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Identifikasi Determinan Molekul Interaksi STK630921 pada Interleukin-17A

ABSTRAK

Interleukin-17A (IL-17A) merupakan sitokin pro-inflamasi yang terlibat dalam
patogenesis beberapa penyakit, antara lain psoriasis, rheumatoid arthritis, kanker,
diabetes dan penyakit ginjal stadium akhir. Peningkatan kadar serum IL-17A memberikan
petunjuk adanya keterkaitan antara IL-17A pada kejadian nefropati diabetik. Keterkaitan
ini juga diperjelas dengan temuan bahwa penghambatan aktivitas IL-17A dapat
menurunkan albuminuria, cedera ginjal dan menunda perkembangan nefropati diabetik.
Peranan IL-17A ini menjadikannya sebagai pilihan target potensial terapi nefropati
diabetik yang sejauh ini bertumpu pada pengendalian optimal sistem renin angiotensin.
Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi determinan molekul interaksi STK630921 pada
IL-17A. Penelitian dilakukan dengan penambatan molekul STK630921 pada protein IL-
17A, dilanjutkan dengan simulasi dinamika molekul selama 15 ns. Identifikasi
determinan molekul dilakukan menggunakan bantuan perangkat lunak PyPLIF-HIPPOS
terhadap hasil simulasi dinamika molekul. Penelitian ini berhasil mengidentifikasikan
asam-asam amino yang berperan penting yaitu His29, Trp67, Asn27, Lys114 dan Glu95
dengan interaksi aromatik dan interaksi hidrogen sebagai jenis interaksi yang berperan
pada aktivitas STK630921 pada struktur protein 4HRO.

Kata kunci: determinan molekul; STK 630921; Interleukin-17A
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Molecular Determinants Identification of STK630921 Interaction
to Interleukin-17A

ABSTRACT

Interleukin-17A (IL-17A) is a pro-inflammatory cytokine that is involved in the
pathogenesis of several diseases, including psoriasis, rheumatoid arthritis, cancer,
diabetes, and end-stage kidney disease. Increased serum levels of IL-17A provide a clue
of the association between IL-17A in the incidence of diabetic nephropathy. This
association was also clarified by the finding that inhibition of IL-17A activity can reduce
albuminuria, kidney injury and can delay the progression of diabetic nephropathy. This
role of IL-17A makes it a potential target of choice for the treatment of diabetic
nephropathy, which so far relies on optimal control of the renin-angiotensin system. This
study aims to identify the molecular determinants of the STK630921 interaction to IL-
17A. The experiment was conducted by docking the STK630921 molecule to the protein
IL-17A, followed by molecular dynamics simulation for 15 ns. Identification of
molecular determinants was carried out using the PyPLIF-HIPPOS software on the
molecular dynamics simulation results. This study succeeded in identifying amino acids
that play an important role, namely His29, Trp67, Asn27, Lys114 and Glu95 with
aromatic interactions and hydrogen interactions as the types of interactions that play an
important role in the activity of STK630921 in the protein structure of 4HRO.
Keywords: molecular determinants; STK 630921; Interleukin-17A
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PENDAHULUAN

Interleukin-17A (IL-17A) adalah anggota famili IL-17, yang terdiri dari enam
sitokin (IL-17A hingga IL-17F), di mana IL-17A dan IL-17F merupakan isoform utama.
Anggota famili IL-17 merupakan sitokin pro-inflamasi kuat yang terutama disekresikan
oleh sel Th17, selain juga diproduksi oleh sel lain termasuk sel NK, makrofag, neutrofil,
sel-sel dendritik dan sel mast [1]. Patogenisitas IL-17 telah ditemukan pada beberapa
penyakit, antara lain psoriasis [2], rheumatoid arthritis [3], kanker [4], diabetes [5] dan
penyakit ginjal stadium akhir [6]. Kadar serum beberapa sitokin terkait Th17, termasuk
IL-17A dan IL-21, ditemukan lebih tinggi pada pasien diabetes dibandingkan dengan
kontrol [7]. Kadar CD4+, CXCRS +, PD-1+, sel T helper serta IL-6 dan IL-17 dalam
plasma pada pasien dengan nefropati diabetik juga ditemukan lebih besar dibandingkan
dengan kontrol yang sehat [8]. Lebih jauh, ditemukan bahwa blokade terhadap IL-17A
dapat menurunkan albuminuria dan cedera ginjal pada nefropati diabetik [9].

Nefropati diabetik merupakan komplikasi mikrovaskuler yang signifikan pada
penyakit diabetes. Sekitar sepertiga dari pasien diabetes mengalami mikroalbuminuria
setelah 15 tahun durasi penyakit dan tidak kurang dari setengahnya mengalami
perkembangan menjadi nefropati [10,11]. Penatalaksanaan nefropati diabetik saat ini
bertumpu pada kontrol optimal sistem renin-angiotensin, menggunakan obat golongan
angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) atau angiotensin Il receptor (ARB) [12].

Upaya penemuan molekul kecil yang dapat menghambat aktivitas IL-17A telah
dilakukan pada kasus intervertebral disc disease (IVD) berupa senyawa 4-[({N-[(4-okso-
3,4-dihidro-1-ftalazinil)asetil |Jalanyl} amino)metil |sikloheksenakarboksilat atau lebih
dikenal dengan STK630921 [13]. Secara in vitro, senyawa STK630921 ini dapat
menekan ekspresi COX-2, IL-6, MMP-3 dan MMP-13 pada sel nucleus pulposus (NP).
Struktur molekul STK630921 ditunjukkan pada Gambar 1.
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HO

Gambar 1. Struktur molekul STK630921

Struktur kristal IL-17A Homo sapiens sejauh ini yang tersedia pada pangkalan
data RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) adalah sebanyak 15 struktur. Ke-
15 struktur ini diperoleh dengan metode difraksi sinar X, yaituberturut turut dari yang
terakhir ditemukan, 6WIR [14], 6WIO[14], S5N7W [15], SVBI[16], S5NO92[17],
SNAN[17], SHI3[18], SHIS[18], S5SHI4[18], SHHV[19], SHHX[19], 4QHU[20],
4HRO9[21], 4HSA[21] dan 2VXS [22]. Struktur yang pertama kali ditemukan adalah
2VXS pada tahun 2009 berupa kompleks berisi satu dimer [L-7A yang diapit dua fragmen
antibodi. Struktur terakhir yaitu 6WIR yang ditemukan pada tahun 2020 [14] berupa
kompleks yang tersusun dari satu dimer IL-17A, satu buah fragmen antibodi rantai berat
dan satu buah fragmen antibodi rantai ringan. Dari ke-15 struktur kristal tersebut terdapat
3 struktur yang memiliki ligan unik yaitu struktur kristal SHI3, SHI4 dan SHIS. Kristal
SHI5 memiliki ligan N-(4-{2-[({1-[2-(dimethylamino)-2-
oxoethyl]cyclopentyl}acetyl)amino]ethyl } phenyl)-2-fluoro-Nalpha-[(1-methyl-1H-
pyrazol-5-yl)carbonyl]-L-phenylalaninamide (kode pdb 630). Kristal 5SHI4 meliliki ligan
(9'S,17'R)-6'-chloro-N-methyl-9'-{[(1-methyl-1H-pyrazol-5-yl)carbonyl]amino}-10',19'-
dioxo-2'-oxa-11'",18'-diazaspiro[cyclopentane-1,21'-
tetracyclo[20.2.2.2~12,15~.1~3,7~]nonacosane]-1'(24"),3'(29"),4',6',12',14',22',25' 27'-
nonaene-17'-carboxamide (kode pdb 63P). Kristal SHIS memliki ligan (4S,20R)-7-
chloro-N-methyl-4-{[(1-methyl-1H-pyrazol-5-yl)carbonyl]amino}-3,18-dioxo-2,19-
diazatetracyclo[20.2.2.1~6,10~.1~11,15~]octacosa-1(24),6(28),7,9,11(27),12,14,22,25-
nonaene-20-carboxamide (kode pdb 63Q). Perumusan kantung ikatan konsensus sebagai
residu-residu yang berjarak 5 angstrom dari ligan menggunakan femplate ketiga struktur
yang memiliki ligan unik, terangkum pada Tabel 1. Kontribusi IL-17A pada patogenesis

nefropati diabetik menjadi latar belakang perlunya mengembangkan penelitian terkait IL-
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17A sebagai target potensial terapi nefropati diabetik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi determinan molekul interaksi ligan STK630921 pada IL-17A.

Tabel 1. Residu-residu asam amino kantung ikatan SHI3, SHI4 dan SHIS

5HI3 5HI3 SHI4 S5HI4 SHIS SHI5 Konsensus Konsensus
(A) B) (A) B) (A) B) (A) B)
Tyr62 | Tyr62 | Leu53 | Tyr62 | Tyr62 | Asn36 | Leu53 Asn36
Pro63 | Pro63 | Tyr62 | Pro63 |Pro63 |Pro37 | Tyr62* Pro37
Ser64 | Ser 64 | Pro63 | Ile66 Ile66 Tyr62 | Pro63* Tyr62*
Val65 | Val65 | Val65 | GIn94 | Gln94 | Pro63 Ser64 Pro63*
Ile66 Ile66 Ile66 Glu95 | Glu95 | Val65 | Val65 Ser64
Trp67 | Trp67 | GIn94 | 11e96 I1e96 Ile66 Ile66* Val65
Gln%94 | GIn94 | Glu95 | Leu97 | Leu97 | Trp67 | Trp67 lle66*
Glu95s | Glu95 | 11e96 Val98 | Val98 | Gln94 | GIn94* Trp67
I1e96 11e96 Leu97 | Leu99 | Leu99 | Glu95 | Glu9s* GIn94*
Leu97 | Leu97 | Val98 | Leull2 | Leull2 | 11e96 I1e96* Glu9s5*
Val98 | Val98 | Leu99 |Lysll4 | Lysl14 | Leu97 | Leu97* [le96*
Leu99 |Leu99 | Leull2 |Ilell5 Val98 | Val98* Leu97*
Leull2 | Leull2 | Valll7 Leu99 | Leu99* Val98*
Lys114 | Lys114 Leull2 | Leul12* Leu99*
lle115 | Ilell5 Valll7 | Lysl14 Leul12*
Valll7 | Valll7 Ille115 Lys114
Valll7 llel15
Valll7

Keterangan: * ditemukan pada semua kristal struktur, A dan B menunjukkan molekul
dimer.

METODE PENELITIAN

Perangkat dan Struktur Kristal Protein

Perangkat keras yang digunakan dalam penelitian ini yaitu komputer PC dengan
spesifikasi prosesor Intel® Core™ i5-10400 CPU @ 2.90GHz, memori 8 GB dan sistem
operasi Windows10 64-bit, dan WSL Ubuntu 20.04 LTS. Perangkat lunak yang
digunakan adalah YASARA-Structure[23] dan PyPLIF-HIPPOS[24].

Bahan yang digunakan adalah struktur kristal IL-17A manusia yang didapat dari
RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) yaitu: 4HR9. Ligan yang digunakan
adalah senyawa STK630921[13].
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Penambatan Ligan STK630921 pada Protein 4HR9

Penambatan ligan pada protein dilakukan menggunakan bantuan software
YASARA-Structure menggunakan perintah macro default yang diakses dari
http://www.yasara.org/dock run.mcr. Kantung ikatan dirumuskan sesuai dengan kantung
ikatan konsensus seperti pada Tabel 1. Hasil penambatan yang memiliki nilai terbaik

selanjutnya digunakan untuk kajian simulasi dinamika molekul.

Simulasi Dinamika Molekul

Simulasi dinamika molekul dilakukan terhadap kompleks hasil penambatan ligan
dengan struktur 4HR9 dan terhadap struktur 4HRO tanpa adanya ligan. Simulasi
dilakukan dengan bantuan dengan sofiware YASARA-Structure [23] menggunakan
macro dari http://www.yasara.org/md_run.mcr. Interval smnapshot simulasi disimpan
setiap 10 ps. Hasil simulasi dinamika molekul selanjutnya dianalisis dengan perintah

macro default yang diakses dari http://www.yasara.org/md_analyze.mcr.

Identifikasi Determinan Molekul

Hasil simulasi dinamika molekul pada kompleks ligan dan protein 4HR9 berupa
berkas-berkas dengan ekstensi *.sim kemudian dikonversikan menjadi berkas-berkas
dengan ekstensi *.pdb. Identifikasi determinan molekul dilakukan terhadap berkas-berkas
* pdb dengan menggunakan bantuan software PyPLIF-HIPPOS [24] mengacu pada
prosedur yang dilakukan oleh Istyastono et. al. [25].

HASIL DAN DISKUSI

Penelitian ini dilakukan untuk melihat pengaruh ligan STK630921 pada stabilitas
struktur protein 4HR9 dan dilanjutkan dengan identifikasi determinan molekul yang
berperan penting pada stabilitas kompleks yang terjadi. Pengkajian stabilitas struktur
protein dikerjakan dengan simulasi dinamika molekul selama 15 ns pada struktur 4HR9
tanpa ligan dan pada struktur 4HR9 dengan STK630921 sebagai ligan. Perubahan nilai
root mean square deviation (RMSD) atom-atom backbone 4HR9 sepanjang simulasi
selama 15 ns digunakan sebagai petunjuk adanya aktivitas stabilisasi oleh ligan. Grafik

nilai RMSD terhadap waktu simulasi ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Grafik nilai RMSD terhadap waktu selama simulasi. Kurva berwarna biru
menunjukkan nilai RMSD pada simulasi dengan ligan dan kurva berwarna kuning

menunjukkan nilai RMSD pada simulasi tanpa adanya ligan.
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Pemilihan durasi simulasi 15 ns mengacu pada pada Liu et al [26,27] yang mempelajari
stabilitas kompleks protein-ligan melalui simulasi dinamika molekuler menggunakan
parameter perubahan nilai RMSD backbone. Liu et al [26,27] menemukan bahwa
stabilitas kompleks tercapai jika perubahan nilai RMSD pada 5 ns terakhir dalam simulasi
10 ns kurang dari 2 A. Prasasty et al [28] juga menemukan bahwa simulasi sepanjang 10
ns cukup untuk menggambarkan stabilititas kompleks-ligan dengan parameter perubahan
nilai RMSD 5 ns terakhir sebesar 1 A. Hasil simulasi menujukkan bahwa pada interval
10 ns-15 ns ARMSD kompleks dengan ligan sebesar 0,837 A lebih rendah dibandingkan
ARMSD tanpa ligan yang bernilai 1,138 A. hal menunjukkan bahwa ligan STK630921
tidak mengganggu stabilititas 4HRO justru adanya ligan ini dapat meningkatkan stabilitas
4HRO.

Struktur kompleks antara ligan STK630921 dengan protein 4HR9 yang tersedia
dari hasil simulasi dinamika molekul membuka peluang dilakukannya identifikasi sidik
jari interaksi yang berperan sebagai determinan molekul dalam interaksi menggunakan
bantuan sofiware PyPLIF HIPPOS. Identifikasi determinan molekul pada interaksi antara
ligan STK630921 dengan protein 4HRO ditunjukkan dengan heatmap pada Gambar 3
untuk interaksi hidrofobik dan Gambar 4 untuk interaksi non hidrofobik. Identifikasi
dilakukan pada kondisi kompleks yang telah stabil yaitu pada interval 5 ns terakhir. Ini
merujuk pada hasil simulasi dinamika molekul yang menunjukkan perubahan RMSD 5

ns terakhir sebesar 0,837 A, menggambarkan telah tercapainya stabilitas kompleks.
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Waktu (ns)

Interaksi 11 12 13 14 15
TRP67 hidrofobik A

PROG3 hidrofobik A
HIS29 hidrofobik A
VALG5 hidrofobik A
LEU26 hidrofobik A
LEU97 hidrofobik A
LEU97 hidrofobik B
ILE66 hidrofobik A
ASN27 hidrofobik A
ILE28 hidrofobik A
LYS114 hidrofobik A
LYS114 hidrofohik B
VAL24 hidrofobik A

Gambar 3. Heatmap interaksi hidrofobik pada interval simulasi 10 ns sampai 15 ns.
Warna merah menunjukkan adanya interaksi, warna hijau menunjukkan tidak adanya

interaksi. Huruf A dan B masing-masing menunjukkan molekul dimer A dan B.

o P . . Waktu (ns)
Interaksi /] 11 12 13 14 1
HIS29 aromatik edge tgfﬂce A

ASN27 hidrogen, protein sebaga_i_d_(;nor A
TRP67 aromatik edge to face A

TRP67 aromatik face tgfgce A

TRP6&7 hidrogen, protein sebagai donor A
HIS29 aromatik face to}qqe; A ___ N,
GLUS5 hidrogen, protein sebagai akseptor A
GLU95S hidrogen, protein sebagai_akgegtor B
LYS114 hidrogen, protein sebagai donor A
LYS114 hidrogen, protein sebagai donorB

Gambar 4. Heatmap interaksi non hidrofobik pada interval simulasi 10 ns sampai 15 ns.

Warna merah menunjukkan adanya interaksi, warna hijau menunjukkan tidak adanya

interaksi. Huruf B menunjukkan molekul dimer B
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Tabel 2 merangkum interaksi-interaksi yang teridentifikasi oleh PyPLIF-
HIPPOS. Interaksi yang dominan pada kompleks protein-ligan pada 4HR9 adalah
interaksi hidrofobik. Interaksi lain yang teridentifikasi adalah interaksi aromatik edge fo
face dan face to face dengan His29 dan Trp67 interaksi hidrogen (protein sebagai donor)
dengan Asn27, Trp67 dan Lys114 serta yang terakhir yaitu interaksi hidrogen (protein
sebagai akseptor) dengan Glu95. Plot 2D interaksi antara ligan dan protein beberapa
snapshot hasil simulasi dinamika molekul pada 5 ns terakhir disajikan dalam gambar 5.
Selanjutnya perlu dilakukan optimasi dan validasi terhadap hasil identifikasi determinan
molekul yang diperoleh pada penelitian ini secara in vitro. Dengan berhasil
diidentifikasikannya determinan molekul interaksi protein-ligan pada protein 4HR9 pada
penelitian ini, diharapkan dapat menjadi acuan dalam perancangan obat dengan target

molekul IL-17A.

Tabel 2. Interaksi-interaksi hasil identifikasi PYPLIF HIPPOS

pada kompleks ligan-protein 4HR9

No | Residu Asam Amino Jenis Interaksi
1 | HIS29 (A) hidrofobik
aromatik edge to face,
aromatik face to face
2 | VAL65 (A) hidrofobik
3 | LEU26 (A) hidrofobik
4 | LEU97 (A) hidrofobik
5 | LEU97 (B) hidrofobik
6 | ASN27 (A) hidrofobik
hidrogen-protein sebagai donor
7 | TRP67 (A) aromatik edge to face,
aromatik face to face,
hidrogen- protein sebagai donor
8 | ILE66 (A) hidrofobik
ILE28 (A) hidrofobik
10 | GLU95 (A) hidrogen-protein sebagai akseptor
hidrogen-protein sebagai akseptor B
11 | LYS114 (A) Hidrofobik
hidrogen-protein sebagai donor
12 | LYS114 (B) Hidrofobik
hidrogen, protein sebagai donor
13 | VAL24 (A) hidrofobik

Keterangan: Huruf A dan B masing-masing menunjukkan molekul dimer A dan B.

10
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Gambar 5. Plot 2D interaksi antara ligan dan protein pada waktu simulasi dinamika
molekul 10 ns (a), 11 ns (b), 12 ns (c), 13 ns (d), 14 ns (e) dan 15 ns (f). Mengacu pada
software visualisasi yang digunakan yaitu Biovia Discovery Studio Visualizer
v21.1.0.20298, warnaungu muda [ | menunjukkan interaksi alkil, ungu [®] menunjukkan
interaksi pi-sigma, hijau terang [ ] menunjukkan ikatan hidrogen-karbon, hijau muda [

] menunjukkan interaksi van der Waals dan hijau [M] menunjukkan ikatan hidrogen
konvensional. Jika dikonversi dengan interaksi menurut PyPLIF HIPPOS, warna hijau [
W] menunjukkan ikatan hidrogen dengan protein sebagai donor,

ungu muda [ ] menunjukkan interaksi hidrofobik dan aromatik edge to face, sedangkan
warna ungu [M], hijau terang [ ], dan hijau muda [ ] masing-masing menunjukkan

interaksi hidrofobik.

11
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KESIMPULAN

Simulasi dinamika molekul menggunakan YASARA-Structure selama 15 ns
menunjukkan ligan STK630921 relatif tidak mengganggu stabilitas struktur 4HRO.
Analisis hasil simulasi protein-ligan menggunakan PyPLIF HIPPOS berhasil
mengidentifikasi asam-asam amino yang berperan penting yaitu His29, Trp67, Asn27,
Lys114 dan Glu95 dengan interaksi aromatik dan interaksi hidrogen sebagai jenis

interaksi yang berperan pada aktivitas STK630921 pada struktur protein 4HRO.
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