Metamorfosa:Journal of Biological Sciences 9(1): 1-13 (Maret 2022) ‘ \( 35‘&'&&?&35
I J JCURNALS

DOI: 10.24843/metamorfosa.2022.v09.i01.p01
https://ojs.unud.ac.id/index.php/metamorfosa/article/view/78645

JURNAL METAMORFOSA

Journal of Biological Sciences ISSN:
2302-5697

http://ojs.unud.ac.id/index.php/metamorfosa

Mekanisme Kerja Penghambatan Antibiotik Ceftriaxone, Clarithromycin, dan Quercetin
terhadap ezim Pneumolysin pada Streptococcus pneumoniae Metoda secara Docking In Silico

Inhibitor Mechanism of Ceftriaxone, Clarithromycin, and Quercetin to Pneumolysin Enzyme on
Streptococcus pneumonia with Docking In Silico Method

Irma Damayanti'*, Yan Ramona?, Sentot Joko Raharjo?
! Biologi, FMIPA, Universitas Udayana
2 Analisis Farmasi dan Makanan, Akademi Analis Farmasi dan Makanan Putera Indonesa Malang
*Email: irmadmy99@gmail.com

INTISARI

Pneumolysin adalah protein dari bakteri Stretoccous pneumoniae yang berperan penting dalam
kematian sel dan kolonisasi bakteri. Ceftriaxone, clarithromycin, dan quercetin terbukti secara in vivo dan
in vitro dapat menghambat aktivitas dari pneumolysin. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengidentifikasi interaksi penghambatan ceftriaxone, clarithromycin, dan quercetin terhadap aktivitas
pneumolysin secara in silico. Struktur 3D pneumolysin diunduh melalui RCSB PDB (PDB ID:PQQA).
Struktur 3D ceftriaxone (ID:5479530), clarithromycin (1D:84029), dan quercetin (1D:5280343) diunduh
melalui PubChem. Preparasi protein dengan Discovery Studio dan ligan dengan OpenBabel. Proses
docking menggunakan HEX 8.0.0 dan analisis visualisasi dengan Discovery Studio. Interaksi
pneumolysin-ceftriaxone menghasilkan 4 ikatan hidrogen, 5 ikatan hidrofobik, 1 ikatan elektrostatik, dan
2 ikatan unfavourable dengan nilai energi ikatan sebesar -329,98kJ/mol. Interaksi pneumolysin-
clarithromycin menghasilkan 3 ikatan hidrogen, 1 ikatan elektrostatik, dan 3 ikatan unfavourable dengan
nilai energi ikatan sebesar -311,12kJ/mol. Interaksi pneumolysin-quercetin menghasilkan 2 ikatan
hidrogen, 4 ikatan hidrofobik, dan 2 ikatan elektrostatik dengan nilai energi ikatan sebesar -246,52kJ/mol.
Kesimpulan penelitian ini adalah Ceftriaxone, Clarithromycin, and Quercetin memiliki kemampuan
sebagai penghambat Pneumolysin enzyme pada Streptococcus pneumonia.

Kata kunci: S. pneumonia, pneumolysin, ceftriaxone, clarithromycin, quercetin, in silico.

ABSTRACT

Pneumolysin is a protein that plays an important role in cell death and bacterial colonization of
Streptococcus pneumoniae. Ceftriaxone, clarithromycin, dan quercetin has been proven (in vivo and in
vitro) to prevent the action of pneumolysin. The purpose of this study was to identify inhibitor interactions
of ceftriaxone, clarithromycin, and quercetin in inhibiting the pneumolysin activity through in silico. The
3D structure of pneumolysin was downloaded via RCSB PDB (PDB ID:PQQA), while 3D structure of
ceftriaxone (ID:5479530), clarithromycin (1D:84029), and quercetin (1D:5280343) were downloaded via
PubChem. Protein preparations were done with Discovery Studio, while ligands were prepared with
OpenBabel. The docking process used HEX 8.0.0 and visualization analysis with Discovery Studio.
Pneumolysin-ceftriaxone interaction produces 4 hydrogen bonds, 5 hydrophobic bonds, 1 electrostatic
bond, and 2 unfavorable residue bonds with a bond energy value -329.98kJ/mol. Pneumolysin-
clarithromycin interaction produces 3 hydrogen bonds, 1 electrostatic bond, and 3 unfavorable residue
bonds with a bond energy value -311.12kJ/mol. Pneumolysin-quercetin interaction produces 2 hydrogen
bonds, 4 hydrophobic bonds, and 2 electrostatic bonds with a bond energy value -246.52kJ/mol. The
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conclusion of research is Ceftriaxone, Clarithromycin, and Quercetin have a candidate as Pneumolysin

enzyme on Streptococcus pneumonia.

Keyword: S. pneumonia, pneumolysin, ceftriaxone, clarithromycin, quercetin, in silico.

PENDAHULUAN

Streptococcus  pneumoniae  merupakan
bakteri utama yang bertanggung jawab terhadap
Invasive Pneumococcal Disease (IPD) seperti
meningitis dan bakterimia, dan juga infeksi non-
IPD seperti pneumonia, otitis media, dan sinusitis
(Smith et al., 2020). WHO (2020) melaporkan
bahwa terdapat 14,5 juta kasus infeksi
pneumonia yang disebabkan oleh bakteri
pneumokokus dengan total kematian 826.000 di
dunia setiap tahunnya (Jimbo-Sotomayor et al.,
2020) dan diantaranya 500.000 kematian adalah
anak dengan usia di bawah 5 tahun (Ezoji et al.,
2019).

Streptococcus  pneumoniae  dilaporkan
memiliki lebih dari 10 protein yang berperan
sebagai faktor virulensi utama, salah satunya
adalah protein pneumolysin (Hu et al., 2015).
Pneumolysin adalah protein jenis pore-forming
toksin yang termasuk ke dalam cholesterol-
binding cytolysin, protein ini diekspresikan oleh
gen ply dan ditemukan pada hampir semua isolat
klinis dari bakteri Streptococcus pneumonia
(Vogele et al., 2019). Pneumolysin memiliki
berat molekul 53 kilo Dalton (kD) dan
bertanggung jawab pada hampir semua tahap
virulensi (Tettlin et al., 2015). Pneumolysin dapat
menyebabkan kerusakan pada sel, kematian sel,
dan dapat mengubah komponen dan fungsi sel
untuk memodulasi dan memfasilitasi proses
transmisi, invasi, dan kolonisasi bakteri
(Nishimoto et al., 2020).

Kristal struktur dari pneumolysin (PLY)
merupakan protomers yang memanjang dan
terdiri dari 4 domain, yaitu domain 1 (D1),
domain 2 (D2), domain 3 (D3), dan domain 4
(D4) (Lawrence et al., 2015). Proses binding
dengan membran sel dimediasi oleh domain 4
melalui Trp-rich undecapeptide (residu Trp433,
Trp435, Trp436) dan Loop L1 (Thr459, Leu460,
Tyr461) (Faraj et al., 2020).

Aktivitas utama pneumolysin adalah
kemampuannya untuk membentuk pori-pori
pada membran Kkolesterol melalui proses

oligomerisasi domain 4 dan mengaktivasi
komplemen jalur klasik dengan pengikatan
bagian Fc dari imunoglobulin dan Clg yang
menyebabkan turunnya aktivitas opsonisasi C3,
sehingga mengganggu proses fagositosis bakteri
(Sanchez-Tarjuelo et al., 2020).

Terapi antibakteri dengan kombinasi
antibiotik  ceftriaxone dan  clarithromycin
terbukti secara in vivo dan in vitro mampu
mengurangi kerusakan yang disebabkan oleh
protein pneumolysin (Toromkuney et al., 2020),
namun pengobatan dengan antibiotik dapat
menimbulkan  resistensi  terhadap  bakteri,
sehingga diperlukan senyawa aktif lain yang
memiliki potensi sebagai agen antibakterial
(Leyeenar et al., 2015).

Senyawa aktif quercetin telah terbukti
dapat menghambat aktivitas pneumolysin secara
in vivo dan in vitro. Penelitian yang dilakukan
Wang et al. (2018) dan Nishimoto et al. (2020)
menggunakan quercetin sebagai kandidat agen
antibakterial secara in vitro, sedangkan
penelitian oleh Qianghua et al. (2020) dilakukan
secara in vivo dengan menggunakan tikus
sebagai hewan uji. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa quercetin secara signifikan mengurangi
sitotoksisitas yang diinduksi oleh pneumolysin
melalui penekanan pembentukan oligomer.
Pengobatan dengan quercetin dapat mengurangi
cedera sel yang dimediasi pneumolysin,
meningkatkan tingkat kelangsungan hidup tikus
yang telah terinfeksi dosis mematikan dari bakteri
Streptococcus pneumoniae, dan meringankan
kerusakan patologis pada jaringan paru.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengidentifikasi interaksi penghambatan
antibiotik  clarithromycin, ceftriaxone, dan
senyawa aktif quercetin terhadap pneymolysin
(PLY) pada bakteri Streptococcus pneumoniae
secara in-silico.
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BAHAN DAN METODE
1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
April-Juni 2021 di Laboratorium Mikrobiologi,
Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Udayana.

2. Preparasi Protein

Struktur kristal protein diunduh melalui
RCSB PDB. Protein yang digunakan adalah
protein pneumolysin dengan PDB ID: PQQA dan
resolusi 2.80A. Preparasi protein dilanjutkan
dengan menseleksi molekul air dan ligan untuk
dihilangkan dari  kristal ~ struktur protein
menggunakan software Discovery Studio.
Struktur protein kemudian disimpan dalam
format PDB (.pdb). Analisis Plot Ramachandran
dilakukan melalui website MOL Probity.

3. Preparasi Ligan

Ligan yang digunakan adalah ceftriaxone
(1D:5479530), clarithromycin (1D:84029), dan
quercetin (1D:5280343). Struktur ligan diunduh
melalui PubChem dalam format SDF (.sdf).
Ligan dengan forma SDF (.sdf) diubah ke dalam
formay PDB (.pdb) menggunakan perangkat
lunak Open Babel.

4. Docking

Proses docking dilakukan pada protein dan
masing-masing ligan yang telah dipreparasi
dalam format PDB menggunakan software HEX
8.0.0. Metode yang digunakan dalam proses
docking ini adalah shape + electro + DARS.
Hasil docking protein dengan setiap ligan
kemudian disimpan ke dalam format PDB (.pdb)
untuk dilakukan proses analisis visualisasi.

5. Analisis Visualisasi Hasil Docking

Hasil docking dari HEX 8.0.0 kemudian
divisualisasikan menggunakan software
Discovery Studio Visualizer 2019. Analisis
visualisasi hasil docking dilakukan dengan
mengamati interaksi yang terjadi selama proses
docking antara protein dengan masing-masing
ligan serta selektivitas setiap ligan terhadap
protein yang dilihat dari hasil energy binding.

elSSN: 2655-8122

6. Rancangan Penelitian

Docking  dilakukan  antara  protein
pneumolysin ~ dengan  ligan  ceftriaxone,
clarithromycin, dan quercetin. Data yang
dianalisis adalah interaksi antara protein dengan
ligan, identifikasi residu asam amino yang telibat
selama proses interaksi, dan selektivitas ligan
terhadap protein yang terlihat dari hasil energy
binding. Data hasil penelitian yang didapat lalu
dibahas secara deskriptif dan mengacu pada
jurnal hasil penelitian.

HASIL
Struktur Ligan

Ligan-ligan yang digunakan pada
penelitian  ini  diunduh  melalui  website
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ dalam format
3D-SDF dengan ID ceftriaxone (1D:5479530),
clarithromycin (1D:84029), dan quercetin (ID:
5280343). Struktur 2 dimensi dari masing-
masing ligan ditunjukkan pada Gambar 1 dan
karakteristik sifat kimia dan fisika dari ligan
disajikan pada Tabel 1.

Gambar 1. Struktur 2D ligan (PubChem,
2020).

Format isomer 3D-SDF dikonversi
menjadi 3D-PDB menggunakan software Open
Babel. Open Babel merupakan perangkat lunak
yang dirancang untuk mencari, menganalisis,
dan mengkonversi format file molekuler yang
berbeda (Raharjo, 2019). Proses konversi dari
format SDF menjadi PDB dilakukan untuk
meminimalisasi energi pada proses docking.
Selain itu proses konversi ini bertujuan untuk
menyesuaikan ~ dengan  perangkat  yang
digunakan (program HEX 8.0.0 dan Discovery
Studio menerima struktur kimia dalam format
3D-PDB) pada proses docking dan analisis
virtual (Kavitha and Mahalekshmi, 2014).
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Tabel 1. Karakteristik sifat kimia dan fisika
masing-masing ligan (Pubchem, 2020).

. Ligan
Deskripsi Ligan1 Ligan 2 Ligan 3
Weight 554.6 748.0 302.23
(g/mol) ) ' '
Formula C13H13N307S3 C33H69N013 C15H1007
*logP3 -1.3 3.2 1.5
H-Bond
Donor 5 4 5
H-Bond
acceptor 13 14 7

Struktur Pneumolysin

Struktur 3 dimensi pneumolysin diunduh
dari database RCSB PDB dengan PDB ID:
PQQA dan kerapatan 2.80A. Struktur protein
yang diunduh dari RCSB PDB memiliki banyak
molekul air yang tersebar di sekelilingnya
(gambar 2a). Molekul air ini merupakan residu
non-standard yang dapat menghambat proses
penambatan karena memungkinkan terjadinya
pengikatan dengan ligan melalui ikatan
hidrogen, sehingga perlu dihilangkan untuk
meminimalisasi energi. Proses penghilangan
molekul air dilakukan menggunakan perangkat
lunak Discovery Studio (gambar 2b).
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Gambar 2. Struktur Kristal pneumolysin. [a]
dengan molekul air, [b] tanpa molekul air.

Kualitas kestabilan struktur protein
diukur dengan analisis Plot Ramachandran
menggunakan website MOL Probity
http://molprobity.biochem.duke.edu/  (gambar
3). Plot Ramachandran merupakan plot sebaran
dua dimensi yang menggambarkan sebaran
residu asam amino dan visualisasi koordinat tiga
dimensi yang direalisasikan melalui eksperimen
ke dalam koordinat internal dan terdiri dari sudut
dihedral @ (phi) sebagai sumbu x dan ¥ (psi)
sebagai sumbu y (Tam et al., 2020). Plot ini
memperlihatkan konformasi yang
memungkinkan dari sudut ® dan ¥ untuk
polipeptida (Hayward and Milner-White, 2021).
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Plot Ramachandran terdiri dari empat
kuadran dan empat daerah, yaitu most favoured
regions, additional allowed regions, generously
allowed regions, dan disallowed regions.
Kualitas struktur protein dapat ditentukan
dengan melihat adanya residu non-glisin yang
terletak pada wilayah sudut dihedral terlarang
(disallowed regions) dan wilayah yang paling
disukai (favoured regions) (Ravikumar et al.,
2021). Bila residu non-glisin pada daerah
terlarang lebih dari 15% dan residu pada daerah
yang paling disukai kurang dari 80% maka
struktur protein tersebut memiliki kualitas
struktur yang kurang baik (Suhaidi dkk., 2019).

MK

Gambar 3. Plot Ramachandran protein
pneumolysin
Keterangan: Favoured regions 89,8%
(432/481), Allowed regions 97,5% (469/481),
dan Qutliers 2,49 (12/481)

Hasil analisis dari struktur Kristal
pneumolysin menunjukkan bahwa residu pada
wilayah favoured regions sebesar 89,8%, wilayah
allowed regions sebesar 97,5%, dan wilayah
outliers atau disallowed regions sebesar
2,49% . Hal ini mengindikasikan bahwa struktur
protein tersebut memiliki kualitas yang baik.

Residu glisin dan proline tidak ikut
dipertimbangkan dalam analisis Plot
Ramachandran karena keduanya memiliki
perbedaan dengan asam amino lainnya. Residu
glisin secara khusus tidak memiliki C? atom. Hal
ini memungkinkan glisin untuk berotasi secara
fleksibel dan tidak terbatas hanya pada daerah
allowed regions, sehingga bila dilihat pada plot
posisi dari glisin adalah pada -180° dan +180°
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(Baruch-Shpigler et al., 2017). Sedangkan pada
residu proline memiliki rantai samping siklik
yang rotasinya dibatasi oleh pyrrolidine ring.
Hal ini menyebabkan proline menjadi residu
yang gerakan rotasinya paling terbatas, sehingga
bila dilihat pada plot posisi phi dari proline
terbatas pada -60° dan psi berada pada -45° dan
+135° (Panja et al., 2015).

Interaksi antara pneumolysin-ceftriaxone

Interaksi antara protein  pneumolysin
dengan ligan ceftriaxone menghasilkan energi
ikatan sebesar -329,98kJ/mol (gambar 4, tabel
2). Ligan ceftriaxone yang ditunjukkan oleh
tanda panah pada gambar 4a berikatan dengan
protein pneumolysin pada domain 3. Interaksi
antara pneumolysin dan ceftriaxone
menghasilkan 4 ikatan hidrogen yang meliputi
residu asam amino Ser256, Arg359, Ala357
dengan tipe ikatan hidrogen karbon dan residu
Asp257 dengan tipe ikatan hidrogen
konvensional. Kestabilan struktur kompleks
dipertahankan oleh 5 ikatan hidrofobik yang
meliputi residu Leu39, Pro40, dan Ala357
dengan tipe ikatan Pi-Alkyl serta residu Ala357
dan Lys255 dengan tipe ikatan Alkyl. Satu ikatan
elektrostatik, yaitu residu Lys255 tipe ikatan Pi-
cation serta ikatan yang bersifat unfavorable
bump residu Pro40, unfavorable donor-donor
residu Arg359, dan ikatan Sulfur-X residu
Thr253 (Gambar 4).
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Gambar 4. Interaksi antara pneumolysin
dengan ceftriaxone. [a-b] visualisasi 3 dimensi.
[c] visualisasi 2 dimensi.

Interaksi antara pneumolysin-clarithromycin

Interaksi antara protein  pneumolysin
dengan ligan clarithromycin menghasilkan
energi ikatan sebesar -311,12kJ/mol (gambar 5,
tabel 2). Ligan clarithromycin yang ditunjukkan
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olen tanda panah pada gambar 5a berikatan
dengan protein pneumolysin pada domain 3.
Interaksi antara protein pneumolysin dengan
ligan clarithromycin menghasilkan 3 ikatan
hidrogen yang meliputi residu asam amino
Arg359 dengan tipe ikatan  hidrogen
konvensional dan 2 residu Glu277 dengan tipe
ikatan hidrogen karbon. Satu ikatan elektrostatik,
yaitu residu Glu277 dengan tipe ikatan attractive
charge, serta 3 ikatan yang bersifat unfavorable
bump meliputi 2 residu Lys255 dan Arg359
(Gambar 5).
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Gambar 5. Interaksi antara pneumolysin
dengan clarithromycin. [a-b] visualisasi 3
dimensi. [c] visualisasi 2 dimensi.

Interaksi antara pneumolysin-quercetin

Gambar 6. Interaksi antara pneumolysin
dengan quercetin. [a-b] visualisasi 3 dimensi.
[c] visualisasi 2 dimensi

Interaksi antara protein  pneumolysin
dengan ligan quercetin menghasilkan energi
ikatan sebesar -246,52kJ/mol (gambar 6, tabel
2). Ligan quercetin yang ditunjukkan oleh tanda
panah pada gambar 6a berikatan dengan protein
pneumolysin pada domain 3. Interaksi antara
pneumolysin dengan quercetin menghasilkan 2



Metamorfosa:Journal of Biological Sciences 9(1): 1-13 (Maret 2022)

ikatan hidrogen meliputi residu Arg359 dengan
tipe ikatan hidrogen karbon dan residu Ala357
dengan tipe ikatan hidrogen konvensional.
Kestabilan struktur kompleks dipertahankan
oleh 4 ikatan hidrofobik yang meliputi 2 residu
Lys255 dan 2 residu Ala357 dengan tipe ikatan
Pi-Alkyl, serta 2 ikatan elektrostatik yang
meliputi 2 residu Glu42 dengan tipe ikatan Pi-
Anion (Gambar 6).

Hasil interaksi dari penambatan 3 ligan
secara in silico ditampilkan pada tabel 2 dengan
ceftriaxone sebagai kontrol positif. Ceftriaxone
merupakan antibiotik yang paling umum
digunakan sebagai inhibitor protein selektif

elSSN: 2655-8122

pneumolysin  dari  bakteri  Streptococcus
pneumoniae dan telah teruji baik secara in vitro
maupun in vivo (Mizrahi et al., 2020).
Ceftriaxone akan menghambat hemolisis dan
sitolisis yang dimediasi pneumolysin dengan
menghalangi  oligomerisasi monomer pada
pembentukan kompleks pra-pori dan secara
bersamaan mengurangi aktivitas peptidase SrtA
(Coolsetal., 2021). Data interaksi yang diperoleh
antara lain, titik terjadinya interaksi, residu yang
terlibat selama proses penambatan, tipe ikatan
kimia, jarak atom, serta energi ikatan docking.

Tabel 2. Interaksi Residu dan Energi Ikatan Antara Kompleks Protein-Ligan.

Interaksi Titik Interaksi  Jarak (A)  Kategori Ikatan Tipe Energi Ikatan
Kimia (kJ/mol)
A:ASP257 2,37 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:SER256 3,37 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:ARG359 3,11 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:ALA257 2,83 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:THR253 2,84 Other Sulfur-X
Preumolysin- A:PR0O40 2,19 Unfavorab_le U_nfavprable Bump
Ceftriaxone A:LYS255 3,16 Electrostatic Pi-Cation -329,98
A:ARG359 1,69 Unfavorable Unfavorable Donor-Donor
A:LEU39 5,42 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:PRO40 4,78 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:ALA357 4,11 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:LYS255 5,09 Hydrophobic Alkyl
A:ALA357 4,15 Hydrophobic Alkyl
A:GLU277 4,34 Electrostatic Attractive Charge
A:GLUA42 1,94 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
Preumolysin- A:GLUA42 1,95 Hydrogen Bond Carbon Hydroqen Bond
Clarithromycin A:ARG359 2,95 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond -311,12
A:LYS255 2,16 Unfavorable Unfavorable Bump
A:LYS255 1,68 Unfavorable Unfavorable Bump
A:ARG359 1,88 Unfavorable Unfavorable Bump
A:GLUA42 2,69 Electrostatic Pi-Anion
A:GLUA42 3,46 Electrostatic Pi-Anion
A:ALA357 2,95 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
Pneumolysin- _A:ARG359 2,35 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond 24652
Quercetin A:LYS255 4,98 Hidrophobic Pi-Alkyl '
A:LYS255 5,40 Hidrophobic Pi-Alkyl
A:ALA357 3,45 Hidrophobic Pi-Alkyl
A:ALA357 3,67 Hidrophobic Pi-Alkyl
domain 3 (Gambar 4a, 5a, 6a). Hal ini
PEMBAHASAN menunjukkan bahwa mekanisme penghambatan
Proses  penambatan antara  protein yang terjadi adalah penghambatan non-
pneumolysin ~ dengan  ligan  ceftriaxone, kompetitif, dimana pengikatan ligan tidak

clarithromycin, dan quercetin terjadi di daerah

mempengaruhi pengikatan antara pneumolysin
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dengan substrat yang dimediasi oleh domain 4
(Delaune and Alsayouri, 2020). Pneumolysin
memiliki dua mekanisme sebagai aktivitas utama
dari proses virulensinya, yaitu pembentukan pori
transmembran dan aktivasi sistem komplemen
jalur klasik melalui interaksi langsung dengan
antibodi 1gG (Gonzales et al., 2021). Proses
pembentukan pori transmembran dimediasi oleh
domain 4 melalui Trp-rich undecapeptide pada
C-terminal yang berfungsi untuk mengenali dan
mengikat membran kolesterol (Vogele et al.,
2019). Domain 1-3 akan tetap berada di luar
membran untuk membentuk struktur pre-pori.
Proses pembentukan pre-pori dilanjutkan dengan
pembentukan self-association, dimana domain 3
akan berasosiasi bersama domain 1 dan domain
2 menghasilkan oligomerisasi (Marshall et al.,
2015). Bentuk alpha helical bundles (a-HB1 dan
a-HB2) domain 3 akan melipat menjadi dua -
hairpins (TMH1 dan TMH2) yang menembus
membran sel dan membangun B-barrel internal
pori. Pori transmembran yang terbentuk akan
menyebabkan lisis sel (Chiu et al., 2019).

Aktivasi  komplemen  jalur  klasik
merupakan bagian dari adaptive immune
responses dari sistem kekebalan tubuh. Sistem ini
akan meningkatkan kemampuan antibodi pada
proses fagositosis, lisis sel, dan aktivasi respon
inflamasi (Rezaei et al., 2021). Mekanisme
aktivasi komplemen jalur klasik dimulai dari
penempelan antibodi 1gG dan IgM pada
permukaan  patogen. lkatan ini  akan
mengaktivasi protein komplemen C1, dimana
aktivasi C1 akan menginisiasi perubahan protein
komplemen C2 menjadi C2a dan C2b dan
protein komplemen C4 menjadi C4a dan C4b.
Protein C2a dan C4b kemudian akan bergabung
menjadi suatu kompleks protein yang dikenal
sebagai protein C3-convertase dan
menghasilkan protein C3a dan C3b. Protein C3b
akan menempel dengan C3-covertase dan
membentuk kompleks protein C5-convertase
yang menghasilkan protein C5a dan C5b. Protein
C5b kemudian akan bergabung dengan protein
C6, C7, C8, dan C9 membentuk suatu kompleks
protein yang dikenal sebagai Membrane
attacking Complex (MAC) vyang dapat
mengakibatkan lisis pada permukaan patogen
(Leendart, 2017).
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Pneumolysin  akan berikatan dengan
antibody 1gG melalui Fc yang dapat
mengganggu aktivasi dari sistem komplemen
jalur Klasik. Residu tyrosine384 dan aspartate385
pada domain 3 dari pneumolysin diyakini
bertanggung jawab pada interaksi  ini
(Kucinskaite-Kodze et al.,, 2020). Sehingga
penambatan antara ligan ceftriaxone,
clarithromycin, dan quercetin di daerah domain
3 dapat menghambat aktivitas virulensi dari
protein pneumolysin dengan mengganggu proses
oligomerisasi pori dan mencegah proses Fc-
binding dari antibodi IgG pada sistem
komplemen (Lawrence et al., 2015).

Nilai energi ikatan antara protein
pneumolysin ~ dengan  ligan  ceftriaxone,
clarithromycin, dan quercetin ditampilkan pada
data pada tabel 2. Urutan nilai energi ikatan dari
yang paling lemah sampai yang paling kuat
adalah quercetin < clarithromycin < ceftriaxone.
Ikatan energi yang paling kuat ditunjukkan
dengan nilai ikatan energi yang paling negatif
(Singh and Tripathi, 2020). Nilai energi ikatan
didapatkan dari persamaan berikut:

26999 = (99O V99 — (9009 + HHOOO]

Dimana AGping adalah energi ikatan, Gprotein
adalah energi protein, Gligand adalah energi
ligan, dan Gcomplex adalah energi yang
dihasilkan dari interaksi kompleks protein-ligan
selama proses pengikatan (Raharjo, 2019). Nilai
energi ikatan tergantung pada interaksi yang
terjadi selama proses penambatan, semakin
banyak ikatan hidrogen yang terlibat pada proses
penambatan maka menghasilkan ikatan energi
yang lebih negatif. Nilai ikatan energi yang
paling negatif akan menghasilkan kestabilan
kompleks protein-ligan yang baik (Fukunishi et
al., 2018).

Meskipun quercetin memiliki nilai energi
ikatan yang lebih lemah dibandingkan dengan
clarithromycin, data interaksi residu asam amino
menunjukkan kesamaan yang lebih banyak
dengan ceftriaxone dibandingkan dengan
clarithromycin. lkatan antara pneumolysin
dengan quercetin memiliki 3 residu asam amino
yang sama, sedangkan ikatan antara pneumolysin
dengan clarithromycin memiliki 2 residu asam
amino yang sama. Residu Arg359 pada quercetin
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terikat melalui ikatan hidrofobik dengan tipe
ikatan Pi-alkyl, sedangkan pada -ceftriaxone
berupa ikatan hidrogen tipe hidrogen karbon dan
satu ikatan bersifat unfavourable donor-donor.
Dua residu Lys255 pada quercetin terikat melalui
ikatan hidrofobik dengan tipe ikatan Pi-Alkyl,
sedangkan pada ceftriaxone berupa ikatan
hidrofobik tipe Alkyl dan ikatan elektrostatik
tipe Pi-cation. Residu Ala357 pada quercetin
terikat melalui ikatan hidrofobik tipe Pi-Alkyl
dan ikatan hidrogen tipe karbon konvensional,
sedangkan pada ceftriaxone berupa ikatan
hidrofobik tipe Alkyl (Tabel 2, Gambar 4c,
Gambar 6¢).

Ikatan antara pneumolysin-clarithromycin
dengan pneumolysin-ceftriaxone memiliki 2
residu asam amino yang sama, yaitu Arg359 dan
Lys255. Residu Arg359 pada clarithromycin
merupakan ikatan hidrogen dengan tipe hidrogen
konvensional dan satu ikatan  bersifat
unfavourable bump, sedangkan pada ceftriaxone
berupa ikatan hidrogen dengan tipe hidrogen
karbon dan satu ikatan bersifat unfavourable
donor-donor. Residu Lys255 pada
clarithromycin merupakan ikatan yang bersifat
unfavourable bump, sedangkan pada ceftriaxone
merupakan ikatan hidrofobik dan ikatan
elektrostatik dengan tipe Alkyl dan Pi-cation
(Tabel 2, Gambar 4c, Gambar 5c).

Interaksi ligan-reseptor melibatkan ikatan-
ikatan kimia, seperti ikatan kovalen, ikatan
hidrogen, ikatan hidrofobik, elektrostatis, ionik,
Van der Waals dan dipol-dipol (Feher, 2012).
Kestabilan struktur protein dipertahankan oleh
dua jenis ikatan kovalen yang kuat berupa ikatan
peptida dan disulfida serta tiga jenis ikatan non-
kovalen yang lemah, berupa ikatan hidrogen,
ikatan hidrofobik, dan ikatan elektrostatis (Singh
and Tripathi, 2020). Walaupun ikatan non-
kovalen tergolong lemah, namun apabila
terdapat dalam jumlah banyak akan berperan
penting dalam kestabilan struktur protein (Roy et
al., 2015). Ikatan hidrogen melibatkan interaksi
antara atom hidrogen dengan atom elektronegatif
seperti O, Cl, dan F (Singh and Tripathi, 2020).
Ikatan hidrogen sangat dibutuhkan oleh protein
sehingga secara biologis protein dapat aktif. Hal
ini disebabkan oleh interaksi hidrogen cenderung
lebih terarah membentuk ikatan antara donor dan
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acceptor. lkatan yang bersifat unfavourable,
seperti  ikatan unfavourable bump dan
unfavourable donor-donor mampu
mempengaruhi kestabilan aktivitas obat maupun
ligan yang terikat. Terbentuknya ikatan yang
bersifat unfavourable pada kompleks protein-
ligan dapat mengurangi kestabilan kompleks
tersebut karena tipe ikatan ini menunjukkan gaya
tolak yang terjadi antara 2 molekul dan atom
(Dhorajiwala et al., 2019).

Karakteristik sifat fisika dan kimia ligan
juga dapat mempengaruhi kemampuan afinitas
dari komples protein-ligan. Menurut Lipinski’s
rule of five suatu molekul obat yang baik tidak
bolenh memiliki berat lebih dari 500Da, ikatan
hidrogen donor <5, ikatan hidrogen akseptor
<10, dan nilai koefisien partisi log P (XlogP3)
<5. Hal ini akan mempengaruhi Kkestabilan
interaksi dengan reseptor (Goodwin et al., 2017).
Interaksi ikatan hidrogen (H-bonds) adalah jenis
interaksi elektrostatis yang spesifik antara proton
yang melekat pada atom elektronis (N atau O)
dan sepasang elektron tunggal pada atom
elektronis (N, O, atau R). Nilai donor dan
akseptor ikatan hidrogen berhubungan dengan
aktivitas biologis dari suatu obat (Abelian et al.,
2021).

Koefisien partisi (log P) merupakan salah
satu parameter yang sering digunakan untuk
menghitung nilai lipofilisitas dalam pembuatan
desain obat. Nilai lipofilisitas merupakan
representatif dari hubungan kuantitif struktur
obat dengan aktivitasnya (QSAR), semakin besar
nilai lipofilisitas maka semakin baik nilai QSAR
pada kandidat obat (Utomo dkk., 2017).
Koefisien partisi adalah tetapan kesetimbangan
suatu senyawa dalam pelarut polar dan non polar,
yang secara logaritmik berhubungan dengan
energi bebas (Bannan et al., 2016). Penentuan
koefisien partisi secara eksperimenn dilakukan
dengan cara pendistribusian senyawa dalam
jumlah tertentu ke dalam keseimbangan
termodinamik antara dua pelarut yang berbeda
kepolaran, yaitu oktanol dan air. Nilai XlogP di
atas 0 menunjukkan aktivitas lipofilisitas pada
obat, dimana senyawa obat dapat larut baik dalam
pelarut oktanol maupun air. Sedangkan nilai
XlogP di bawah 0 menunjukkan aktivitas
hidrofobisitas, dimana senyawa obat hanya dapat
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larut dalam air (Di and Kerns, 2016). Senyawa
obat yang memiliki aktivitas lipofilisitas dinilai
memiliki affinity binding yang lebih baik
dibandingkan dengan senyawa hidrofobisitas
(Miller et al., 2020).

Ceftriaxone  memiliki  berat molekul
sebesar 554,6 g/mol, nilai H-bond donor sebesar
3, nilai H-bond acceptor sebesar 14, dan nilai
XlogP3 sebesar -1,3 (tabel 1) (Pubchem?, 2020).
Bila dibandingan dengan aturan Lipinski’s
ceftriaxone tidak memenuhi syarat pada bagian
berat molekul, nilai H-bond acceptor, dan nilai
XlogP3, sehingga kemampuan afinitas ikatan
antara ligan dan reseptor tidak terlalu baik. Hal
ini yang menyebabkan terjadinya beberapa
interaksi yang bersifat unfavourable pada
kompleks ceftriaxone dan pneumolysin. Nilai
XlogP  menunjukkan  bahwa  ceftriaxone
memiliki aktivitas hidrofobisitas, sehingga obat
hanya dapat larut pada air (Di and Kerns, 2016).

Clarithromycin memiliki berat molekul
sebesar 748 g/mol, nilai H-bond donor sebesar 4,
nilai H-bond acceptor sebesar 14, dan nilai
XlogP3 sebesar 3,2 (tabel 1) (PubchemP, 2020).
Bila dibandingan dengan aturan Lipinski’s
clarithromycin tidak memenuhi syarat pada
bagian berat molekul, sehingga kemampuan
afinitas ikatan antara ligan dan reseptor tidak
terlalu baik. Hal ini yang menyebabkan
terjadinya beberapa interaksi yang bersifat
unfavourable pada kompleks ceftriaxone dan
pneumolysin. Nilai *logP menunjukkan bahwa
clarithromycin memiliki aktivitas lipofilisitas,
sehingga obat dapat larut pada pelarut oktanol
dan air dan memiliki QSAR yang baik (Di and
Kerns, 2016).

Quercetin memiliki berat molekul sebesar
302,23 g/mol, nilai H-bond donor sebesar 5, nilai
H-bond acceptor sebesar 7, dan nilai XlogP3

sebesar 1,5 (tabel 1) (Pubchem®, 2020). Bila
dibandingkan dengan aturan Lipinski’s maka
quercetin telah memenuhi semua persyaratan,

sehingga ligan ini dinilai memiliki kemampuan
afinitas ikatan yang sangat baik. Hal ini
menyebabkan ikatan kompleks ligan-reseptor
antara quercetin dan pneumolysin kuat dan stabil,
yang ditandai dengan tidak adanya interaksi
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memiliki aktivitas lipofilisitas, sehingga obat
dapat larut pada pelarut oktanol dan air dan
memiliki QSAR yang baik (Di and Kerns, 2016).

Hasil uji in silico antara ketiga ligan dengan
reseptor menunjukkan bahwa senyawa quercetin
memiliki potensi sebagai desain obat yang dapat
dikembangkan untuk terapi antibakteri  dari
bakteri Streptococcus pneumonia di masa depan.
Meskipun memiliki nilai energi binding yang
paling rendah diantara interaksi kedua ligan
lainnya, interaksi antara quercetin dan
pneumolysin memiliki ikatan yang lebih kuat dan
stabil. Namun dalam pembuatan desain obat perlu
dilakukan uji lainnya untuk mengkonfirmasi hasil
yang telah didapatkan. Data analisis hasil in silico
harus dilengkapi dengan penentuan nilai 1C50
dan evaluasi aktivitas biologis secara in vitro dan
in vivo. Nilai ICsg dibutuhkan untuk mengetahui
konsentrasi maksimal dari ligan yang dibutuhkan
dalam menghambat aktivitas pneumolysin
sebesar 50%.

Konsentrasi penghambatan maksimal atau
ICso (inhibitory concentration) adalah ukuran
efektivitas suatu  konsentrasi obat yang
dibutuhkan dalam menghambat fungsi biologis
tertentu sebesar 50%. Nilai ini umumnya
digunakan sebagai ukuran potensi obat antagonis
dalam penelitian farmakologi. (Swinney, 2011).
Nilai 1C50 memiliki hubungan dengan nilai
energi ikatan melalui nilai konstanta inhibisi (Ki)
dengan persamaan berikut:

AYHIOO = -0 19

Dimana nilai Ki dapat dihitung dengan
persamaan ICsg berikut:
« Competitive inhibitor

i = 50 — %/[KQ—OH]

< Uncompetitive inhibitor

fi = [4950 — 15/[ %H]

< Non-competitive inhibitor

resdu asam amino yang bersifat unfavourable.
Nilai XlogP menunjukkan bahwa clarithromycin
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fi =1§950 apabila @ = K¢ atau @ < K@
dimana R adalah 8,314 J/mol, T adalah suhu
dalam Kelvin, E adalah enzim, S adalah substrat,
dan Km adalah konstanta Michaelis. Semakin
negatif nilai ikatan energinya (A4 @),

maka
akan semakin baik nilai ICso (Raharjo, 2019).
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Hasil 1Cso yang didapatkan kemudian
dapat dikonfirmasi dengan penelitian lanjutan
secara in vivo dan in vitro. Penelitian lanjutan
juga dapat dilakukan dengan mengkombinasikan
kompleks ligan ceftriaxone-clarithromycin,
ceftriaxone-quercetin,  dan  clarithromycin-
quercetin untuk melihat apakah interaksi yang
dihasilkan dari kombinasi desain obat lebih baik
dibandingkan dengan interaksi dari masing-
masing antibiotik yang telah diujikan saat ini
dalam menghambat aktivitas protein
pneumolysin. Pada penelitian ini interaksi antara
protein pneumolysin dan ceftriaxone
menghasilkan 4 ikatan hidrogen, 5 ikatan
hidrofobik, 1 ikatan elektrostatik, dan 2 ikatan
residu bersifat unfavourable dengan nilai energi
ikatan sebesar -329,98kJ/mol. Interaksi antara
protein  pneumolysin  dan  clarithromycin
menghasilkan 3 ikatan hidrogen, 1 ikatan
elektrostatik, dan 3 ikatan residu bersifat
unfavourable dengan nilai energi ikatan sebesar
-311,12kJ/mol.  Interaksi  antara  protein
pneumolysin dan quercetin menghasilkan 2
ikatan hidrogen, 4 ikatan hidrofobik, dan 2 ikatan
elektrostatik dengan nilai energi ikatan sebesar -
246,52kJ/mol. Dengan demikian Ceftriaxone,
Clarithromycin, and  Quercetin  memiliki
kemampuan sebagai penghambat Pneumolysin
enzyme pada Streptococcus pneumonia.

KESIMPULAN

Kesimpulan  penelitian  ini  adalah
Ceftriaxone, Clarithromycin, and Quercetin
memiliki kemampuan sebagai penghambat
Pneumolysin  enzyme pada Streptococcus
pneumonia.
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