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PADA 4H3X.PDB MENGGUNAKAN SOFTWARE PLANTS VERSI 1.2 
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Maguwoharjo, Depok, Sleman, Yogyakarta, 55282, Indonesia.  

Telp. (0274) 883037, Fax. (0274) 886529 
 

ABSTRAK 

Diabetes Foot Ulcer (DFU) merupakan komplikasi penyakit diabetes 

melitus (DM) dengan tingkat kesembuhan rendah dan dapat menyebabkan 

amputasi anggota tubuh bagian bawah. Luka kronik seperti DFU ini sering 

ditandai tingginya level dari matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) dan penurunan 

dari tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP). Enzim MMP-9 mendorong 

migrasi sejumlah sel epitel dan terbukti mengganggu penutupan luka. Oleh karena 

itu, intervensi terhadap MMP-9 menjadi sasaran dalam penemuan obat untuk 

penyembuhan luka pada DFU karena terbukti berperan dalam fase-fase 

penyembuhan luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pose CC27 dalam 

kantung ikatan MMP-9 dan RMSD yang dihasilkan setelah dilakukan penambatan 

ulang. Dilakukan validasi dan optimasi terhadap protokol simulasi penambatan 

ulang ko-kristal ligan CC27 pada MMP-9 dengan merubah parameter kecepatan 

dan constraint. Analisis hasil dilakukan dengan visualisasi dan pengukuran 

RMSD menggunakan PyMOL. Hasil penambatan ulang dengan constraint pada 

GLU227, LEU188, dan ALA189 menghasilkan RMSD kurang dari atau sama 

dengan 2,0 Å dengan konfigurasi Hasil RMSD diuji statistik menggunakan one 

sample t-test sisi kanan dengan selang kepercayaan 95% dan didapat hasil p-value 

= 1. Sehingga dapat disimpulkan bahwa protokol penambatan ulang ko-kristal 

CC27 pada 4H3X.pdb sudah valid. 

Kata kunci: Validasi, Optimasi, Diabetes melitus, DFU, MMP-9, 4H3X.pdb
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ABSTRACT 

Diabetes Foot Ulcer (DFU) is a diabetes mellitus (DM) complication 

with a lower healing rate and able to cause lower limb amputation. Chronic 

injuries such as DFU often be found in elevated levels of the matrix 

metalloproteinase 9 (MMP-9) and decreased of the tissue inhibitor of 

metalloproteinase (TIMP). The MMP-9 enzyme promotes migration of epithelial 

cells and interferes wound healing process. Therefore, MMP-9 was targeted in 

drug discovery for wound healing in DFU because of its role in wound healing 

process. This study aims to find out the CC27 poses in the MMP-9 binding pocket 

and RMSD value produced after redocking. Validation and optimization of 

protocol simulation of co-crystall CC27 in MMP-9 were done by changing speed 

and constraint parameters. The docking result was analised by visualizing and 

calculating RMSD using PyMOL. The docking results with constraint on 

GLU227, LEU188, and ALA189 demostrate RMSD value is not greater than 2,0 

Å with a percentage of 95,3%. The RMSD results were tested statistically using 

one sample t-test on the right side with 95% confidence interval and the obtained 

result was p-value = 1. Therefore, it can be concluded that docking protocol of co-

crystal CC27 on 4H3X.pdb was valid. 

Keywords: Validation, Optimization, Diabetes mellitus, DFU, MMP-9, 

4H3X.pdb
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PENDAHULUAN 

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit kronik dan kompleks yang 

memerlukan penanganan medis rutin dan banyak strategi multifaktorial 

(America Diabetes Association, 2016). Penderita DM dewasa diperkirakan telah 

mencapai 422 juta orang di seluruh dunia pada tahun 2014 (World Health 

Organization, 2014). Kematian yang disebabkan oleh DM di Indonesia sudah 

mencapai 6% dari seluruh kematian pada tahun 2012 (World Health 

Organization, 2014). Salah satu faktor risiko DM yang sering terjadi adalah 

Diabetic foot ulcer (DFU). Penyakit DFU merupakan luka yang kronis atau 

ulkus yang terjadi pada kaki dan sangat berdampak pada kualitas hidup penderita 

DM (Brownrigg et al,.2012). Prevalensi DFU di Indonesia mencapai 7,3 - 24% 

dari keseluruhan penderita diabetes (Yusuf et al. 2016). 

Pasien yang memiliki luka kronik seperti DFU ditemukan berupa 

tingginya matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) yaitu sebesar 1,5 Arb.Units pada 

hari pertama penyembuhan (Reiss et al., 2011, Hariono, 2018). Enzim MMP-9 

termasuk di dalam kelompok matrix metalloproteinases (MMP) yang dapat 

mendegradasi semua komponen matriks ekstraseluler yang terbentuk pada saat 

penyembuhan luka (Lobmann et al., 2002, Ayuk et al., 2016). Enzim MMP-9 

dapat menghambat penempelan jaringan epitelium baru dengan memediasi 

degradasi dari membran dasar sehingga mengurangi zona migrasi dari epitelium 

baru yang akan mengganggu proses penyembuhan luka pada DFU (Reiss et al., 

2011). Oleh karena itu, dengan penghambatan aktivitas MMP-9 yang berlebih ini 

diharapkan dapat mempercepat penyembuhan luka. 

Enzim MMP-9 berhasil dikristalkan menjadi ko-kristal 4H3X dengan 

N-2-(biphenyl-4-ylsulfonyl)-N-2-(isopropyloxy)-acetohydroxamic acid (CC27) 

sebagai ligan dengan nilai resolusi 1,76 Å (Antoni et al., 2013). Penelitian yang 

dilakukan oleh Prameswari (2017) yaitu tentang evaluasi penambatan ulang ligan 

CC27 pada kristal struktur 4H3X sebagai target virtual enzim MMP-9 pada 

penapisan virtual berbasis struktur (PVBS) menunjukan hasil pada 1000 

penambatan ulang nilai Root Mean Square Deviation (RMSD) yang melebihi 2 

Å yaitu 77,8% sehingga hasil penambatan ulang tersebut belum valid. Simulasi 

penambatan ulang dikatakan valid jika nilai RMSD ≤ 2Å (Marcou dan Rognan, 
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2007) mencapai 95% (Attia, 2005). Penelitian ini merupakan pengembangan dari 

penelitian Prameswati (2017) yaitu dengan melakukan validasi dan optimasi 

terhadap konfigurasi simulasi penambatan ulang menggunakan software 

PLANTS versi 1.2 untuk mengetahui pose ligan CC27 pada kantung ikatan 

MMP-9 dengan mengubah parameter constraint dan kecepatan. Penelitian ini 

menggunakan software PLANTS 1.2 karena adanya fitur constraint, 

menyesuaikan dengan penelitian sebelumnya yang menggunakan software 

PLANTS 1.2 dan software ini memiliki free license. Tujuan penelitian ini adalah 

untuk melakukan validasi dan optimasi terhadap simulasi penambatan ulang 

enzim MMP-9 menggunakan software PLANTS 1.2 untuk mengetahui pose 

ligan CC27 pada kantung ikatan MMP-9. 

 

METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah struktur kristal MMP-9 

didapatkan dari Protein Data Bank (PDB) dengan kode 4H3X 

(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=4h3x), software penunjang 

yaitu SPORES (Brink and Exner, 2009) sebagai alat preparasi senyawa yang 

akan ditambatkan ke PLANTS 1.2 (Korb et al., 2006), Docking Software 

PLANTS versi 1.2 (Korb et al. 2006) sebagai alat simulasi penambatan 

molekuler sehingga didapatkan skor ChemPLP, PyMol 1.8 

(https://www.pymol.org/) untuk menghasilkan gambar molekuler dan 

menghitung RMSD, dan R 3.3.0 (R Core Team, 2013) untuk analisis statistik. 

Alat yang digunakan adalah server Laboratorium Virtual Fakultas Farmasi 

Universitas Sanata Dharma dengan alamat IP 103.247.10.66 (pharcomp.web.id), 

Lenovo Z360 dengan spesifikasi: CPU intel i3-M380 @2,53 GHz, RAM 2,00 

GB menggunakan sistem operasi Ubuntu 16.04 LTS versi kernel 4.4. 

 

Prosedur 

Preparasi ligan dan protein 

Dilakukan inspeksi visual pada ko-kristal ligand CC27 pada kantung 

ikatan MMP-9 dengan menggunakan PyMOL 1.8, lalu dari dua chain yang ada 
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diambil chain A dengan perintah “select chain A” dan didapatkan file chainA.pdb. 

Kemudian dilakukan preparasi sebagai berikut menggunakan SPORES 1.3 (Brink 

and Exner, 2009) yaitu protein dan ligan dipisahkan, kemudian dilakukan 

protonasi dan disimpan luaran berupa protein.mol2 dan ligan.mol2.  

Penambatan molekul 

Langkah selanjutnya dilakukan pengacakan koordinat dengan 

mengubah script default, lalu ko-kristal ditambatkan dengan kristal 4H3X 

sehingga didapat luaran ligan dengan koordinat yang sudah teracak yang 

selanjutnya akan digunakan sebagai input dalam penambatan pada protein MMP-

9 ko-kristal 4H3X menggunakan PLANTS 1.2. 

Validasi dan optimasi penambatan ulang molekul 

Dilakukan validasi dan optimasi dengan mengatur konfigurasi simulasi 

penambatan ulang menggunakan software PLANTS 1.2 sesuai default. Validasi 

selanjutnya adalah dengan melakukan biased docking yaitu pembatasan ruang 

pada docking yang dilakukan dan optimasi yang dilakukan dengan mengubah 

parameter speed dan constraint. Lalu dilakukan 1000 penambatan ulang yang 

dilihat validasi dengan menghitung nilai RMSD ≤ 2 Å menggunakan PyMOL 

1.8. 

Analisis statistik 

Data 1000 nilai RMSD yang telah didapatkan, diuji secara statistik 

dengan menggunakan one sample t-test sisi kanan dengan tingkat kepercayaan 

95% (Attia, 2005). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan validasi dan optimasi 

terhadap simulasi penambatan ulang enzim MMP-9 yaitu ko-kristal CC27 

terhadap 4H3X.pdb menggunakan software PLANTS 1.2. Langkah awal validasi 

yang dilakukan dalam penelitian ini adalah menggunakan default (Lampiran 2) 

dari software PLANTS 1.2 dan langkah selanjutnya dengan penggunaan 

constraint (Lampiran 4) dan merubah parameter speed. Simulasi penambatan 

ulang dikatakan valid jika pada 1000 kali run diperoleh 95% pose dengan nilai 

RMSD kurang dari atau sama dengan 2Å (Marcou dan Rognan, 2007). Validasi 
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simulasi penambatan ulang ini perlu dilakukan karena salah satu syarat suatu ligan 

dan protein dapat diterima sebagai protokol penapisan virtual berbasis struktur 

adalah menghasilkan ikatan yang reprodusibel (Verdonk et al., 2004). 

Preparasi sampel menggunakan software SPORES menghasilkan luaran 

ligand.mol2, protein.mol2, water.mol2. Ligand.mol2 dan protein.mol2 

ditambatkan dengan software PLANTS 1.2 untuk mencari koordinat pusat dan 

radius binding site. Sebelum dilakukan penambatan, ligand.mol2 diacak 

menggunakan PLANTS 1.2 dengan script default yang sudah dimodifikasi 

(Lampiran 3) dan didapatkan luaran ligand_r.mol2 sebagai ligan input.  

Langkah awal validasi yang dilakukan adalah dengan menggunakan 

default yang dilakukan sebanyak 10 kali penambatan dan menunjukan hasil yang 

tidak memenuhi syarat. Selanjutnya dilakukan replikasi 3 kali diikuti dengan 5 

kali replikasi yang masing-masing dilakukan penambatan sebanyak 10 kali. Hasil 

10 kali penambatan dari tiap-tiap langkah diperoleh hasil RMSD yang tidak 

memenuhi syarat. Hasil jumlah pose dapat dilihat di Tabel I.  

Langkah kedua adalah menambahkan constraint sesuai ikatan-ikatan 

penting menurut Prameswari (2017) dan Antoni et al. (2013). Constraint 

merupakan langkah pembatasan dalam docking. Penelitian ini constraint 

dilakukan dengan memberikan reward ketika terjadi ikatan antara protein dengan 

ligan yang telah ditentukan. Constraint pertama dilakukan pada atom nomor 1851 

(berikatan hidrogen dengan GLU227). Pertama, dilakukan 10 kali penambatan 

dan didapat hasil yang tidak memenuhi syarat. Kedua, dilakukan replikasi 3 kali 

diikuti 5 kali replikasi yang masing-masing dilakukan 10 kali penambatan. Hasil 

10 kali penambatan dari tiap-tiap langkah menunjukan hasil RMSD yang tidak 

memenuhi syarat. Constraint kedua pada atom 1301 (berikatan hidrogen dengan 

LEU188). Pertama, dilakukan 10 kali penambatan dan didapatkan hasil yang tidak 

memenuhi syarat. Kedua, dilakukan replikasi 3 kali diikuti 5 kali replikasi yang 

masing-masing dilakukan 10 kali penambatan menunjukan hasil yang memenuhi 

syarat, tetapi pada 100 kali penambatan menunjukan hasil RMSD yang tidak 

memenuhi syarat. 

 Constraint ketiga ditambahkan pada atom nomor 1305 (berikatan 

hidrogen dengan ALA189). Hasil yang diperoleh pada 10 kali penambatan 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 

5 
 

menunjukan hasil yang memenuhi syarat, tetapi pada 100 kali penambatan hasil 

yang didapat tidak memenuhi syarat. Langkah selanjutnya dilakukan replikasi 3 

kali dan didapatkan hasil pada 10 kali dan 100 kali penambatan yang memenuhi 

syarat sehingga dilanjutkan hingga 1000 kali penambatan. Hasil dari 1000 

penambatan diperoleh hasil yang memenuhi syarat dengan nilai RMSD yang 

kurang dari atau sama dengan 2Å sebanyak 953(95,3%) dan lebih dari 2Å 

sebanyak 47(4,7%). Hasil jumlah pose dapat dilihat di Tabel I dan Tabel II. 

 

Tabel I. Jumlah pose pada 10 penambatan 

Nama 
Jumlah pose 

≤ 2Å > 2Å 

default 0 10 

default_r3 0 10 

default_r5 3 7 

constraint GLU 1 9 

constraint GLU_r3 2 8 

constraint GLU_r5 3 7 

constraint GLULEU 9 1 

constraint GLULEU_r3 10 0 

constraint GLULEU_r5 10 0 

constraint GLULEUALA 10 0 

constraint GLULEUALA_r3 10 0 

 

Tabel II. Jumlah pose pada 100 penambatan 

Nama 
Jumlah pose 

≤ 2Å > 2Å 

constraint GLULEU 79 21 

constraint GLULEU_r3 94 6 

constraint GLULEU_r5 89 11 

constraint GLULEUALA 86 14 

constraint GLULEUALA_r3 97 3 
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Visualisasi dilakukan untuk menggambarkan interaksi ligan CC27 

terhadap residu asam amino penting pada kantung ikatan MMP-9 (Prameswari, 

2017, Antoni et al., 2013).  Gambar 2.a. menunjukan hasil visualisasi median data 

pose dengan RMSD kurang dari atau sama dengan 2,0 Å yaitu pose ke 501 yang 

digambarkan dengan warna orange. Gambar 2.b. menunjukan hasil visualisasi 

pose ligan referensi dan semua ligan dengan nilai RMSD kurang dari atau sama 

dengan 2,0 Å. Hasil visualisasi gambar 2.a. dan 2.b. menunjukan adanya ikatan-

ikatan penting pada residu kantung ikatan MMP-9 dan hasil pose yang 

reprodusibel.  

953

47

RMSD ≤ 2 Å RMSD > 2 Å

Gambar 1. Pie Chart Jumlah Pose 

1000 Penambatan 

Gambar 2. Pose ligan dengan residu pada kantung ikatan MMP-9 (a. 

interaksi ligan median RMSD ≤ 2Å dengan residu pada kantung ikatan 

MMP-9, b. Pose seluruh ligan dengan RMSD ≤ 2Å dengan residu pada 

kantung ikatan MMP-9). Katerangan: warna biru = atom N, merah = atom 

O, kuning = atom S, putih = atom H, abu-abu = atom Zn, magenta = atom 

Ca. 
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Jarak interaksi ligan median data pose dengan RMSD kurang dari atau 

sama dengan 2,0 Å dengan residu asam amino penting seperti Glu227 yaitu 2,1 Å; 

Leu188 yaitu 2,2 Å; Ala189 yaitu 1,9 Å; Zn2+ yaitu 2,6 Å. Jarak interaksi ligan 

referensi dengan residu asam amino penting seperti Glu227 yaitu 2,5 Å; Leu188 

yaitu 2,7 Å; Ala189 yaitu 3,0 Å; Zn2+ yaitu 2,0 Å. Marcou dan Rognan (2007) 

menyatakan bahwa jarak maksimal terjadinya ikatan hidrogen adalah 3,5 Å dan 

ikatan metal adalah 2,8 Å sehingga bisa dikatakan bahwa ikatan-ikatan yang 

terbentuk masih memenuhi syarat.  

Uji statistik one sample t-test dilakukan pada seribu data RMSD dari 

hasil penambatan untuk mengetahui nilai RMSD yang dihasilkan seharusnya tidak 

lebih besar dari 2,0 Å menggunakan R statistical software 3.3.0. Nilai p-value 

yang dihasilkan sebesar 1 sehingga dapat disimpulkan bahwa RMSD dari 1000 

pose hasil penambatan ulang kurang dari atau sama dengan secara statistik dari 

2,0 Å dalam taraf kepercayaan 95%. 

 

KESIMPULAN 

Hasil dari penelitian ini menunjukan bahwa hasil RMSD pada 

penambatan ulang menggunakan software PLANTS 1.2 dengan konfigurasi 

default dengan penambahan constraint (GLU227, LEU188 dan ALA189) oleh 

ligan CC27 kurang dari atau sama dengan 2,0 Å sehingga dapat disimpulkan 

simulasi penambatan ulang ini sudah valid dan struktur kristal 4H3X sudah sesuai 

sebagai target virtual enzim MMP-9.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Script yang digunakan preparasi ligan 4H3X 

wget https://files.rcsb.org/download/4H3X.pdb.gz 

gunzip 4H3X.pdb.gz 

4H3X.pdb grep chain A 

./SPORES.bin --mode splitpdb chainA.pdb 

./PLANTS.bin --mode bind ligand_10B306_0.mol2 5 protein.mol2 
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Lampiran 2. Konfigurasi default program PLANTS 1.2 

# scoring function and search settings 

scoring_function chemplp 

search_speed speed1 

 

# input 

protein_file protein.mol2 

ligand_file ligandr.mol2 

 

# output 

output_dir results 

 

# write single mol2 files (e.g. for RMSD calculation) 

write_multi_mol2 0 

 

# binding site definition 

bindingsite_center 10.4757 7.3076 8.8246 

bindingsite_radius 11.5332 

 

# cluster algorithm 

cluster_structures 10 

cluster_rmsd 2.0 
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Lampiran 3. Konfigurasi program PLANTS 1.2 untuk pengacakan ligan 

# scoring function and search settings 

scoring_function chemplp 

search_speed speed1 

 

# input 

protein_file protein.mol2 

ligand_file ligand.mol2 

 

# output 

output_dir randomresults 

 

# write single mol2 files (e.g. for RMSD calculation) 

write_multi_mol2 0 

 

# binding site definition 

bindingsite_center 0000 0000 0000 

bindingsite_radius 11.5332 

 

# cluster algorithm 

cluster_structures 1 

cluster_rmsd 2.0 
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Lampiran 4. Konfigurasi program PLANTS 1.2 dengan constraint 

# scoring function and search settings 

scoring_function chemplp 

search_speed speed1 

 

# input 

protein_file protein.mol2 

ligand_file ligandr.mol2 

 

# output 

output_dir results 

 

# write single mol2 files (e.g. for RMSD calculation) 

write_multi_mol2 0 

 

# binding site definition 

bindingsite_center 10.4757 7.3076 8.8246 

bindingsite_radius 11.5332 

 

# cluster algorithm 

cluster_structures 10 

cluster_rmsd 2.0 

 

#constraint 

chemplp_protein_hb_constraint 1851 100 

chemplp_protein_hb_constraint 1301 100 

chemplp_protein_hb_constraint 1305 10 
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Lampiran 5. Script yang digunakan untuk penambatan ulang ligan CC27 

for i in $(seq 1 1000) 

do mkdir dock_$i 

cd dock_$i 

for j in $(seq 1 3) 

do mkdir replikasi_$j 

cd replikasi_$j 

cp /home/danang/bahan/protein.mol2 . 

cp /home/danang/bahan/ligand.mol2 . 

cp /home/danang/bahan/randomconfig . 

cp /home/danang/bahan/consconfig . 

/home/enade/program/PLANTS/PLANTS1.2 --mode screen 

randomconfig 

cp 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/replikasi_$j/r

andomresults/chain_ligand_0_entry_00001_conf_01.mol2 

./ligand_r.mol2 

/home/enade/program/PLANTS/SPORES1.3 --mode complete 

ligand_r.mol2 ligandr.mol2 

/home/enade/program/PLANTS/PLANTS1.2 --mode screen 

consconfig 

rm ./protein.mol2 

rm ./ligand.mol2 

rm ./randomconfig 

rm ./consconfig 

cd ../ 

echo "$i `cat 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/replikasi_$j/r

esults/bestranking.csv`,$j"; done |grep -Ev TOTAL_SCORE  | 

sort -t, -k2n | head -1 | awk -F, '{print $12}' > best.lst 

best=($(cat best.lst )) 

n=${#best[@]} 

cp 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/replikasi_${be

st}/results/chain_ligand_0_entry_00001_conf_01_entry_00001_c

onf_01.mol2 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/dock.mol2 

cp /home/danang/bahan/rmsd.pml . 

cp /home/danang/bahan/ligand.mol2 . 

pymol -c rmsd.pml | grep RMS > out.rms 

cd ../ 

done 
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Lampiran 6. Script yang digunakan mengambil 1000 pose dan hasil RMSD 

for i in $(seq 1 1000) 

do cat 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/out.rms|grep 

RMS; done > outall.rms 

mkdir ligandhasil 

for i in $(seq 1 1000) 

do mv 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/dock_$i/dock.mol2 

/home/danang/docking/consGLULEUALA_r3/ligandhasil/dock$i.mol

2; done 

rar a ligandhasil.rar ligandhasil 
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