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ABSTRACT

Glioma is a type of primary malignant brain tumor. The presence of gliomas can be
characterized by a mutation R132H of isocitrate dehydrogenase type 1 (IDH1).
IDH1 (R132H) contains specific immunogenic epitopes to the tumor. It is
appropriate to be used as a gliomas vaccine. Therefore, it was necessary to do
homology modeling for IDH1 (R132H) epitopes. TMHMM, MEMSAT-SVM and
MEMSAT3 were used to predict transmembrane topology of IDH1 (R132H).
Analysis of IDH1 (R132H) epitopes was performed using NetMHCII and IEDB®.
The antigenicity of epitopes were predicted using VaxidJen to obtained 91 epitopes.
Homology modeling using Modeller, I-TASSER and (PS)* was established for the
epitopes that have probability as tumor antigen. The results of homology modeling
of IDH1 (R132H) epitopes were validated by MolProbity, ProSA-web and QMEAN.
A 3D stucture model of the epitopes was selected from three models from the
homology modeling based on the validation results. Refinement was established
on the Epitope-1 until Epitop-91 using GalaxyRefine and GROMACS for energy
minimization.
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ABSTRAK

Glioma merupakan jenis tumor otak ganas primer. Adanya glioma dapat ditandai
dengan mutasi R132H pada /Isocitrate dehydrogenase tipe 1 (IDH1). IDH1
(R132H) yang mengandung epitop imunogenik yang spesifik terhadap tumor dan
cocok untuk dijadikan vaksin perlu diketahui strukturnya. Oleh karena itu, perlu
dilakukan homology modeling epitop IDH1 (R132H). TMHMM, MEMSAT-SVM dan
MEMSAT3 digunakan untuk memprediksi topologi transmembran IDH1 (R132H).
Analisis epitop-epitop IDH1 (R132H) dilakukan menggunakan NetMHCII dan
IEDB. Epitop-epitop hasil analisis diprediksi antigenisitasnya dengan
menggunakan VaxiJen sehingga didapatkan 91 epitop. Homology modeling
epitop-epitop yang memiliki kemungkinan sebagai antigen dilakukan dengan
menggunakan Modeller, I-TASSER dan (PS)’. Hasil homology modeling epitop-
epitop IDH1 (R132H) divalidasi dengan MolProbity, ProSA-web dan QMEAN.
Kemudian dipilih satu model 3D dari tiga model hasil homology modeling untuk
setiap epitop dan dilakukan refinement pada struktur Epitop-1 sampai Epitop-91
dengan menggunakan GalaxyRefinedan GROMACS untuk minimisasi energi.
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PENDAHULUAN

Tumor otak meliputi sekitar 85-90% dari
seluruh tumor susunan saraf pusat. Berdasarkan
data dari GLOBOCAN 2012, Indonesia
merupakan negara dengan insidensi tumor otak
tertinggi di Asia Tenggara, yaitu 4.903 insidensi
dengan angka kematian sebesar 3.402. Tumor
otak yang sering terjadi adalah tumor sel glial
yang disebut glioma (KPKN, 2015).

Isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1)
(R132H) dapat dijadikan penanda adanya glioma
(Labussiere dkk., 2010). IDH1 merupakan enzim
yang berperan dalam metabolisme tubuh untuk
menghasilkan Adenosin trifosfat (ATP) pada
siklus asam sitrat. Mutasi pada IDH1 dapat
menghasilkan 2-hydroxyglutarat yang
merupakan onkometabolit (Labussiere dkk.,
2010; Yang dkk., 2010; Turcan, 2012;
Schumacher dkk., 2014). Mutasi somatik pada
kodon 132 gen IDH1 yang terletak pada
kromosom lokus 2q33 terjadi pada sebagian kecil
glioblastoma, tetapi beberapa penelitian
melaporkan bahwa mutasi ini terjadi pada
sejumlah besar glioma grade rendah (Balss dkk.,
2008; Bleeker dkk., 2010; Labussiere dkk., 2010;
Arita dkk., 2015). Saat ini telah ditemukan 6
mutasi IDH1 yang berbeda dengan frekuensi
terbesar pada mutasi R132H dimana terjadi
pergantian arginin menjadi histidin, yaitu 89,7%
(Arita dkk., 2015).

Dari perspektif imunologi, IDH1 (R132H)
merupakan target potensial untuk imunoterapi
karena memiliki potensi sebagai neoantigen yang
spesifik terhadap tumor. Vaksin protein atau
peptida merupakan salah satu tipe vaksin hasil
rekayasa. vaksin ini terdiri dari sekuens peptida
yang berasal dari bagian kecil protein patogenik.
Terdapat beberapa determinan antigenik pada
bagian tertentu sekuens peptida vaksin
(Tambunan dkk., 2009). IDH1 (R132H)
mengandung epitop imunogenik yang cocok
untuk vaksinasi (Schumacher dkk., 2014). Epitop
vaksin yang didesain secara rasional dapat
menghasilkan respon imun yang terkendali
(Cherryholmes dkk., 2015). Epitop berhubungan
dengan human leukocyte antigen (HLA). Setiap
individu memiliki rangkaian spesifik HLA kelas |
dan kelas II. Epitop yang memiliki afinitas ikatan
tinggi terhadap beberapa alel HLA cenderung
memiliki potensi sebagai kandidat vaksin
(Tambunan dkk., 2016). Epitop IDH1 (R132H)
dipresentasikan pada major histocompatibility
complexes (MHC) kelas Il (Schumacher dkk.,
2014). Molekul MHC kelas || mempresentasikan
peptida antigenik untuk menstimulasi imunitas
selular dan humoral melalui aksi limfosit T helper.
Identifikasi epitop yang terbatas pada MHC kelas
Il sangat penting untuk desain vaksin berbasis
epitop (Zahroh dkk., 2016). Riset medis saat ini
umumnya diarahkan untuk menyelidiki vaksin
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terapetik untuk membantu terapi standar
(Tambunan dkk., 2007).

Homology modeling dilakukan untuk
memprediksi struktur tiga dimensi (3D) dari
protein yang diharapkan sebanding dengan hasil
eksperimen dengan adanya data sekuens protein
tersebut. Homology modeling merupakan solusi
untuk mendapatkan informasi struktur protein
apabila terjadi kegagalan dalam eksperimen
karena protein yang terlalu besar untuk analisis
NMR dan tidak dapat dikristalisasi untuk difraksi
sinar X (Krieger dkk., 2003). Homology modeling
sulit dilakukan apabila keberadaan template
homology rendah. Desain protein de novo
memiliki masalah yang sebaliknya. pada desain
protein de novo telah diketahui suatu struktur
backbone yang rigid atau fleksibel. Tujuan dari
desain protein de novo adalah menentukan
sekuens asam anino yang akan melipat pada
struktur tersebut (Khoury dkk., 2014).

METODE
Perangkat Keras

ASUS X450J CPU Intel Core i7-4720HQ
2.6 GHz 64-bit4GB.

Perangkat Lunak

Windows 7 Ultimate 2009, Ubuntu 15.10,
NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/), Protein Data
Bank (http://rcsb.org/), TMHMM versi 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/),
MEMSAT-SVM dan MEMSAT3 (), NetMHCII versi
2.2 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetMHCII/),
IEDB (http://tools.iedb.org/mhcii/), VaxiJen versi
2.0 (www.ddg-pharmfac.net/ vaxijen/), Modeller
versi 9.15, I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/), (PS)’
versi 2.0 (http://ps2.life.nctu.edu.tw/), BLASTP®
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), Clustal Omega

versi 1.2.1
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/),
M o] I P r o b [ t y

(http://molprobity.biochem.duke.edu/), ProSA-
web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/
prosa.php), QMEAN
(http://swissmodel.expasy.org/
gmean/cgi/index.cqgi), GROMACS versi 5.0.6,
GalaxyRefine (http://galaxy.seoklab.org/cgi-
bin/submit. cgi?type= REFINE), Chimera versi
1.10.2, dan Discovery Studio versi 16.1.0.15350.

Bahan

Protein uji yang digunakan dalam penelitian
ini adalah IDH1 Homo sapiens yang terdiri dari
414 asam amino dengan penggantian Arginin
menjadi Histidin pada urutan asam amino ke-132.
Protein IDH1 diunduh dalam format FASTA dari
NCBI (http://ncbi.nIlm.nih.gov/) dengan nomor
accession CAG38738.1.
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Tahapan Penelitian
1. Prediksi Topologi Transmembran

Topologi transmembran protein IDH1
(R132H) diprediksi dengan menggunakan
TMHMM versi 2.0 (Krogh dkk., 2001), MEMSAT-
SVM dan MEMSAT3 (Krogh dkk., 2001; Nugent
dan Jones, 2009). Prediksi ini dilakukan untuk
mengetahui apakah protein IDH1 (R132H)
merupakan protein transmembran dengan
adanya transmembran heliks pada protein.

2. Analisis Epitop

Analisis epitop-epitop IDH1 (R132H)
dilakukan menggunakan NetMHCI| versi 2.2
(Nielsen dkk., 2007; Andreatta dkk., 2011) dan
IEDB (Wang dkk., 2008; Wang dkk., 2010)
dengan alel HLA-DRB10101.

3. Prediksi Antigenisitas

Protein dan epitop-epitop yang memiliki
afinitas ikatan yang tinggi dengan MHC Il
diprediksi antigenisitasnya dengan
menggunakan VaxiJen (Doytchinova dan Flower,
2007). Pada VaxiJen, protein dan epitop-epitop
dimasukkan dalam format fasta dengan target
organisme tumor, batas ambang 0,4 dan auto
cross covariance (ACC) sebagai output. Protein
dan epitop dengan batas ambang

4. Homology modeling

Homology modeling epitop-epitop yang
memiliki kemungkinan sebagai antigen dilakukan
dengan menggunakan tiga perangkat lunak, yaitu
Modeller versi 9.15, -TASSERdan (PS)*versi 2.0
(Chen dkk., 2006; Chen dkk., 2009). Sebelum
dilakukan homology modeling, terlebih dahulu
dilakukan identifikasi template dan alignment
epitop-epitop tersebut dengan protein-protein
yang ada dalam database PDB dengan
menggunakan BLASTP®. Dua template terbaik
dipilih berdasarkan keidentikan sekuens, query
cover dan E-value (Kandasamy dkk., 2014).
Alignment epitop dengan kedua template juga
dilakukan dengan menggunakan Clustal Omega
versi1.2.1.

Pada Modeller versi 9.15 digunakan jenis
modeling dasar dengan 2 template hasil dari
BLASTP®. Kedua template tersebut kemudian
diseleksi kembali dalam Modeller dan dipilih
template dengan keidentikan serta resolusi
kristalografik yang lebih baik. Setelah itu,
dilakukan alignment dan modeling sehingga
dihasilkan 5 model 3D epitop. Model yang dipilih
adalah model dengan nilai discrete optimized
protein energy (DOPE) terkecil (Shen dan Sali,
2006) dan nilai GA341 terbesar (Melo dkk., 2002;
Johndan Sali, 2003).

Pada server I-TASSER dimasukkan
sekuens epitop dalam format FASTA dan hasil
alignment dari Clustal Omega sebagai template

acuan dalam pemodelan epitop. Dari hasil
homology modeling |-TASSER didapatkan 5
model 3D dari epitop dan dipilih 1 model dengan
C-score terbesar (Zhang, 2008; Roy dkk., 2010;
Yang dkk., 2015). Sementara itu, pada server
(PS)*versi 2.0 dimasukkan sekuens epitop dalam
format FASTA dan template terbaik dari hasil
BLASTP® yang akan dilakukan alignment serta
homology modeling. Dari hasil (PS)*didapatkan 1
model 3D. Model tersebut dapat digunakan
apabila memiliki persentase alignment 100%.

5. Validasi Model

Hasil homology modeling epitop-epitop dari
Modeller versi 9.15, I-TASSER dan (PS)*versi 2.0
divalidasi dengan MolProbity (Chen dkk., 2010),
ProSA-web dan QMEAN.

6. Refinement

Refinement model epitop yang telah
divalidasi dilakukan menggunakan GalaxyRefine
dan GROMACS versi 5.0.6. Pada GalaxyRefine
epitop diunggah dalam format PDB. Kemudian
didapatkan 5 model epitop dengan parameter-
parameter validasi, yaitu Global Distance Test
High Accuracy (GDT-HA), RMSD, MolProbity
Score, Clash Score, Poor Rotamers dan
Ramachandran Favored. Dari kelima model
tersebut dipilih 1 model terbaik yang memenuhi
goal dari masing-masing parameter validasi
(Tabel 1) (Ko dkk., 2012a; Ko dkk., 2012b; Heo
dkk., 2013; Lee dkk., 2015). Setelah itu, dilakukan
minimisasi energi pada model tersebut dengan
menggunakan GROMACS dengan force field
AMBER99SB-ILDN (Summa dan Levitt, 2006;
Lindorff-Larsen dkk., 2010; Abraham dkk., 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Pengumpulan Data

Protein uji yang digunakan dalam penelitian
adalah protein IDH1 Homo sapiens yang terdiri
dari 414 asam amino dengan penggantian
Arginin menjadi Histidin pada urutan asam amino
ke-132 sehingga disebut IDH1 (R132H)(Gambar
1).

Tabel 1. Goal parameter-parameter validasi
untuk GalaxyRefine (Ko dkk.,
2012a; Ko dkk., 2012b; Heo dkk.,
2013; Lee dkk., 2015)

Parameter Goal
GDT-HA > 60%
RMSD =2 A
MolProbity Score <2A
Clash Score <04 A
Poor Rotamers <0,3%
Ramachandran Favored > 98%
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MSKKISGGSVVEMQGDEMTRIIWELIKEKLIFPYVELDLHSYDLGIENRDATNDQVTKDAAEAIKKH
NVGVKCATITPDEKR VEEFKLKQMWKSPNGTIRNILGGTVFREAIICKNIPRLVSGWVKPIIIGHHAY
GDQYRATDFVVPGPGKVEMTYTPSDGTQKVTYLVHNFEEGGGVAMGMYNQDKSIEDFAHSSFQ
MALSKGWPLYLSTKNTILKKYDGRFKDIFQEIYDKQYKSQFEAQKIWYEHRLIDDMVAQAMKSEGG
FIWACKNYDGDVQSDSVAQGYGSLGMMTSVLVCPDGKTVEAEAAHGTVTRHYRMYQKGQETST
NPIASIFAWTR GLAHRAKLDNNKELAFFANALEEVSIETIEAGFMTKDLAACIKGLPNVQRSDYLNTF
EFMDKLGsENLKIKLAQAKL

Gambar 1. Urutan 414 asam amino IDH1 (R132H). Histidin yang menggantikan arginin pada
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urutan asam amino ke-132 ditandai dengan warna merah.
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Gambar 2. Hasil prediksi topologi transmembran protein IDH1 (R132H). (a) Hasil prediksi
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TMHMM; (b) Hasil prediksi MEMSAT-SVM; (c) Hasil prediksi MEMSATS3.
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Tabel 2. Epitop -epitop kandidat vaksin glioma yang memiliki kemungkinan sebagai antigen
tumor dari hasil prediksi antigenisitas VaxiJen

Epitop Urutan Epitop Urutan

1 QYRATDFVVPGPGKV 47 FAHSSFQMALSKGWPLYLST
2 YRATDFVVPGPGKVE 48 AHSSFQMALSKGWPLYLSTK
3 LVHNFEEGGGVAMGM 49 HSSFQMALSKGWPLYLSTKN
4 HNFEEGGGVAMGMYN 50 SSFQMALSKGWPLYLSTKNT
5 SIEDFAHSSFQMALS 51 SFQMALSKGWPLYLSTKNTI
6 SSFQMALSKGWPLYL 52 QMALSKGWPLYLSTKNTILK
7 SFQMALSKGWPLYLS 53 MALSKGWPLYLSTKNTILKK
8 MALSKGWPLYLSTKN 54 LSKGWPLYLSTKNTILKKYD
9 LSKGWPLYLSTKNTI 55 SKGWPLYLSTKNTILKKYDG
10 KGWPLYLSTKNTILK 56 KGWPLYLSTKNTILKKYDGR
11 GWPLYLSTKNTILKK 57 GWPLYLSTKNTILKKYDGRF
12 WPLYLSTKNTILKKY 58 WPLYLSTKNTILKKYDGRFK
13 PLYLSTKNTILKKYD 59 PLYLSTKNTILKKYDGRFKD
14 LYLSTKNTILKKYDG 60 LYLSTKNTILKKYDGRFKDI
15 YLSTKNTILKKYDGR 61 YLSTKNTILKKYDGRFKDIF
16 HRLIDDMVAQAMKSE 62 VLVCPDGKTVEAEAAHGTVT
17 RLIDDMVAQAMKSEG 63 LVCPDGKTVEAEAAHGTVTR
18 LIDDMVAQAMKSEGG 64 VCPDGKTVEAEAAHGTVTRH
19 PDGKTVEAEAAHGTV 65 CPDGKTVEAEAAHGTVTRHY
20 DGKTVEAEAAHGTVT 66 PDGKTVEAEAAHGTVTRHYR
21 GKTVEAEAAHGTVTR 67 YQKGQETSTNPIASIFAWTR
22 KTVEAEAAHGTVTRH 68 QKGQETSTNPIASIFAWTRG
23 ASIFAWTRGLAHRAK 69 KGQETSTNPIASIFAWTRGL
24 SIFAWTRGLAHRAKL 70 QETSTNPIASIFAWTRGLAH
25 FAWTRGLAHRAKLDN 71 ETSTNPIASIFAWTRGLAHR
26 LDNNKELAFFANALE 72 TSTNPIASIFAWTRGLAHRA
27 DNNKELAFFANALEE 73 STNPIASIFAWTRGLAHRAK
28 NNKELAFFANALEEV 74 TNPIASIFAWTRGLAHRAKL
29 NKELAFFANALEEVS 75 PIASIFAWTRGLAHRAKLDN
30 KELAFFANALEEVSI 76 IFAWTRGLAHRAKLDNNKEL
31 ELAFFANALEEVSIE 77 FAWTRGLAHRAKLDNNKELA
32 LAFFANALEEVSIET 78 AWTRGLAHRAKLDNNKELAF
33 DLAACIKGLPNVQRS 79 WTRGLAHRAKLDNNKELAFF
34 LAACIKGLPNVQRSD 80 RAKLDNNKELAFFANALEEV
35 AACIKGLPNVQRSDY 81 AKLDNNKELAFFANALEEVS
36 ACIKGLPNVQRSDYL 82 KLDNNKELAFFANALEEVSI
37 TFEFMDKLGENLKIK 83 LDNNKELAFFANALEEVSIE
38 FEFMDKLGENLKIKL 84 DNNKELAFFANALEEVSIET
39 KLGENLKIKLAQAKL 85 FMTKDLAACIKGLPNVQRSD
40 SKKISGGSVVEMQGDEMTRI 86 MTKDLAACIKGLPNVQRSDY
41 KKISGGSVVEMQGDEMTRII 87 TKDLAACIKGLPNVQRSDYL
42 QKVTYLVHNFEEGGGVAMGM 88 SDYLNTFEFMDKLGENLKIK
43 KVTYLVHNFEEGGGVAMGMY 89 DYLNTFEFMDKLGENLKIKL
44 TYLVHNFEEGGGVAMGMYNQ 90 YLNTFEFMDKLGENLKIKLA
45 VTYLVHNFEEGGGVAMGMYN 91 FEFMDKLGENLKIKLAQAKL
46 SIEDFAHS SFQMALSKGWPL

2.  Prediksi Topologi Transmembran
Prediksi topologi transmembran dari
protein IDH1(R132H) melalui TMHMM versi 2.0
menunjukkan bahwa protein ini bukanlah protein
transmembran dengan seluruh asam amino
berada di luar membran. Namun prediksi topologi
dengan menggunakan MEMSAT-SVM dan

MEMSAT3 menyatakan bahwa protein IDH1
(R132H) merupakan protein transmembran
dengan 1 domain. Pada hasil MEMSAT-SVM,
transmembran heliks protein IDH1 (R132H)
dimulai dari asam amino 250 hingga asam amino
265 dengan N terminal berada di dalam
sitoplasma dan C terminal di luar sel. Sementara
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itu, transmembran heliks protein IDH1 (R132H)
dari hasil prediksi MEMSAT3 dimulai dari asam
amino 60 hingga asam amino 79 dengan N
terminal di luar sel dan C terminal di dalam
sitoplasma (Gambar 2).

3. Analisis Epitop

Pada hasil analisis epitop protein IDH1
(R132H) dengan NetMHCII versi 2.2, didapatkan
54 epitop dari 400 epitop yang terdiri dari 15 asam
amino dan 132 epitop dari 395 epitop yang terdiri
dari 20 asam amino yang memiliki ikatan kuat
dengan MHC Il alel HLA-DRB10101. Pada IEDB
dihasilkan 400 epitop yang terdiri dari 15 asam
amino yang diurutkan berdasarkan %Rank yang
terendah. Epitop yang terdiri dari 15 asam amino
dipilih dari hasil analisis IEDB dengan %Rank
4,72- 34,80. Epitop-epitop tersebut berjumlah
103 epitop yang mencakup 54 epitop dari hasil
analisis NetMHCII. Epitop-epitop yang dipilih dari
hasil analisis NetMHCII dan IEDB merupakan
epitop yang memiliki afinitas ikatan yang tinggi
dengan MHC Il alel HLA-DRB10101 karena
memiliki nilai inhibitory concentration 50 (IC,,) <
50 nM.

Relevansi khusus untuk desain vaksin
adalah mengelompokkan alel-alel HLA sejenis
yang menampilkan kapasitas pengikatan peptida
yang tumpang tindih. supertipe yang menutupi
sebagian besar keberagaman HLA pada populasi
manusia dan epitop-epitop antigen yang
berikatan dengan supertipe dianggap menjadi
kandidat utama untuk formulasi vaksin (Heiny
dkk., 2007). Peptida dipresentasikan ke reseptor
sel T oleh molekul MHC yang disebut molekul
HLA pada manusia. HLA kelas Il atau MHC I
mengikat dan mempresentasikan peptida ke sel
T CD4 yang berperan dalam respon sitotoksik
antigen spesifik dan induksi respon memori
antigen spesifik (Khan dkk., 2008).

4. PrediksiAntigenisitas

Hasil prediksi antigenisitas dari protein
IDH1 (R132H) adalah 0,4175. Hal itu
menandakan bahwa IDH1 (R132H) memiliki
kemungkinan bersifat antigen tumor yang dapat
merangsang sistem imun dengan meningkatkan
ekspresi MHC. Dari hasil prediksi antigenisitas
epitop-epitop didapatkan 91 epitop sebagai
kandidat vaksin glioma dengan 39 epitop yang
terdiri dari 15 asam amino dan 52 epitop yang
terdiri dari 20 asam amino (Tabel 2). Epitop-
epitop sel T yang berperan dalam respon sitolitik
dan regulasi patogen merupakan elemen penting
pada vaksin. Seleksi rasional terhadap sekuens
antigen protein yang berfungsi sebagai epitop sel
T dalam formulasi vaksin sangat penting untuk
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keberhasilan strategi vaksin (Khan dkk., 2006).

5. Homology modeling

Pada hasil identifikasi dan alignment
epitop-epitop kandidat vaksin glioma dengan
protein-protein yang ada dalam database PDB
dengan menggunakan BLASTP® didapatkan 2
template untuk masing-masing epitop. Dua
template tersebut memiliki persentase query
cover alignment dengan epitop sebesar 100%,
keidentikan 100% dan E-value yang terkecil dari
semua alignment sekuens database. E-value
terkecil untuk alignment 91 epitop terhadap
template-nya berbeda-beda. E-value terkecil
untuk kedua template Epitop-1 adalah 1x10°
sedangkan untuk kedua template Epitop-3
adalah 4x10™. Multiple alignment epitop dengan
kedua template-nya juga dilakukan dengan
menggunakan Clustal Omegaversi1.2.1.

Homology modeling untuk 91 epitop
dilakukan dengan menggunakan 3 perangkat
lunak, yaitu Modeller versi 9.15, I-TASSER dan
(PS)?* versi 2.0. Digunakan 3 perangkat lunak
untuk homology modeling protein karena adanya
perbedaan metode atau pendekatan yang
diterapkan.

Modeller mengimplementasikan modeling
komparatif struktur protein dengan satisfaction
spatial restraints (Sali dan Blundell, 1993; Fiser
dkk., 2000). I-TASSER melakukan pemodelan
dengan simulasi iterative threading assembly
yang diperluas untuk anotasi fungsi berbasis
struktur dengan mencocokkan prediksi struktur
dengan template fungsional yang telah diketahui
(Yang dkk., 2015). Metode pemodelan yang
digunakan (PS)? adalah subtitusi matriks baru
(S2A2) yang mengkombinasi dua sekuens dan
informasi struktur sekunder untuk mendeteksi
protein-protein homolog berdasarkan
keidentikan dan alignment target template. Pada
akhirnya struktur 3D protein dibangun dengan
menggunakan package Modeller (Chen dkk.,
2009). Oleh karena itu jika membandingkan
struktur 3D epitop hasil homology modeling dari
ketiga perangkat yang digunakan, maka hasil
Modeller mirip dengan hasil (PSY’.

Pada hasil homology modeling epitop 6, 7,
16, 17, 38, 40, 41, 47, 48, 49, 50, 51, 90 dan 91
tidak ada model 3D (PS)’ karena dari hasil
persentase alignment oleh (PS)’ tidak 100%. Hal
itu membuat sekuens asam amino epitop yang
tidak ter-alignment tidak dibuat bentuk 3D-nya.
Persentase alignment tersebut terjadi karena
pemilihan template berdasarkan hasil terbaik
BLASTP® tidak sesuai dengan template yang
dipilih otomatis oleh (PS)* yang pemilihannya
berdasarkan atas konsensus PSI-BLAST dan
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Tabel 3. Hasil homology modeling epitop terbaik dari tiga perangkat lunak Modeller,

I-TASSER dan (PS)?

Epitop Model Epitop Model Epitop Model Epitop Model
1 Modeller 24 I-TASSER 47 Modeller 70 I-TASSER
2 Modeller 25 (PS)2 48 -TASSER 71 (PS)2
3 Modeller 26 I-TASSER 49 FTASSER 72 Modeller
4 Modeller 27 I-TASSER 50 Modeller 73 (PS)2
5 Modeller 28 (PS)2 51 Modeller 74 Modeller
6 Modeller 29 I-TASSER 52 l-TASSER 75 I-TASSER
7 Modeller 30 I-TASSER 53 Modeller 76 Modeller
8 Modeller 31 Modeller 54 Modeller 77 Modeller
9 Modeller 32 Modeller 55 Modeller 78 Modeller
10 Modeller 33 (PS)2 56 l-TASSER 79 (PS)2
11 Modeller 34 (PS)2 57 Modeller 80 I-TASSER
12 I-TASSER 35 Modeller 58 (PS)2 81 (PS)2
13 Modeller 36 (PS)2 59 F-TASSER 82 Modeller
14 (PS)2 37 (PS)2 60 (PS)2 83 Modeller
15 I-TASSER 38 Modeller 61 (PS)2 84 (PS)2
16 Modeller 39 Modeller 62 FTASSER 85 (PS)2
17 Modeller 40 Modeller 63 (PS)2 86 I-TASSER
18 Modeller 41 Modeller 64 Modeller 87 (PS)2
19 Modeller 42 (PS)2 65 Modeller 88 Modeller
20 Modeller 43 (PS)2 66 Modeller 89 Modeller
21 Modeller 44 I-TASSER 67 Modeller 90 I-TASSER
22 Modeller 45 I-TASSER 68 Modeller 91 Modeller
23 Modeller 46 I-TASSER 69 Modeller

IMPALA (Chen dkk., 2006).

6. Validasi Model

Model 3D epitop hasil homology modeling
Modeller, I-TASSER dan (PS)’ divalidasi dengan
menggunakan MolProbity, ProSA-web dan
QMEAN. Dari hasil validasi dapat dipilih model
epitop terbaik untuk masing-masing Epitop-1
hingga 91 (Tabel 3).

Dalam validasi model epitop, ada beberapa
aspek yang perlu dipertimbangkan, yaitu
kedudukan residu, interaksi antar residu dan
atom yang menyusun residu tersebut (Pitman
dan Menz, 2006). Pada MolProbity, validasi
interaksi sterik semua atom dalam residu
ditunjukan oleh Clash Score. Clash Score adalah
jumlah benturan per 1000 atom. Semakin kecil
Clash Score, maka model semakin baik (Davis
dkk., 2004). Model 3D epitop diharapkan memiliki
Clash Score<0,4 A.

Analisis geometri juga merupakan indikator
yang menentukan baik atau buruk suatu model.
Ramachandran Favored dan Poor Rotamer
merupakan parameter yang dapat digunakan
untuk analisis geometri model epitop. Model
epitop dapat dikatakan baik karena memiliki
Ramachandran Favored > 98%, Ramachandran
Allowed > 99,8% dan Ramachandran Outliers <
0,2%. Poor Rotamer digunakan untuk melihat
letak distribusi multidimensi residu. Suatu residu

dikatakan Poor Rotamer apabila memiliki sudut x
rotamer rantai cabang di bawah 1% dari set level
nilai X. Model yang baik adalah model yang
memiliki Poor Rotamer < 0,3%. MolProbity Score
merupakan nilai kombinasi dari Clash Score,
Poor Rotamer dan Ramachandran Favored
(Chendkk., 2009).

ProSA (Protein Structure Analysis)
digunakan untuk mengevaluasi akurasi model
protein. Analisis yang dilakukan berdasarkan
analisis statistik dari struktur-struktur protein hasil
eksperimen, baik dengan kristalografi sinar-X
maupun spektroskopi NMR dalam PDB. Hasil
validasi struktur 3D epitop dengan ProSA adalah
berupa Z-score. Stuktur 3D epitop dikatakan
akurat apabila memiliki Z-score yang masuk ke
dalam range Z-score struktur protein hasil
eksperimen (Wiederstein dan Sippl, 2007). Pada
Epitop-1 dihasilkan Z-score sebesar -0,79 yang
masuk ke dalam range Z-score struktur protein
hasil eksperimen dengan spektroskopi NMR
(Gambar 3).

Fungsi skoring QMEAN memperkirakan
kualitas global model berdasarkan kombinasi
linier dari 6 deskriptor struktural. Empat dari
deskriptor tersebut merupakan rata-rata
potensial statistik, yaitu geometri lokal yang
dianalisis dengan potensial sudut torsi 3 asam
amino yang berurutan, 2 potensial interaksi yang
bergantung pada jarak berdasarkan atom C,
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Gambar 3. Plot Z-score struktur Epitop-1 hasil homology modeling Modeller pada ProSA-web.
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Gambar 4. Plot densitas QMEAN score Epitop-3 hasil homology modeling dengan Modeller dari

setreferensi.

dengan semua atom, dan potensial solvasi. Dua
deskriptor lain mencerminkan kesepakatan
antara kalkulasi dan prediksi struktur sekunder
dan aksesibilitas pelarut. QMEAN Score 0-1
mencerminkan reliabilitas model global yang
diprediksi (Benkert dkk., 2009; Benkert dkk.,
2011). Pada gambar 4 dapat dilihat plot densitas
dari QMEAN Score Epitop-3 hasil homology
modeling dengan Modeller yang memiliki nilai
0,62. QMEAN Score tersebut menunjukkan
bahwa struktur 3D Epitop-3 hasil homology
modeling dengan Modeller bersifat reliable. Dari
hasil analisis didapatkan pula Z-score QMEAN
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dan Z-score dari 6 deskriptor struktural model
epitop yang dibandingakan dengan set non-
redundant struktur-struktur PDB. Z-score
QMEAN Epitop-3 adalah 0,00 yang masuk ke
dalam kelompok struktur-struktur PDB dengan Z-
score QMEAN kurang dari 1 (Gambar 5).
7. Refinement

Pada evaluasi dengan GalaxyRefine,
akurasi struktur global dan lokal dirubah.
GalaxyRefine awalnya membangun kembali
konformasi semua rantai samping dan
merelaksasi struktur secara berulang melalui
simulasi dinamika molekular pendek, yaitu
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Gambar5.  Plot Z-score QMEAN dan data Z-score 6 deskriptor struktural Epitop-3 hasil
homology modeling dengan Modeller yang dibandingkan dengan set non-
redundant struktur-struktur PDB. Tanda x menunjukkan model Epitop-3.
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Gambar 6. Model 3D epitop-epitop IDH1 (R132H) hasil minimisasi energi dengan GROMACS
yang divisualisasikan dengan Discovery Studio.

selama 0,6 dan 0,8 ps dengan step waktu 4 fs pengukuran akurasi struktur global. Sementara
setelah perturbasi struktur (Heo dkk., 2013). MolProbity Score digunakan untuk pengukuran
Nilai GDT-HA dan RMSD digunakan untuk akurasi struktur lokal hasil refinement. GDT-HA
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Gambar 7. Perbandingan struktur 3D dari
epitop 1 (hijau) dengan IDH1
(R132H) (merah muda) yang
divisualisasikan dengan
Discovery Studio.

adalah ukuran kualitas global akurasi tinggi dari
perbaikan posisi backbone multi-superposisi
struktur dengan menghitung persentase rata-rata
jarak residu dengan atom C, dari struktur hasil
eksperimen dengan range 0-1. Semakin tinggi
nilai GDT-HA menandakan akurasi yang lebih
baik. Berbeda dengan GDT-HA, nilai RMSD yang
lebih rendah menandakan akurasi yang lebih
baik. Pada pengukuran akurasi struktur lokal,
MolProbity Score yang lebih rendah menandakan
model yang lebih realistik secara fisika (Lee dkk.,
2015).

Model yang telah dipilih dari hasil
refinement GalaxyRefine diminimisasi energinya
dengan menggunakan GROMACS versi 5.0.6.
Tujuan dari minimisasi energi adalah untuk
menghilangkan energi konfigurasi yang
terlampau tinggi karena benturan sterik atau
ikatan yang jauh dari keadaan equilibrium yang
dapat menyebabkan perturbasi non-fisik dan
ketidakstabilan (Pitman dan Menz, 2006).
Keadaan energi yang rendah menyebabkan
struktur epitop lebih stabil. Model hasil minimisasi
energi inilah yang menjadi model akhir (Gambar
6). Nilai RMSD dari Epitop-1 dan IDH1 (R132H)
adalah 0,086 A. Hal tersebut menunjukkan
bahwa struktur 3D dari hasil homology modeling
Epitop-1 tidak memiliki perbedaan yang
signifikan dengan struktur 3D saat sekuensnya
menjadi bagian dari IDH1 (R132H) (Gambar 7).

KESIMPULAN

Pada IDH1 (R132H) terdapat 91 epitop
yang bersifat antigen tumor dan memiliki afinitas
ikatan yang tinggi dengan MHC Il alel HLA-
DRB10101 sehingga dapat dijadikan kandidat
vaksin glioma. Masing-masing epitop memiliki
model 3D terbaik dari hasil homology modeling
tiga perangkat lunak berbeda, yaitu Modeller, I-
TASSERdan (PS)’.
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