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ABSTRACT

Simulation on protein G domain B1 (1GB1) have been performed using
NAMD?2. This protein is well-known for its high termal stability (melting point about
363 K) and attract many scientists to study it. The aim of this research is to study
the effect of mutation on salt-bridge pairs GLU15-LYS4 to the thermal stability of
1GB1 protein. The pair was chosen based on simulation analysis for native
structure (wild-type) in which non-binding energy towards zero when unfolding
occurred (=678 ps). Mutations were done by interchanging the position of the
pair, neutralizing one of the residue, and neutralizing both residues in the pair.
This research is focused on observing the changes caused by the mutations
without paying attention to the change of protein function. The results show that
neutralizing GLU15 to ASN 15 would increase the thermal stability which
indicated by longer unfolding time at 820 ps.
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ABSTRAK

Telah dilakukan simulasi protein G domain Bl (1GB1l) menggunakan
NAMD?2. Protein ini dikenal memiliki kestabilan termal yang tinggi (titik leleh 363
K) sehingga mengundang banyak perhatian para peneliti. Tujuan penelitian ini
adalah mempelajari pengaruh mutasi pasangan jembatan garam GLU15-LYS4
terhadap kestabilan termal protein 1GB1. Pasangan residu tersebut dipilih
berdasarkan hasil analisa simulasi struktur asli (wild-type), dimana nilai energi
non-ikatannya berubah menjadi nol saat unfolding terjadi (pada t=678 ps). Mutasi
dilakukan dengan cara menukar posisi kedua residu, menetralkan salah satu
residu, dan menetralkan kedua residu. Penelitian ini dilakukan sebatas
mengamati perubahan yang terjadi akibat mutasi, tanpa memperhitungkan
pengaruh perubahan struktur terhadap fungsi dari protein itu sendiri. Hasil analisa
menunjukkan bahwa mentralkan GLU15 menjadi ASN15 dapat meningkatkan
sifat kestabilan termal ditunjukkan oleh penundaan waktu unfolding menjadi 820

ps.

Kata kunci: kestabilan termal, 1GB1, mutasi titiik, jembatan garam
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PENDAHULUAN

Protein merupakan senyawa organik kompleks dengan bobot
molekul tinggi. Protein juga merupakan suatu polimer yang terdiri dari
monomer-monomer asam amino yang dihubungkan dengan ikatan
peptida. Protein memiliki banyak fungsi diantaranya sebagai enzim,
hormon dan antibodi. Di alam, bentuk protein spesifik untuk suatu fungsi.
Oleh karena itu agar suatu polipeptida yang baru dibentuk siap menjadi
protein yang berfungsi secara biologis dan mampu mengkatalisis suatu
reaksi metabolik, menggerakkan sel, atau makromolekul, polipeptida
tersebut harus mengalami pelipatan membentuk susunan tiga dimensi
tertentu atau konformasi’. Sehingga pembukaan lipatan protein
(unfolding) dapat mengubah struktur sekunder yang akhirnya mengubah
fungsi protein tersebut.

Protein 1GB1 merupakan urutan asam amino 228-282 dari 448
asam amino yang terkandung dalam protein G. Domain B1 ini sendiri
berfungsi membantu organisme Streptomyces griseus menghindari
pertahanan inang melalui sifat pengikatan immunoglobulin (mengikat
antibodi inang)®.

Simulasi dinamika molekul atau pemodelan komputer merupakan
salah satu teknik yang digunakan dalam mempelajari struktur protein
memanfaatkan prinsip mekanika klasik. Lintasan protein selama simulasi
ditentukan dari koordinat awal dan temperatur tiap atom. Protein 1GB1
termasuk protein yang memiliki kestabilan termal tinggi (363K)? sehingga
simulasi dinamika molekul protein 1GB1 dilakukan pada suhu tinggi (350
K — 500 K). Banyak penelitian yang telah mensimulasikan fragmen beta-
hairpin dari protein 1GB1 dan menerangkan bahwa faktor penentu
kestabilann}/a adalah interaksi hidrophobik, ikatan hidrogen dan jembatan
garam>*>®"8 Tetapi jarang penelitian yang mensimulasikan keseluruhan
protein. Oleh karena itu penelitian ini diharapkan dapat menjelaskan
kestabilan termal untuk keseluruhan proteinlGB1.

Rekayasa genetika dengan mutasi beberapa residu dapat
meningkatkan atau menurunkan sifat termostabilitas dari mutan. Strategi
yang dilakukan dapat dengan cara random (acak) atau terarah. Dalam
penelitian ini rekayasa dilakukan terarah yaitu dengan mengganti
beberapa residu spesifik yang dianggap berpotensi menjaga kestabilan
termal protein 1GB1. Pemilhan residu yang akan dimutasi berdasarkan
hasil analisis simulasi struktur wild-type.

EKSPERIMENTAL

Simulasi dinamika molekul

Data koordinat dan temperatur protein diunduh melalui Protein
Data Bank (www.rsch.org) dengan index 1GB1°. Simulasi dilakukan
untuk keseluruhan protein 1GB1 (56 residu) menggunakan NAMD2
dengan potensial CHARMM++'°. Keadaan awal yang dipakai adalah
rata-rata 60 model konformasi yang telah diminimisasi selama 100ps.
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Protein ditempatkan dalam kotak dengan ukuran (65x54x50) A yang
dikelilingi oleh air TIP3P yang telah diekuilibrasi dengan protokol
Langevin pada suhu 500K. Temperatur simulasi ditingkatkan per 25°C
dengan langkah waktu 2.0 fs. Semua kekangan yang diberikan
dihilangkan pada tahap produksi MD (molecular dynamic) yang
dijalankan selama 2.0 ns.

Mutasi titik

Hasil analisa simulasi wild-type protein 1GB1 menunjukkan bahwa
energi non-ikatan pasangan jembatan garam GLU15-LYS4 menuju nol
saat unfolding terjadi. Sehingga pasangan residu tersebut menjadi target
mutasi. Masing-masing terletak di struktur beta-sheet 2 dan beta-sheet 1.
Mutan 1 dipilih dengan menukar posisi kedua residu tersebut menjadi
GLU4-LYS15™. Mutan 2 dipilih dengan menetralkan LYS4 menjadi
THR4. Mutan 3 dipilih dengan menetralkan GLU15 menjadi ASN15.
Mutan 4 dipilih dengan menetralkan kedua residu menjadi THR4 dan
ASN 15. Masing-masing mutan disimulasikan selama 2.0 ns pada suhu
500K.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Struktur sekunder

Struktur sekunder utama protein 1GB1 terdiri dari 4 beta-sheet
(kuning), 2 turn (hijau), 2 coil (putih) dan 1 alpha-helix (ungu). Selama
simulasi beberapa residu menjadi fleksibel sehingga struktur tersebut
dapat berubah-ubah. Pada simulasi 500K, alpha-helix dari wild-type
hancur (678 ps) dan tergantikan oleh coil dan turn. Sedangkan struktur
beta-sheet hanya sedikit terganggu (Gambar 1(a)). Pada mutan 2,
pertukaran posisi pasangan jembatan garam tidak mengubah waktu
mulainya unfolding tetapi struktur alpha-helix menjadi lebih pendek dan
struktur beta sheet hancur (Gambar 1(b)).

Penetralan LYS4 menjadi THR4 membuat protein 1GB1 lebih
stabil (unfolding pada 754 ps) walaupun struktur sekundernya banyak
yang terganggu (Gambar 1(c)). Dari keseluruhan mutan yang paling
stabil secara termal adalah mutan 3 karena mengalami unfolding pada
820 ps. Penetralan GLU15 menjadi ASN15 membuat hancurnya alpha-
helix menjadi coil dan turn, sedangkan struktur beta-sheet masih utuh
hingga akhir simulasi (Gambar 1(d)). Kestabilan termal mutan 4 sama
dengan mutan 2 walaupun struktur beta-sheet lebih dipertahankan
(Gambar 1(e)).

Root mean square deviation (RMSD)
RMSD didefinisikan sebagai besaran jarak antara dua buah atom.
SIS (1 11)-ri(12))

Natoms

RMSD=
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dimana N.,ns adalah jumlah atom yang posisinya dibandingkan dan
1;(t;)adalah posisi atom ke-i pada waktu ke-t. r;(t,) adalah posisi atom
ke-i pada waktu t,=0"". Nilai RMSD didapatkan melalui program VMD
dengan terleblh dahulu dilakukan pensejajaran terhadap struktur
pembandlng Pensejajaran ini bertujuan untuk memperkecil nilai
deviasinya™®.
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Gambar 1. Perubahan struktur sekunder selama simulasi; (a) wild-type,
(b) mutan 1, (C) mutan 2, (d) mutan 3, () mutan 4.
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Nilai peningkatan RMSD terbesar dimiliki oleh mutan 2 sekitar
10.50 A, kemudian mutan 4 dengan 8.80 A, mutan 1 dengan 7.80 A, dan
wild-type dengan 7.30 A ,terakhir mutan 3 dengan peningkatan sekitar
7.10 A (Gambar 2). Nilai rata-rata peningkatan RMSD terendah terdapat
pada mutan 3 yang mengindikasikan bahwa tidak terlalu banyak
perubahan konformasi yang terjadi selama simulasi pada mutan 3 ini
sebagaimana ditunjukkan oleh struktur beta-sheet-nya yang relatif tetap
utuh dan bertahan.
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Gambar 2. RMSD protein 1GB1 selama simulasi
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Gambar 3. Jari-jari girasi protein 1GB1 selama simulasi
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Jari-jari girasi

Jari-jari girasi R, adalah parameter yang menjelaskan konformasi
seimbang dari sistem total dan kekompakan protein.

R=2N, (ri'Rc)z/N

dimana r; adalah jarak atom ke-i terhadap pusat massa, R, adalah
koordinat pusat massa dan N adalah jumlah atom™. Peningkatan nilai R,
pada suatu simulasi menunjukkan membesarnya volume protein secara
geometri atau berkurangnya kerapatan molekul protein sehingga protein
tidak lagi kompak™®. Oleh karena itu saat terjadi unfolding nilai jari-jari
girasi meningkat drastis. Pada simulasi wild-type R;meningkat hingga
5.26 A, pada mutan 1 peningkatan R, sebesar 6.01 A, mutan 2 sebesar

8.29 A, mutan 3 sebesar 6.26 A, dan pada mutan 4 sebesar 6.86 A
(Gambar 3)

SIMPULAN

Pasangan jembatan garam GLU15-LYS4 termasuk penentu
kestabilan termal protein 1GB1. Hal ini terlihat dari beberapa perubahan
drastis pada parameter struktur sekunder, RMSD, dan jari-jari girasi
akibat mutasi titik di pasangan tersebut. Untuk menjaga kestabilan termal
protein maka mutasi yang lebih baik adalah mutan 3 dimana GLU15 yang
sifatnya polar negatif digantikan oleh ASN15 yang sifatnya polar netral
karena didapatkan waktu unfolding yang lebih lama dan perubahan
struktur sekundernya lebih teratur. Diketahui bahwa GLU termasuk residu
yang kuat menghancurkan beta-sheet dengan nilai p (conformational
parameter) sebesar 0.26, sedangkan ASN termasuk residu yang lemah
menghancurkan beta-sheet dengan nilai p sebesar 0.65".Kestabilan
termal 1GB1 kemungkinan dapat lebih ditingkatkan lagi jika GLU15
digantikan oleh residu yang lebih kuat membentuk beta-sheet, seperti
misalnya residu ILE.
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