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ABSTRACT: L-asparaginase is an enzyme that hydrolyzes L-asparagine into L-aspartate and ammonia, which can treat Acute
Lymphoblastic Leukemia. Determination of the 3D structure of L-asparaginase from various sources can provide important
information in understanding the biochemical properties and functions of L-asparaginase at the molecular level for the search
for alternative L-asparaginase as a therapeutic protein. This study aimed to predict the 3D structure of L-asparaginase Il from the
marine bacterium Vibrio sp. AND4 with E.coli L-asparaginase Il mutant (T12V) in complex with L-Asn at pH 7.0 [Escherichia coli
K-12] (PDB ID: 6PA9) as structure template using homology modelling method with the SWISS-MODEL program. The research
produces a 3D structure model with a Sequence identity of 70.55%, has a QMEANDisCo value of 0.86+0.05, and a GMQE value of
0.86. There are 93.1% residues in the most favoured regions and 0.3% residues in disallowed regions in the Ramachandran plot,
with G-Factors of-0.08, which fulfils the requirements of ideal structural quality.

Keywords: L-asparaginase; vibrio; SWISS-MODEL; homology modelling.

ABSTRAK: L-asparaginase merupakan enzim yang menghidrolisis L-asparagin menjadi L-aspartat dan ammonia yang dapat
digunakan dalam terapi pengobatan Leukemia Limfoblastik Akut. Penentuan struktur 3D L-asparaginase dari berbagai sumber
dapat memberikan informasi penting dalam memahami sifat dan fungsi biokimia L-asparaginase di level molekuler untuk
penelusuran L-asparaginase alternatif sebagai protein teurapetik. Tujuan penelitian ini adalah memprediksi struktur 3D enzim
L-asparaginase Il dari bakteri laut Vibrio sp. AND4 dengan E.coli L-asparaginase Il mutant (T12V) in complex with L-Asn at pH 7.0
[Escherichia coli K-12] (PDB ID: 6PA9) sebagai templat struktur, menggunakan metode pemodelan homologi dengan program
SWISS-MODEL. Penelitian ini menghasilkan model struktur 3D dengan Sequence identity 70,55%, memiliki nilai QMEANDisCo
0,86+0,05 dan nilai GMQE sebesar 0,86. Terdapat 93,1% residu berada di daerah the most favored regions dan 0,3% residu berada
di daerah disallowed regions pada Ramachandran plot, dengan G-Factors sebesar-0.08 yang memenuhi syarat-syarat kualitas
struktur ideal.

Kata kunci: L-asparaginase; vibrio; SWISS-MODEL; pemodelan homologi.

Pendahuluan

L-asparaginase merupakan enzim yang menghidrolisis
L-asparagin menjadi L-aspartat dan ammonia dan
ditemukan di berbagai organisme mulai dari mikroba
sampai mamalia [1]. Reaksi hidrolisis L-asparaginase
ditunjukkan pada Gambar 1 [2].

L-asparaginase menurunkan konsentrasi asparagin
dalam plasma schingga sel kanker mati karena tidak
mampu mensintesis protein akibat kekurangan suplai
asparagin [3]. L-asparaginase merupakan salah satu agen
kemoterapi dalam pengobatan ILeukemia Limfoblastik

Akut [4]. Pada bakteri gram negative seperti Eschericia
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coli, memiliki I-asparaginase I dan L-asparaginase II.
L-asparaginase 1 dickspresikan secara konstitutif di
sitoplasma dan diperlukan untuk pertumbuhan bakteri
dengan asparagin sebagai satu-satunya sumber nitrogen.
Sebaliknya, L-asparaginase II diekspresikan dalam kondisi

anaerob dalam medium yang berisi asam amino dengan

konsentrasi tinggi dan gula dengan
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antikanker [2,5-7].

Ekosistem laut merupakan
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untuk dijadikan sumber penghasil enzim baru dari bakteri
laut yang memiliki keunikan tersendiri [8]. Baru-baru ini,
L-asparaginase dari sumber bakteri laut telah diusulkan
sebagai kandidat yang menjanjikan untuk aplikasi di bidang
klinis dan makanan karena beberapa perbedaan fitur
seperti struktur baru, berat molekul yang lebih rendah, dan
spesifitas substrat yang tinggi [9,10].

Bakteri dalam genus Vibrio sering ditemukan di laut
dan lingkungan estuaria atau berasosiasi dengan organisme
laut seperti karang, ikan, cumi-cumi atau zooplankton [11].
Namun, beberapa spesies juga ditemukan di air tawar [12].
Beberapa genusnya terkenal patogen terhadap manusia
yaitu I cholerae dan 1. paraheamolyticus, serta pada hewan
laut yaitu 1. barveyi [13,14] Vibrio sp. AND4 wild type
(Gammaproteobacteria) merupakan bakterilaut yang dapat
bertahan hidup secara substansial saat terkena cahaya
walaupun dalam kondisi kurang nutrisi jika dibandingkan
di saat gelap [15].

Isozim yang berbeda dari enzim L-asparaginase telah
diisolasi dari berbagai organisme, termasuk tumbuhan,
mikroorganisme terestial, dan laut. Informasi terkait residu
asam amino penting untuk aktivitas katalitik I.-asparaginase.
Struktur 3D L-asparaginase dari Escherichia coli dan Erwinia
sp. telah diidentifikasi [16]. Struktur 3D IL-asparaginase
1 dari Vibrio campbellii telah ditentukan dengan metode
pemodelan homologi menggunakan EasyModeller v.4.0.
Struktur divalidasi dengan guality indexing tools dan disimpan
dalam basis data model protein. Molecular docking dilakukan
antara L-asparaginase I dan substrat yang berupa asparagin
untuk mempelajari interaksi enzim-substrat [17].

Prediksi struktur 3D protein dari sekuen asam amino
masih menjadi permasalahan saintifik yang fundamental
dan menjadi salah satu tantangan terbesar pada
bidang biologi komputasi dan kimia. Pengetahuan dan
pemahaman struktur 3D protein sangat penting karena
dapat memberikan informasi penting dalam memahami
sifat dan fungsi biokimia protein di level molekuler secara
detail [18].

Struktur 3D protein sangat bernilai untuk dipelajari
karena dapat menyediakan informasi terkait fungsi
biokimia dan sifat protein tersebut. Saat ini penentuan
struktur 3D protein masih relatif sulit untuk dilakukan
karena memerlukan instrumen, biaya, waktu, dan usaha
yang cukup besar [19]. Jumlah protein yang struktur tiga
dimensinya telah ditentukan hasil serangkaian eksperimen
saat ini (data terakhir 02 Juni 2022) adalah 191.144 yang
disimpan dalam server Research Collaboratory for Structral
Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB PDB) [20,21].
Jumlah ini tentunya sangat sedikit dibandingan dengan

jumlah sekuen protein yang telah diketahui dan disimpan
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dalam server basis data The Universal Protein Resource
(Uniprot) yang tercatat sebanyak 568.002 sekuen protein
yang dianotasi secara manual dengan informasi yang
diambil dari literatur dan analisis komputasi yang dievaluasi
oleh kurator (Reviewed/Swiss-Prot), dan sebanyak 567.483
sekuen protein yang dianalisis secara komputasi dan
menunggu anotasi manual secara penuh (Unreviewed/
TrEMBL) [22].

Dalam memprediksi struktur 3D asam amino,
terdapat empat tipe pendekatan berbeda yang biasa
digunakan yaitu yang pertama adalah metode pemodelan
komparatif atau pemodelan homologi (homology modelling)
yang menggunakan struktur yang terelusidasi hasil
eksperimen sebagai templat untuk memodelkan struktur
3D protein target. Metode kedua adalah fo/d recognition dan
threading methods digunakan untuk memodelkan protein
yang memiliki similaritas rendah dengan struktur protein
yang telah diketahui. Metode ketiga adalah metode de
novo (atau ab initio) yang bertujuan memprediksi struktur
protein dari struktur primer sekuen protein menggunakan
prinsip-prinsip fisika dalam mengatur pelipatan protein.
Metode keempat adalah znfegrative atau  hybrid methods
yang menggabungkan informasi dari data komputasi dan
eksperimen [18].

Metode pemodelan homologi menjadi metode paling
akurat dalam membangun model struktur 3D protein [18].
Kemajuan terbaru dalam pemodelan homologi terutama
dalam mendeteksi jarak homolog, menyelaraskan urutan
dengan struktur templat, pemodelan loop dan rantai
samping, serta mendeteksi kesalahan pada model struktur
123,24,

SWISS-MODEL (http:

adalah server sistem pemodelan yang terintegrasi berbasis

swissmodel.expasy.org)

web. Server ini memelopori bidang pemodelan otomatis
mulai tahun 1993 dan merupakan fasilitas pemodelan
otomatis berbasis web gratis yang paling banyak digunakan
saat ini. Atas dasar alignment antara seckuen protein target
dan struktur templat, model 3D untuk protein templat
dapat dihasilkan [23,25].

Tujuan penelitian ini adalah memprediksi struktur 3D
enzim L-asparaginase I dari bakteri laut 17brio sp. AND4
dengan menggunakan program SWISS-MODEL. Struktur
3D L-asparaginase ini merupakan bahan simulasi wolecular
docking secara in silico dengan asparagin sebagai ligan,
dalam proses pencarian enzim alternatif I.-asparaginase
yang dapat digunakan dalam terapi pengobatan Leukemia
Limfoblastik Akut.
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Gambar 1. Reaksi hidrolisis enzim L-asparaginase

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan untuk memprediksi struktur
3D protein IL-asparaginase dengan metode pemodelan
homologi dengan tahapan menurut [26], yaitu: input data,
pencarian templat, seleksi templat, pembuatan model
struktur 3D, dan estimasi kualitas model.

Sekuen protein L-asparaginase II 17brio sp.
AND4 sebagai sekuen target diperoleh dari basis data

sekuen

protein  Uniprot  (https:
uniprot/?query=I.-asparaginase+I11+%5BVibrio+sp.+
AND4%5D&sort=score) dengan entry identifier A8T322.
Sekuen protein A8T322 kemudian diunduh dalam format
FASTA. Melalui RCSB-PDB [27] dipastikan bahwa
struktur 3D L-asparaginase II 17brio sp. AND4 belum

ditentukan.

WWW.uNiprot.org

Protein A8T322 dimodelkan dengan menggunakan

templat yang didapat dari hasil penyelarasan sekuen protein

A8T322 dengan sckuen L-asparaginase yang terdapat pada
basis data PDB melalui BLASTp di NCBI (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE
TYPE=BlastSearch&LINK_1.OC=Dblasthome).

Seleksi templat dilakukan dengan memperhatikan

syarat-syarat templat menurut Fiser Andras, 2010 untuk
mendapatkan model struktur 3D protein yang berkualitas
tinggi , sehingga dapat memfasilitasi proses karakterisasi
fungsional suatu protein [28]. Diambil struktur E.co/
L-asparaginase 11 mutant (T1217) in complex with 1.-Asn at
pH 7.0 [Escherichia coli K-12] (PDB 1D: 6PA9/ Uniprot
entry identifier. P00805
untuk pemodelan protein A8T322. Pairwise alignment

) [29] sebagai struktur templat

residu sekuen protein A8T322 dengan sekuen protein
P00805 dilakukan dengan menggunakan software BioEdit
(RRID:SCR_007361) [30].

A8T322

pemodelan homologi (bomology modelling) menggunakan

Pemodelan menggunakan metode

Tabel 1. Karakteristik kandidat templat diakses melalui NCBI, RCSB-PDB dan Uniprot

Kandidat Karakteristik
Templat
(PDB ID) Percent Identity  Query Coverage E-Value Ligan Resolusi R- Value di Uniprot
. R-Value Free:
Asparagin 0216
6PA9 70,12% 92% 2e-171 (ASN), Gliserol 1.88A ’ L-asparaginase 2
R-Value Work:
(GOL)
0.162
R-Value Free: Glutathione reductase
q 0.240 atau 3-demethoxy-
7A0U 69,82% 92% 4e-171 - 2.26A .
R-Value Work: ubiquinol 3-hydroxy-
0.171 lase
R-Value Free: .
CRISPR-associated nu-
3ECA 71,04% 92% 7e-166 Aspartat (ASP) 2.40 A clease/helicase Cas3
R-Value Work:
subtype I-F/YPEST
0.111
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tr|AS8T322 |ABT322_ SVIBR L-aspar
sp | POO80S |ASPG2_ECOLI L-aspara

tr|ABT322 |ABT322_ 9VIBR L-aspar
sp| POOBO5 | ASPG2_ECOLI L-aspara

tr|ABT322 |ABT322 9VIBR L-aspar
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tr|A8T322 |A8T322 SVIBR L-aspar
sp|PO0OS0S5 |ASPG2 ECOLI L-aspara
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Gambar 2. Pairwise alignment sekuen target (A8T322) dengan sekuen templat (PO0805/6PA9)

SWISS-MODEL  [31,32],

yang merupakan fasilitas

Pertiwi et. al.

protein RCSB PDB  (https://www.rcsb.org), schingga

homology modelling otomatis menggunakan metode prediksi
komparatif struktur, berdasarkan pada alignment sekuen
asam amino protein target dengan protein homolog
yang telah diketahui struktur 3D-nya melalui eksperimen
di laboratorium [33].
model struktur 3D protein A8T322 dilakukan dengan

Estimasi dan evaluasi kualitas

pengamatan persentase residu pada Ramachandran plot dan
overall G-Factors menggunakan PROCHECK PDBSum

[34].

Hasil dan Diskusi

Pentingnya keberadaan struktur 3D IL-asparaginase
bakteri 17brio sp. AND4 hasil homology modelling adalah
menambah informasi terkait struktur 3D L-asparaginase
laut sehingga dapat dijadikan model untuk memahami sifat
dan fungsi L-asparaginase laut di tingkat molekuler secara
detil.

Pemodelan homologi pada sekuen protein A8T322
dilakukan dengan tahapan yang mengacu pada [26]. Sekuen
target dalam pemodelan struktur 3D protein merupakan
sekuen protein yang belum teridentifikasi struktur tiga
dimensinya secara eksperimental [35]. Struktur protein

A8T322 belum tersedia dalam web server basis data struktur

pemodelan struktur 3D protein A8T322 dapat dilakukan.

Pemilihan templat didasarkan pada syarat-syarat
templat yang ideal menurut [28], yaitu: memilih struktur
dengan similaritas yang tinggi terhadap sekuen target juga
memiliki kesamaan sisi pengikatan pada ligan yang sama
seperti pada sekuen target. Kualitas struktur templat yang
ditentukan secara eksperimental tergantung pada resolusi
dan R-factor dari struktur kristal proteinnya. Diambil tiga
kandidat templat yang merupakan hasil BALSTp protein
A8T322 terhadap basis data protein IL-asparaginase
dengan stuktur tiga dimensi yang sudah teridentifikasi
di PDB RCSB. Kandidat pertama adalah struktur E.co/
L-asparaginase 11 mutant (T1217) in complex with L-Asn at pH
7.0 [Escherichia coli K-12] (PDB ID: 6PA9) [29], kedua
adalah Chain A, L-asparaginase 2 0 [Escherichia coli K-12]
(PDB ID: 7A0U) [36], dan ketiga adalah Crystal structure
of Escherichia coli 1.-asparaginase (ELSPAR) [Escherichia coli
K-12] (PDB ID: 3ECA) [37]. Karakteristik ketiga kandidat
templat ditunjukkan pada Tabel 1.

R-valne (R-value work dan R-value free) adalah ukuran
kualitas model atom yang diperoleh dari data kristalografi
[38]. R-value mengukur seberapa cocok pola difraksi pada
model atom yang disimulasikan dengan pola difraksi yang

diamati pada struktur secara eksperimental, dan kecocokan

Tabel 2. Posisi fitur-fitur yang ada pada sekuen A8T322 dan sckuen P00805/6PA9

Posisi dan deskripsi fitur pada sekuen protein

Fitur
A8T322 P00805/6PA9
Sinyal Peptida 1-23 MSKTFLRISAIALGLSM- 1-22 MEFFKKTALAALVMGFSGAALA
SALSMA
Sisi Aktif 38dan 117 O-isoaspartyl threonine 34 O-isoaspartyl threonine intermedi-
intermediate ate
Sisi Pengikatan Substrat 84 dan 117-118 80-81 dan
111-112
Domain 29-222 dan 241-351 Asparaginase dan Aspara- 24-348 Asparaginase/

ginase C

Glutaminase
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Gambar 3. Hasil pemodelan homologi dengan SWISS-MODEL, (a) Struktur hasil pemodelan A8T322 dengan struktur
templat PO0805/6PAY, (b) Kotak hijau adalah sisi aktif, kotak merah adalah sisi pengikatan substrat

sempurna akan memiliki nilai 0 [39]. Pada resolusi diantara
1,5 dan ~3 A, R-factor identik hampir di semua struktur
yaitu ~0.20 [40]. Kualitas struktur yang baik memiliki
R-factor di bawah 20-25% dengan R-value free sebesar di
bawah 30% [41]. Dari Tabel 1 ditetapkan bahwa templat
yang cocok untuk pemodelan sckuen protein A8T322
adalah struktur E.coli 1-asparaginase 11 mutant (T1217) in

wi¥, POGBOS (ASPGZ_ECOL - L-asparapinass 2 fiom ESchenchis Con

p
e

(a)

complex: with 1-Asn at pH 7.0 [Escherichia coli K-12] (PDB
ID: 6PA9; Uniprot entry id: P00805) katena memiliki
percent identity yang relatif tinggi (70,12%) dengan query
coverage yang tinggi (92%), E-value yang lebih rendah (2e-
171) dibanding dua kandidat lain dan memiliki R-value
free yang berada di bawah 30% (0,30) yaitu 0,216, lebih
rendah dibanding kandidat lain. Struktur ini memiliki ligan

(b)

Gambar 4. Perbandingan struktur dan diagram topologi struktur templat (P00805) dan target (A8T322) melalui PDBSum,
(a)Templat: PO0805/6PA9, chain A, 326 aa, (b)Target: A8T322 chain A, 328 aa
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Tabel 3. Statistika PROCHECK struktur templat (P00805/6PA9) dan target (A8T322)

L-Asparaginase

Ramachandran plot dan G-Factors

P00805/6PA9 A8T322
Most favoured regions  [A,B,L] 91.3% 93.1%
Additional allowed regions [a,b,l,p] 8.1% 6.2%
Generously allowed regions [~a,~b,~,~p] 0.2% 0.3%
Disallowed regions [XX] 0.4%* 0.3%*
G-Factors -0,12 -0,08

asparagin (ASN) yang merupakan substrat L-asparaginase,
serta teridentifikasi sebagai I.-asparaginase 2 pada Uniprot,
sementara kandidat lain teridentifikasi sebagai Glutathione
reductase atau 3-demethoxyubiquinol 3-hydroxylase dan
CRISPR-associated nuclease/helicase Cas3 subtype I-F/
YPEST.

Hasil pairwise alignment sekuen protein target (A8T322)
tethadap sekuen protein templat (P00805/GPA9) pada
Gambar 2 menunjukkan percent identity sebesar 67,22% dan
similarity sebesar 79,83% dengan 22-23 peptida pertama
merupakan sinyal peptide.

Posisi fitur-fitur seperti sinyal peptida, sisi aktif, sisi
pengikatan substrat dan domain pada masing-masing
sekuen memiliki posisi yang hampir sama. Perbandingan
posisi fitur yang ada dalam sekuen A8T322 dan
P00805/6PA9 pada server Uniprot seperti ditunjukkan
pada Tabel 2.

Hasil pemodelan homologi menggunakan SWISS-
MODEL sekuen target (A8T322) dengan struktur templat
(P00805/6PAY) ditunjukkan pada Gambar 3.

Nilai QMEANDisCo sckarang menjadi prediktor
kualitas model global utama di seluruh Layanan SWISS-

P0O0805/6PA9
IR -

180

Psi (degrees)

135

Phi (degrees)

MODEL. Bersama dengan GMQE (Global Model Qnality
Estimation), memberikan pengukuran kualitas model
keseluruhan dengan skor 0 dan 1. Ambang batas (#hreshold)
nilai QMEANDIsCo adalah 0,5 yang secara signifikan
menyaring model berkualitas rendah bila dibandingkan
dengan kriteria berbasis QMEAN Z-score sebelumnya
142,43] yang mengukur derajat keaslian suatu struktur [44].
Nilai QMEANDIsCo pada model 3D sekuen A8T322 ini
adalah 0,861+0,05 dan nilai GMQE sebesar 0,86. Seguence
identity hasil pemodelan adalah 70,55%. Sequence identity
target-templat di atas 30% merupakan prediktor yang
relatif baik dari akurasi yang diharapkan dari model [28].
Perbandingan struktur dan diagram topologi struktur
templat  (P00805/6PA9) dan target (A8T322) yang
dihasilkan PDBSum [34] dapat dilihat pada Gambar 4.
Estimasi kualitas struktur dapat diperoleh dari hasil
statistika PROCHECK melalui  Ramachandran plot dan
nilai keseluruhan G-Factors. Ramachandran plot menentukan
kualitas struktur protein dengan melihat plot residu [45].
Evaluasi Ramachandran plot sangat penting dalam
penilaian kualitas struktur 3D protein yang dimodelkan,

karena Ramachandran plot merupakan quality metrics utama

A8T322
=7 "

180

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Gambar 5. Ramachandran plot struktur templat (P00805/6PA9) dan target (A8T322)
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dalam validasi kualitas model atom pada protein [406]
Ramachandran plot menjelaskan distribusi dua dimensi dari
sudut torsi (¢, P) asam-asam amino, dan telah digunakan
untuk memvalidasi konformasi dari backbone protein yang
terintegrasi dalam PROCHECK [47], validasi tersebut
didasarkan pada wilayah yang disukai (favoured regions)
dan wilayah yang tidak diizinkan (disallowed regions) [48],
sedangkan G-Facfors memberikan ukuran seberapa tidak
biasa (unusunal), atau sangat tidak biasa (bighly unusual) suatu
sifat (protein). Struktur dengan kualitas baik diharapkan
memiliki lebih dari 90% residu di daerah zbe most favoured
regions [A,B,L] dengan nilai G-factors di atas -0,5. Nilai di
bawah -0,5 #nusnal dan nilai di bawah -1,0 bighly unusnal
[49]. Ramachandran plot struktur templat (P00805/6PA9)
dan target (A8T322) dapat dilihat pada Gambar 5, dan hasil
statistika PROCHECK struktur templat (P00805/6PA9)
dan target (A8T322) dapat dilihat pada Tabel 3.

Pada struktur templat (P00805/6PAY), terdapat
91,3% residu berada di daerah #he most favored regions dan
0,4% berada di daerah disallowed regions pada Ramachandran
plot, dengan G-Factors sebesar -0.12. Sedangkan pada
struktur target (A8T322), terdapat 93,1% residu berada di
daerah zhe most favored regions dan 0,3% berada di daerah
disallowed regions pada Ramachandran plot, dengan G-Factors
sebesar -0.08. Kualitas struktur model 3D protein A8T322
dapat dikatakan baik karena memenuhi syarat-syarat
struktur ideal, yaitu memiliki sebaran residu lebih dari 90%
di daerah zhe most favoured regions, memiliki sedikit residu
di daerah disallowed regions dan memiliki nilai keseluruhan
G-Factors di atas -0,5.

Kesimpulan

Pemodelan homologi protein L-asparaginase 11
Vibrio sp. AND4 (A8T322) menggunakan struktur E.co/i
L-asparaginase I mutant (I'121V°) in complex with 1-Asn at pH
7.0 [Escherichia coli K-12] (P00805/GPA9) sebagai templat,
menghasilkan model struktur 3D dengan Sequence identity
70,55%, memiliki nilai QMEANDIsCo 0,8610,05 dan nilai
GMQE sebesar 0,86.  Terdapat 93,1% residu berada di
daerah zhe most favored regions dan 0,3% berada di daerah
disallowed regions pada Ramachandran plot, dengan G-Factors
sebesar -0.08.
ideal, maka kualitas struktur model 3D I-asparaginase II
Vibrio sp. AND#4 dapat dikatakan baik.

Karena memenuhi syarat-syarat struktur
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