIAN
Modeller

Modeller mengimplemetasikan pemodelan homologi komparatif berdasarkan
pemenuhan parameter spasial, statistik dan stereokimia (Eswar et al., 2006). Modeller
memprediksi model protein secara spasial berdasarkan data sudut-sudut dihedral dan jarak
yang didapat dari analisis penjajaran target dengan template yang dioptimalisasikan
melalui simulasi dinamika molekuler. Secara stereokimia, Modeller mendapatkan
preferensi sudut-sudut ikatan dan panjang ikatan dari medan gaya (force-field) mekanika
molekuler CHARMM-22. Secara statistik, Modeller mendapatkan preferensi sudut-sudut
dihedral, jarak antar atom yang tidak berikatan dari sekumpulan representatif struktur-
struktur protein yang telah diketahui secara eksperimental di PDB. Semua parameter
spasial, stereokimia dan statistik ini kemudian diintegrasikan menjadi suatu fungsi obyektif
yang kemudian dioptimalisasikan untuk mendapatkan model 3D final protein target protein
(Webb & Sali, 2017). Input dari program Modeller adalah file penjajaran asam-asam amino
protein target dengan template dan script sederhana menggunakan bahasa pemrograman
Python 3.6. Modeller kemudian secara otomatis melakukan kalkulasi dan membangun
model protein yang terdiri atas semua atom-atom non-hidrogen.

Phyre2

Kekuatan dari metode Phyre2 adalah bahwa prediksi struktur 3D protein target tidak
hanya didasarkan atas protein homolog yang dekat secara evolusi (close), tapi juga yang
jauh (remote) (Kelley et al., 2015). Protein homolog yang dekat secara evolusi mempunyai
struktur dan susunan asam amino dengan kemiripan tinggi. Sementara protein homolog
yang jauh secara evolusi mempunyai kemiripan struktur namun tidak dalam susunan asam
aminonya. Kemiripan susunan asam amino dibawah 20% umumnya menjadi parameter
yang menentukan protein homolog yang jauh secara evolusi. Phyre2 pertama-tama
membangun profil evolusi dari protein target dengan cara mengumpulkan sejumlah besar
protein homolog yang beragam baik yang jauh maupun dekat secara evolusi. Ini dilakukan
dengan metode HHblits (Remmert et al., 2012). HHblits digunakan untuk memindai sekuen
asam amino protein target (query sequence) terhadap sekuen asam amino protein-protein
di database yang tidak memiliki identitas di atas 20%. Proses ini menghasilkan suatu profil
sekuen yang ditampilkan dalam bentuk penjajaran sekuen jamak (multiple sequence
alignment) yang juga digunakan untuk memprediksi keberadaan struktur sekunder
(secondary structure prediction) seperti a-heliks, lembaran-p dan coil menggunakan
metode PSIPRED (Jones, 1999). Fragmen-fragmen lipatan kemudian diidentifikas di
dalam database (fold library scanning) dari struktur protein-protein yang telah diketahui
dalam bentuk penjajaran sekuen. Hasil penjajaran ini digunakan untuk menghasilkan
model rantai utama protein yang masih kasar (crude backbone) yang belum memiliki rantai
samping dan terkadang juga terdapat insersi (penyisipan asam amino baru) dan delesi
(penghapusan asam amino yang ada). Loop dan rantai samping kemudian ditambahkan
untuk menghasilkan struktur model yang lengkap.

Swiss-Model

Swiss-Model adalah server otomatis untuk pemodelan komparatif struktur 3D
protein (Schwede et al., 2003). Swiss-Model memelopori bidang pemodelan otomatis
mulai tahun 1993 dan merupakan fasilitas pemodelan otomatis berbasis web gratis yang
paling banyak digunakan saat ini. Swiss-Model mengintegrasikan program dan database
yang diperlukan untuk pemodelan struktur protein di ruang kerja berbasis web. Input data
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adalah urutan asam amino dari protein target yang dikirimkan untuk membangun model
3D. Pemilihan template, analisis penjajaran dan pembuatan model dilakukan sepenuhnya
secara otomatis oleh server.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Evaluasi, Validasi Dan Penyempurnaan Model
SAVES v5.0

SAVES (Structure Analysis and Verification Server) v5.0
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/) mengintegrasikan 5 program validasi struktural
yaitu VERIFY 3D, ERRAT, PROVE, PROCHECK dan WHATCHECK. VERIFY 3D
memeriksa kompatibilitas struktur model 3D protein berdasarkan letak residu penyusun
dan membandingkannya dengan struktur eksperimental yang tersedia (Eisenberg et al.,
1997). ERRAT memverifikasi keakuratan interaksi-interaksi non-ikatan antara berbagai
jenis atom di dalam struktur model berdasarkan perbandingan parameter statistik
menggunakan struktur eksperimental dengan resolusi tinggi (Colovos & Yeates, 1993).
PROVE menghitung penyimpangan statistik (z-score) model dari struktur eksperimental
dengan membandingkan volume atom-atomnya (Pontius et al., 1996). PROCHECK
menilai kualitas stereokimia protein berdasarkan analisis geometri residu-residu asam
amino penyusun model struktur yang dibandingkan dengan struktur protein eksperimental
resolusi tinggi dan menampilkannya dalam bentuk diagram Ramachandran (Laskowski et
al.,, 1993). WHATCHECK melakukan perhitungan secara lebih ekstensif terhadap
parameter-parameter stereo-kimia (HOOFT, 1996).

ProSA

ProSA (Protein Structure Analysis) merupakan server yang digunakan untuk
memeriksa kesalahan-kesalahan potensial dari model 3D protein. ProSA
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) membutuhkan koordinat atom-atom
(x,y,z) dari model yang akan dievaluasi yang terdapat dalam bentuk file PDB. ProSA hanya
membutuhkan informasi atom Co dari model dalam analisisnya. Aplikasi ProSA
menampilkan skor dan plot energi dari struktur protein yang dianalisis. Skor kualitas
struktur protein ditampilkan dalam bentuk plot yang menunjukan deviasi skor model
protein (z-score) dalam rentang skor dari semua protein yang telah ditentukan secara
eksperimen dan tersimpan di PDB dan juga plot energi dari setiap residu asam amino
penyusun. Nilai z-score dalam ProSA menunjukan kualitas model dan pengukuran
penyimpangan energi yang berhubungan dengan distribusi energi model dibandingkan
dengan struktur protein dalam PDB baik yang berasal dari kristalografi sinar-X atau NMR
yang dibedakan berdasarkan warna pada grafik yang ditampilkan (Wiederstein & Sippl,
2007). Nilai positif yang ditunjukan oleh plot energi residu dari ProSA menunjukan adanya
kesalahan pada model protein. Secara umum energi residu dari model yang baik akan
bernilai negatif dengan beberapa pengecualian pada daerah ujung (terminal N) yang
cenderung lebih fleksibel.

Molprobity

MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) adalah layanan web validasi
struktur yang menyediakan evaluasi kualitas model protein. MolProbity sangat bergantung
pada kekuatan dan sensitivitas yang disediakan oleh penempatan atom hidrogen yang
dioptimalkan dan juga analisis kontak antara semua-atom yang terjadi. Penambahan atom
H dalam MolProbity berguna untuk menganalisis kontak semua atom. MolProbity
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menampilkan analisis kontak antara semua atom, ramachandran plot, dan distribusi rotamer
(rantai samping). Kristalografi sinar-X yang digunakan sebagai cetakan (template) dalam
pemodelan homologi komparatif, memberikan banyak data molekuler yang penting secara
biologis dalam bentuk struktur atom 3D protein. Namun, demikian, kesalahan lokal dari
pemodelan dapat mempengaruhi interpretasi biologis seperti residu asam amino yang ada
di area yang dilarang dalam plot Ramachandran (outlier). MolProbity melakukan validasi
dan evaluasi kualitas model struktur 3D protein yang ditampilkan dalam bentuk ringkasan,
grafik, dan file yang dapat diunduh (Chen et al., 2010). Ketika antara atom-atom
menunjukan adanya kontak dengan tumbukan yang serius maka ini akan dihitung sebagai
nilai clash score. Clash score adalah jumlah tumbukan per 1000 atom yang akan dimuat
dengan kode warna merah (buruk), kuning (sedang), atau hijau (bisa diterima) (Chen et al.,
2010).

Galaxy Refine

Kualitas struktur model yang dihasilkan melalui pemodelan homologi komparatif
sangat tergantung pada tingkat kesamaan antara target dan struktur template yang tersedia.
Oleh karena itu, adalah juga penting untuk menyempurnakan kualitas model di luar
informasi tentang keakuratan template yang dipakai. Server web Galaxy Refine
(http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) didasarkan pada metode
penyempurnaan dengan melakukan pemodelan ulang rantai samping residu asam amino.
Galaxy Refine juga melakukan pengemasan rantai samping dan juga relaksasi keseluruhan
struktur dengan simulasi dinamika molekul singkat selama 0,2 ps secara berulang
(iterative) yang mampu merelaksasi, mengurangi ketegangan struktur dan meminimalkan
energinya. Galaxy Refine menunjukkan kinerja terbaik dalam meningkatkan kualitas
struktur lokal. Metode ini dapat meningkatkan kualitas struktur global dan lokal ketika
digunakan untuk menyempurnakan struktur 3D protein yang dihasilkan melalui pemodelan
molekuler. Data input yang dibutuhkan oleh Galaxy Refine adalah file PDB dari model
protein. Proses penyempurnaan umumnya dilakukan 2-5 jam. Hasil atau output muncul
dalam bentuk tabel yang berisi 5 model protein baru yang telah disempurnakan beserta
data-data struktural seperti RMSD, nilai MolProbity, Clash score, Ramachandran plot, dan
rantai samping (rotamers). Data di simpan di dalam server selama 30 hari. Model yang
direkomendasikan oleh Galay Refine selanjutnya dapat dievaluasi dan divalidasi
perbaikannya kembali secara iteratif dengan SAVES v5.0, ProSA dan MolProbity sebelum
digunakan pada proses selanjutnya seperti dinamika molekuler, docking atau skrining
virtual.

Aplikasi

Berikut ini diberikan beberapa contoh penerapan pemodelan homologi komparatif
dalam desain dan pengembangan obat sindrom metabolik seperti obesitas, diabetes dan
juga agen antiviral terhadap virus HIV dan Zlka (Tabel 5).
Protein GPCRs

Protein GPCRs (G Protein-Coupled Receptors) adalah protein reseptor
transmembran yang mentransduksi sinyal ekstraseluler menjadi suatu respon biologis
melalui aktivasi protein G heterotrimerik dan p-arestin (Hauser et al., 2017). GPCR terlibat
dalam hampir setiap sistem biologis yang dikenal. Desain dan pengembangan molekul
dengan berat molekul kecil yang berpotensi sebagai obat dengan menargetkan protein
GPCR merupakan salah satu penelitian dibidang farmasi yang sangat aktif akhir-akhir ini.
Obat-obatan yang menargetkan protein GPCR masuk dalam kategori kelompok obat
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terbesar yang disetujui oleh badan pangan dan obat di Amerika Serikat atau US-Food and
Drug Administrasi (FDA) (Sriram & Insel, 2018).

Tabel 5. Tren pemodelan homologi pada desain dan pengembangan obat dan agen antiviral HIV dan Zika (3
tahun terakhir)

Program
No Protein Ligan Fungsi biologis pemodelan Referensi
homologi
komparatif
1 G Protein- Hormon estrogen, Sinyal insulin, MODELLER (Bruno et al.,
coupled peptide kecil, regulasi tekanan versi 9.11 2016)
Estrogen molekul G1 darah, sel
Receptor 1 proliferasi
(GPER-1) (S. U. Khan et al.,
MODELLER v 2019)
9.15, SWISS-
MODEL
2 G Protein- Nukleotida uracil, Sistem saraf MODELLER (Saravanan et al.,
coupled leukotriena sentral versi 9.9, 2018, p. 17)
Receptor 17 sisteinil, BLAST,
(GPR17) MDL29951 PROCHECK,
ERRAT
3 Reseptor Polipetida Regulasi sinyal MODELLER, (Shebanits et al.,
polipeptida pankreatik (PP) metabolisme lipid, MolProbity 2019)
pankreas rasa
NPY4R lapar/kenyang,
sekresi insulin
4 Enzim Asam Replikasi, siklus PHYRE2, (Elfiky, 2016)
polymerase ribonukleosida hidup virus CLUSTAL
RNA virus Zika (RNA) Omega, SAVES
5 Enzim protease Polipeptida Pembentukan SWISS MODEL, (Zondagh et al.,
HIV protein virus PROCHECK 2018)

Bruno et al (2016) berhasil mengembangkan model homologi GPER-1 (G Protein-
coupled Estrogen Receptor 1) menggunakan software MODELLER versi 9.11 yang
digunakan dalam penyaringan virtual dan identifikasi senyawa-senyawa aktivator baru.
GPER-1 merupakan protein reseptor transmembran yang terhubung dengan protein G dan
salah satu anggota keluarga besar protein GPCR. GPER-1 berinteraksi dengan hormon
estrogen yang mengaktifkan jalur persinyalan insulin, regulasi tekanan darah dan sel
proliferasi. Bruno et al (2016) menggunakan protein cetakan CXCR4 (dengan asam amino
yang mirip 50%, asam amino yang sama 25%) yang struktur kristalnya membentuk
kompleks dengan molekul kecil IT1t dengan resolusi 2,5 Angstrom untuk menghasilkan
model 3D GPER-1. Model ini digunakan untuk menghasilkan kompleks dengan molekul
G1 yang merupakan molekul activator dari GPER-1. Simulasi dinamika molekuler selama
100 ns menunjukkan stabilitas yang tinggi dari kompleks G1/GPER-1 yang sangat
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berperan untuk mempelajari fungsi farmakologis dari molecule G1. Model yang dihasilkan
berperan penting untuk menguraikan dasar struktural dan mekanisme yang mendasari
kemampuan estrogen untuk mengikat GPER-1. Selain itu model GPER-1 yang dhasilkan
dapat digunakan untuk melakukan penyaringan virtual terhadap modulator aktif yang lain
yang berpotensi sebagai obat baru. Sementara itu Khan et al (2019) menggunakan model
3D GPER-1 yang dibangun dengan MODELLER dan SWISS MODEL berhasil
mengidentifikasi sebanyak 100 senyawa aktif hasil dari virtual skrining terhadap 7 juta
senyawa kimia di database yang memiliki aktivitas antiproliferatif yang tinggi dan
berpotensi sebagai obat penyakit kanker.

Sarvanan et al (2018) telah berhasil melakukan pemodelan sruktur G Protein-
coupled Receptor 17 (GPR17). GPR17 secara filogenetik berhubungan dengan reseptor
purinergik yang merupakan target potensial untuk desain dan pengembangan obat-obatan
penyakit seperti multiple sklerosis, Parkinson, Alzheimer dan kanker. Berdasarkan model
GPR17 yang dibangun, dua senyawa aktivator baru yang selektif berhasil dideteksi yaitu
AC1IMLNKK dan T0510.3657 yang menunjukkan profil interaksi yang lebih baik daripada
ligan yang dikenal sebelumnya yaitu MDL29951 menggunakan teknik docking dan
dinamika molekuler. Validasi ex vivo dari interaksi ligan GPR17 memberikan bukti bahwa
ligan T0510-3657 dan ACIMLNKK menghambat level CAMP di sel GPR17-HEK293T,
dengan nilai pEC50 masing-masing 4,79 dan 4,64. Dengan penemuan ini dua senyawa
AC1IMLNKK dan T0510.3657 dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai aktivator potensial
GPR17 untuk tujuan terapi.

Shebanits et al (2019) juga telah memanfaatkan pemodelan homologi komparatif
dengan menggunakan MODELLER dan validasi MolProbity dalam membangun beberapa
model varian mutan dari protein reseptor neuronpeptida NPY4R. Hal ini dilakukan untuk
mengetahui efek dari mutasi pada protein NPY4R terhadap interaksinya dengan ligan
alamiahnya yaitu polipeptida pankreatik (PP). Efek mutasi pada NPY4R sebelumnya telah
diketahui berkaitan erat dengan obesitas dan diabetes. Pada keadaan normal interaksi PP
dengan NPYY4R akan menghambat sinyal biologis yang mengaktifkan perasaan lapar
(satiety). Mutasi pada residu asam amino penyusun protein NPY4R akan mempengaruhi
interaksi dengan PP di situs aktif yang kemudian akan meningkatkan rasa lapar dan
konsumsi diet yang bisa mencetus obesitas. Penelitian oleh Shebanits et al (2019) ini
menunjukkan bagaimana penerapan pemodelan homologi komparatif tidak hanya berguna
dalam memahami interaksi antara reseptor NPY4R dan ligan PP tapi juga memberikan
pengetahuan penting terhadap efek mutasi terhadap fungsi protein yang diharapkan akan
sangat berguna di dalam pengembangan agen terapi sindrom metabolik di masa depan.

Enzim polimerase RNA virus Zika.

Kondisi kepala bayi yang kecil dari ukuran semestinya (mikrosefalus) baru-baru ini
telah dilaporkan berkaitan dengan kondisi ibu yang terinfeksi virus Zika (Mlakar et al.,
2016). Elfiky (2016) dalam studinya memanfaatkan program pemodelan homologi
PHYRE2 dalam membangun model 3D enzim polymerase RNA yang berperan dalam
proses replikasi dan pematangan virus Zika. Model yang dibangun ini kemudian digunakan
untuk melakukan skrining secara virtual senyawa-senyawa kimia baru yang berinteraksi
dan menghambat kerja enzim polymerase RNA sehingga menghambat pertumbuhan virus
Zika. Hasil penelitian Elfiky (2016) mendapatkan dan merekomendasikan dua inhibitor
nukleotida yaitu IDX-184 dan MKO0608 yang dapat diujikan lebih lanjut sebagai agen
antiviral terhadap infeksi Zika.
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Enzim protease HIV

Enzim protease HIV adalah target obat antiretroviral yang penting karena peran
utamanya dalam pematangan virus penyebab penyakit AIDS ini. Model komputasi telah
berhasil digunakan untuk memahami dinamika varian-varian enzim protease HIV akibat
mutasi. Zondagh et al (2018) menggunakan program SWISS MODEL untuk membangun
model enzim protease HIV yang normal dan yang telah mengalami mutasi akibat
perubahan asam amino Asparagin pada posisi 37 menjadi Treonin (N37T) pad virus HIV
tipe C asal Afrika Selatan. Model ini kemudian divalidasi stereokimianya menggunakan
program PROCHECK. Hasil penelitian menunjukkan bahwa model 3D enzim protease
HIV yang telah mengalami mutasi N37T mengalami penurunan interaksi dengan obat-
obatan antiviral seperti lopinavir, atazanavir dan darunavir. Hal ini dikarenakan mutasi
N37T merubah lansekap enzim protease HIV yang mengakibatkan berkurangnya kontak
kimia dengan agen antiviral tersebut. Penelitian ini mampu menunjukkan peranan
pemodelan homologi komparatif dalam menjelaskan efek mutasi yang menyebabkan
resistansi virus HIV terhadap agen antiviral yang tersedia.

PENUTUP

Pemodelan homologi komparatif secara komputasional telah menjadi tren dan
strategi baru yang digunakan dalam memprediksi struktur 3D protein ditengah masih
sedikitnya protein penting lain yang berhasil dielusidasi melalui eksperimen biologi
struktural. Hal ini disebabkan karena pemodelan homologi komparatif merupakan metode
komputasional yang paling akurat dalam memprediksi struktur 3D protein target dengan
berdasarkan sedikitnya 30% kemiripan susunan asam amino dengan struktur protein
cetakan. Pemodelan homologi komparatif juga mampu mengeksplorasi mekanisme
interaksi antara protein target dan ligan dalam skala atomic; hal yang tidak bisa didapatkan
melalui eksperimen. Dengan ini, jika diterapkan dengan bijak dan terus dikembangkan
maka pemodelan homologi komparatif komputasional dapat mengakselerasi riset tentang
desain dan pengembangan obat dalam mengatasi penyakit yang masih terus eksis di tengah
masyarakat.
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