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ABSTRAK

Wabah COVID-19 terbukti menjadi bencana melanda seluruh dunia dan belum ada pengobatan
antivirus khusus yang direkomendasikan untuk COVID-19. Upaya pengembangan inhibitor baru,
spektrum luas, dengan toksisitas rendah sangat dibutuhkan. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis afinitas docking quercetin pada 3CLpro, PLpro dan NSP3. Penelitian in silico
dengan pemodelan quercetin sebagai senyawa atau kandidat obat antivirus Covid-19 (SARS-
CoV-2) yang dievaluasi afinitas docking pada 3CLpro, PLpro dan NSP3 secara kimia
komputasi menggunakan software PLANTS dan YASARA. Hasil: Afinitas docking dalam
penelitian kami terhadap protein target 3CLpro, PLpro dan NSP3 masing-masing RMSD:
70,3590; -79,1524, dan -87,3134 kurang dari 2 A yang menunjukkan memiliki potensi sebagai
kandidat obat. Quercetin berpotensi dapat dikembangkan sebagai kandidat inhibitor SAR-CoV-2,
dan senyawa ini dapat diperoleh dari berbagai etnofarmakologi yang banyak tumbuh dan telah
digunakan secara empiris turun temurunan oleh masyarakat Indonesia.

Kata kunci: quercetin; PLpro; 3CLpro; NSP3; SAR-Cov-2

ABSTRACT

The COVID-19 outbreak is proving to be a worldwide disaster and there is no specific antiviral
treatment recommended for COVID-19. Efforts to develop new, broad-spectrum, low-toxicity
inhibitors are urgently needed. This study aimed to analyze the binding affinity of quercetin on
3CLpro, PLpro and NSP3 proteins. In silico research by modeling Quercetin as a candidate
compound or drug for the Covid-19 antiviral (SARS-CoV-2) evaluated for its binding affinity to
3CLpro, PLpro and NSP3 proteins in computational chemistry using PLANTS and YASARA
software. Results: The tethering affinity in our study for the target proteins 3CLpro, PLpro and
NSP3, RMSD: -70.3590; -79.1524; and -87.3134 respectively were less than 2 A which
indicated they had potential as drug candidates. Quercetin has the potential to be developed as a
candidate for SAR-CoV-2 inhibitor, and this compound can be obtained from a variety of
ethnopharmacology that is widely grown and has been used empirically for generations by the
Indonesian people.

Keywords: quercetin, PLpro; 3CLpro; NSP3; SAR-Cov-2.

PENDAHULUAN terutama di negara-negara China, Italia, Iran
Wabah coronavirus disease 2019 dan Amerika Serikat dalam semua aspek,
(COVID-19) terbukti menjadi bencana terutama kesehatan, sosial dan ekonomi
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(WHO, 2020). Tidak ada pengobatan
antivirus khusus yang direkomendasikan
untuk COVID-19, dan saat ini belum
tersedia vaksin (Wang, et al, 2020).
Pengobatan bersifat simtomatik, dan suportif
dengan oksigen untuk pasien dengan infeksi
berat.(Wang et al, 2020) Interferon (IFN)
rekombinan  dengan ribavirin  hanya
memiliki efek terbatas terhadap infeksi
CoVs.(Cinatl et al,2003). Pencegahan
merupakan cara terbaik untuk mengurangi
dampak COVID-19 (CDCP, 2020)

Untuk pengembangan obat Severe
Acute Respiratory Syndrome (SARS) -CoV-
2 antara lain dengan menemukan molekul
potensial dari obat melalui analisa
bioinformatika protein yang dikodekan oleh
gen virus Corona. Pemodelan homologi
untuk membangun semua kemungkinan
struktur protein virus, seperti Papain Like
protease (PLpro), main protease (Mpro, 3-
Chymotrypsin-Like protease atau 3CLpro,),
Non Structural Protein (NSPs), RNA-
dependent RNA-polymerase, helicase, spike,
dan lain-lain (Wu et al, 2020).

Skrining  virtual berbasis  struktur
(Structural Based Virtual Screening, SBVS)
menjadi teknik penting untuk penemuan
obat modern (Santiago et al, 2012 ; Scior et
al, 2012). Docking molekular banyak
digunakan dalam structure-based virtual
screening (SBVS), yang mengeksploitasi
informasi struktural dari situs pengikatan
target molekuler untuk menilai basis data
protein dan memprediksi pengikatan
senyawa.

Penelitian ini bertujuan menganalisa
dan membandingkan kekuatan pengikatan
Quercetin terhadap protein PLpro, 3CLpro
dan NSP3, yang diharapkan quercetin dapat
dikembangkan sebagai kandidat inhibitor
SAR-CoV-2.

METODE PENELITIAN

Penelitian in silico dengan pemodelan
quercetin sebagai model kandidat antivirus
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Covid-19 (SARS-CoV-2) dievaluasi secara
kimia komputasi menggunakan metode
molecular docking. Docking score pada
protein  3CLpro, PLpro dan NSP3
menggunakan software PLANTS dan
YASARA,

1. Alat dan bahan

Alat: Laptop 32 bit, internet, software
Co-Pendrivelinux-KDE
(http://www.pendrivelinux.com/run-
pendrivelinux-2009-in-windows/), PLANTS
(http://www.tcd.uni-
konstanz.de/research/plants.php), YASARA
(http://www.yasara.org/viewdl.html) dan
aplikasi ChemAxon
(http://www.chemaxon.com/marvin/downlo
ad-user.html)

Bahan : Struktur protein PLpro (kode
PDB atau PDB ID : 3E9S), Quercetin dan
ligan asli Junctional Face Membrane (JFM),
Tripartite  Tricarboxylate  Transporters
(TTT), dan Adenosine-5-Diphosphoribose
(APR) dan yang sudah teruji sebagai
inhibitor 3CLpro, PLpro, dan NSP3.

2. Metode Penelitian
a. Preparasi Validasi
Preparasi protein dan ref ligand

dilakukan dengan cara mengunduh kode
PDB (Protein Data Bank) melalui
http://www.rsch.org/pdb.  Selanjutnya,
kode PDB dibuka dengan menggunakan
aplikasi YASARA, ligan asli dihapus
dan menyisakan protein target. Hasil
ini disimpan sebagai protein.mol2.
Tahap terakhir preparasi protein dan
ref_ligand dengan dibuat file mol2 yang
hanya berisi ligan asli.

b. Proses Validasi

Struktur senyawa ligan asli dibuka di

jendela MarvinSketch. File
ligan_2D.mrv  dibuka di jendela
MarvinSketch baru. Hasilnya disimpan
sebagai ligan.mol2 di folder
C:/docking_plants (File > Save as...).
Dilakukan tambat-ulang (redocking),
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melalui Pendrivelinux. Proses docking
menggunakan PLANTS dijalankan dan
ditunggu hingga selesai dan disimpan
sebagai YASARA scene di folder
C:/PLANTS dengan nama align.sce.
Selanjutnya nilai RMSD hasil docking
dihitung.
c. Docking molekul Uji
Quercetin dipersiapkan menggunakan
MarvinSketch dengan prosedur seperti
pada tahap preparasi ligan saat
melakukan validasi, kemudian quercetin
ditambatkan pada PLpro, 3CLpro dan
NSP3.
d. Analisa Interaksi Molekular
Visualisasi hasil docking masing-
masing kode PDB  menggunakan
software YASARA vyang dibantu oleh
LigPlot+ dan PyMol untuk melihat
interaksi 3D yang terjadi antara ligan asli
dan quercetin pada PLpro dan asam
amino yang berikatan (Purnomo, 2013).
e. Evaluasi Afinitas Ikatan
Afinitas ikatan ligan asli dan quercetin
dinyatakan sebagai docking scores, yaitu.
antara ligan asli dan quercetin pada
PLpro, 3CLpro dan NSP3.
f. Analisa Data
Data docking score antara ligan asli
dan quercetin yang berikatan dengan
3CLpro, PLpro dan NSP3 diuji Annova
satu jalan dilanjutkan uji beda Post Hoc,
dan Uji T

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

Coronavirus termasuk dalam keluarga
besar genom single-stranded RNA (ssRNA,
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RNA untai tunggal) yang termasuk dalam
keluarga Coronaviridae dan dibagi menjadi
empat genera: alpha, beta, gamma, dan delta
coronavirus (Yang & Leibowitz, 2015). Di
antara coronavirus, beberapa memicu
beberapa penyakit pernapasan, seperti
SARS-CoV  (Drosten et al, 2003),
coronavirus sindrom pernafasan Timur
Tengah (MERS-CoV) (Zaki et al., 2012),
dan pandemi COVID-19 (Rabiet al,
2020 ). SARS-CoV-2 adalah beta
coronavirus (Rabi et al, 2020) dengan
gejala yang biasanya menyerupai infeksi
virus pernapasan lainnya seperti influenza
dan rhinovirus (Hsih et al, 2020 ).

Setelah virion masuk ke sel inang,
terjemahan kerangka baca terbuka 5'-
terminal (Open Read Frame, ORFla dan
ORFlab) dimulai untuk menghasilkan dua
poliprotein besar, ppla dan pplab, yang
kemudian diproses oleh Plpro, dan 3CLpro
(Mielech et al, 2015). Pemrosesan ini
sangat penting untuk pelepasan 16 protein
non-struktural (NSPs1-16).

Strategi in silico (misalnya, skrining
virtual dan desain obat berbasis struktur)
sangat efektif mengidentifikasi perancah
aktif baru untuk target yang divalidasi. Oleh
karena itu, pemilihan agen target tunggal
atau multitarget obat merupakan titik awal
kunci untuk penemuan obat.

Pada SARS-CoV-2, 3CLpro, PLpro
dan NSp3 menampilkan berbagai
konformasi untuk tulang punggung dan
rantai samping dari loop fleksibel dengan
nilai RMSD (Root Mean Deviation Square)
masing-masing 1.9986 ; 0.4801 dan 0.3322,
semua nilai RMSD <2 A (Amstrong).

Tabel 1. Nilai RMSD ligan asli dan quercetin terhadap 3CLpro, PLpro dan NSP3
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JFM : Junctional Face Membrane

No. Kode Ligan Asli (A) Trip?all-:';i-[e-
" PDB JFM (3CLpro) ___ TTT (PLpro) APR (NSP3)

1 5R7Y 1.9986

2 3E9S 0.4801

3 6WOJ 0.3322

Tricarboxylate Transporters
APR : Adenosine-5-Diphosphoribose

Tabel 2. Docking score ligan asli dan quercetin terhadap 3CLpro, PLpro dan NSP3

No Kode Ligan Asli (mean+SD) Quercetin
' PDB JFM (3CLpro) TTT (PLpro) APR (NSP3)
1 5R7Y -62,25+ 0,676 -70,359 + 0,328
2 3E9S -110,335 -79,152 + 0,497
0,2605
3 6WOJ -110,335+0,260 -79,152 + 0,497

5R7Y : Struktur Kristal dari protease utama COVID-19 dalam kompleks dengan Z45617795
3E9S : Kelas baru penghambat protease/deubiquitinase seperti papain memblokir replikasi

virus SARS
6 WOJ : Struktur makrodomain SARS-CoV-2 (NSP3) dalam kompleks dengan ADP-ribosa
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Gambar 2. Visualisasi interaksi quercetin dan ligan asli pada PLpro.
(@) Visualisasi 2D PDB 3ES9S; (b) Visualisasi 3D PDB 3E9S
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(a) Visualisasi 2D PDB 6WQJ; (b) Visuansasi 3D PDB 6WOJ

Tabel 3. Residu asam amino pada 3CLpro, PLpro, dan NSP3 dengan ligan asli dan quercetin

Residu Asam Amino pada Residu Asam Amino pada Residu Asam Amino pada

No. 3CLpro PLpro NSP3

1 VAL 148 TYR 155 LEU 153

2 GLY 149 CYS 149 PHE 116

3 VAL 114 LEU 133 LEU 127

4 SER 113 PHE 128 TYR 152

5 ILE 136 LEU 174 ALA 154

6 CYs 128 SER 116 LEU 126

7 ARG 131 LEU 151 TYR 113

8 GLN 127 MET 170 VAL 196

9 THR 111 VAL 166 VAL 195

10 ALA 129 PHE 148 ALA 39

11 PRO 108 ILE 152 LEU 93

12 GLN 110 THR 169 ALA 38

13 GLN 107 LEU 121 HIS 94

14 GLY 109 TYR 113 VAL 36

15 CYS 160 ILE 23

16 ILE 106 LEU 123

17 TYR 161 VAL 151

Tabel 4 Docking score antara quercetin dengan ligan asli, 3CLpro, PLpro, dan NSP3.

No Quercetin_5R  ligan_3E Quercetin_3E ligan_6W  Quercetin_6W
: 7Y 9S 9S 0J 0J

1  Ligan_5R7Y <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
2 Quercetin_5R <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*

Y
3  Ligan_3E9S <0,001* <0,001* <0,001*
4 Quercetin_3E <0,001* <0,001*
9S
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No Quercetin_5R  ligan_3E Quercetin_3E ligan_6W  Quercetin_6W

Y 9S

9S 0J 0J

5 Ligan_6WOJ

<0,001*

*Significant dfference : 0,05

Uji Anava satu jalan, Fhitung: 2732,309
> Fravel,: 2,92., hal ini menunjukkan ada
perbedaan bermakna docking score antara

quercetin, ligan asli, 3CLpro, PLpro, dan
NSP3 (p <0,001).

Tabel 5. Docking score antara quersetin, dan ligan asli pada 3CLpro, PLpro dan NSP3

N Kode PDB i Docking score Hasil
0. ode 'gan Mean SD thitung ttabel
1 5R7Y Native JFM -62,25 0,68 34,13 2,88
RMSD: Kuersetin -70,359 0,33
1,9986 A
2 3E9S Native TTT  -110,33 0,26 -175,73 2,88
RMSD: Kuersetin -79,154 0,50
0,4801 A
3 6WOJ Native APR -136,178 3,72  -40,83 2,88
RMSD: Kuersetin -87,3134 0,70
0,5758 A

*Significant difference : 0,05

Pembahasan

Pada Tabel 1 menunjukkan representasi
nilai RMSD terutama untuk menganalisis
stabilitas  protein  dan  memprediksi
perubahan konformasi protein. Nilai RMSD
tergantung pada interaksi pengikatan dan
energi antara protein dan ligan. Juga protein
yang dioptimalkan memiliki nilai RMSD
terendah. Dalam hal RMSD rendah
berhubungan dengan pose pengikatan
(idealnya kurang dari 1,5 A, atau bahkan
lebih baik, kurang dari 1 A). Ini mewakili
reproduksi yang baik dari pose yang benar.

Tabel 2. menunjukkan docking score
PLpro (-110,335 = 0,2605), dan NSP3 (-
10,335+0,260) lebih kecil dibandingan
dengan quercetin (-9,152 + 0,497). Semakin
kecil docking score semakin tinggi potensi
sebagai  inhibitor  terhadap  reseptor
(Purnomo, 2013)

Docking  score digunakan  untuk
memperkirakan afinitas ikatan antara ~ dua
molekul setelah ditambatkan, yaitu antara

Submitted: 22 Juli 2022

Revised : 30 Agustus 2022

molekul quercetin dengan molekul target
biologis obat seperti reseptor 3CLpro, PLpro
dan NSPs. (Jain, 2006). Fungsi penilaian
juga telah dikembangkan untuk
memprediksi  kekuatan interaksi antar
molekul antara dua protein (Lesink et al,
2007) atau antara protein dan
DNA (Robertson & Varani, 2007).

Gambar 1 menunjukkan quercetin dan
ligan asli JFM berada di pocket yang sama.
Hal ini membuktikan quercetin memiliki
potensi sebagai inhibitor 3CLpro yang dapat
menghambat replikasi virus Corona. Studi
docking molekular Park et al, (2017).
menunjukkan kaemferol dan quercetin dapat
berperan sebagai inhibitor Plpro.

Protein 3CLpro atau Mpro (Zhang, et
al, 2020), juga sebagai NSP5 (Wu et al,
2020) berperan membantu proses perubahan
polipeptida replikase menjadi  protein
fungsional dalam perbanyakan virus,
sehingga menjadikannya sebagai target
antivirus (Septiana, 2020). 3CLpro memiliki

Accepted : 30 Agustus 2022 102


https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Dissociation_constant?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#Protein-ligand_binding
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Dissociation_constant?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#Protein-ligand_binding
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Scoring_functions_for_docking?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#cite_note-pmid17073693-1
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Scoring_functions_for_docking?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#cite_note-pmid17918726-2
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Scoring_functions_for_docking?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#cite_note-pmid17918726-2
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Scoring_functions_for_docking?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=id&_x_tr_hl=id&_x_tr_pto=ajax,tc,sc,elem,se#cite_note-pmid17078093-3

LS

@

lebih dari 11 situs pembelahan, dengan
menghambat aktivitas protein ini akan
menyebabkan terhambatnya replikasi virus,
(Zhang et al, 2020) dan transkripsi protein
non struktural virus, sehingga
mengakibatkan kematian virus (Jin, et al,
2020).

Pengembangan antivirus spektrum luas
berdasarkan penghambatan 3CLpro
melibatkan penghambat aktivitas protease
(Liang, 2006) dan menargetkan dimerisasi
reguler 3CLpro (Hu et al, 2009). Senyawa
biasanya dirancang untuk menargetkan
antarmuka dimer di sekitar situs aktif (St.
John et al, 2015), termasuk penghambatan
situs pengikatan di situs aktif (situs S1), dan
dimerisasi normal 3CLpro.

Enzim 3CL pro sangat penting untuk
pematangan poliprotein SARS-CoV-2,
sehingga dianggap sebagai target obat utama
untuk pengobatam penyakit ini. Studi ini
memberikan  kandidat untuk  optimasi
inhibitor 3CLpro kuat yang menunjukkan
efek antivirus terhadap SARS-CoV-2.

Gambar 2 menunjukkan quercetin
berada di pocket yang sama dengan ligan
asli TTT. PLpro berperan penting untuk
pelepasan NSP-3 dari poliprotein virus yang
sangat diperlukan untuk replikasi, dan telah
diamati secara negatif mengatur respon
imun bawaan inang terhadap infeksi virus
dengan  efek  deubiquitinating  dan
delSGylating (Clemente et al, 2020),
sehingga diakui sebagai target penting
menekan replikasi virus SARS-CoV-2
(Freitas et al, 2020 ).

PLPro tidak hanya bertanggung jawab
untuk memproses poliprotein virus, dan
terlibat dalam respon imun terhadap virus
sehingga berfungsi sebagai faktor virulensi
bagi  virus  (Septiana, 2020), serta
bertanggung jawab dalam proses translasi
dan perbanyakan materi genetik
(Zhavoronkov et al, 2020).

Penelitian in vitro telah menemukan
antivirus sintetis seperti Ribavirin sebagai
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PLpro inhibitor dengan metode pengujian
virtual screening dan molecular docking,
namun efek samping yang berbahaya bagi
kesehatan (Wu et al, 2020). Penelitian
senyawa Hesperetin, dalam kulit jeruk
(Citrus aurantium) mempunyai aktivitas
penghambatan PLpro dari SARS-CoV (Park
et al, 2017).

Quercetin berpotensi sebagai inhibitor
RdRp melalui uji docking molekular (Felipe
et al, 2020). Hal ini sejalan dengan
penelitian Lung et al, (2020) obat tradisional
Tiongkok mampu melawan aktivitas RNA
dependent RNA polymerase (RdRp) SARS-
CoV-2.

Quercetin dan kaemferol dalam daun
jambu biji dapat berperan sebagai inhibitor
PLpro (Park et al, 2017). Penemuan
inhibitor efisien aktivitas protease atau
penghambat aktivitas deubiquitinating yang
merupakan salah satu pengembangan obat
antivirus. (Park et al, 20012; Kemp, 2016)
Studi Park et al. (2012), tanshinones
(produk alami) mengikat lambat protease
sistein  SARS-CoV (3CLpro dan PLpro)
namun lebih kuat daripada sistein virus yang
diturunkan dari peptida dan molekul kecil
inhibitor protease

Plpro merupakan target senyawa
antivirus yang efektif (Septiana, 2020),
karena fungsinya sebagai faktor virulensi
bagi virus (Park et al, 2017). Penelitian ini
membuktikan bahwa quercetin - memiliki
potensi sebagai inhibitor PLpro yang dapat
menghambat replikasi virus Corona.

Gambar 3 menunjukkan visualisasi
quercetin terhadap inhibitor NSP3 berada di
pocket yang sama. Pembentukan kompleks
replika penting untuk replikasi genom virus
bergantung pada NSPs (Fehr & Perlman,
2015).

Protein fungsional Coronavirus atau
NSPs terlibat dalam transkripsi RNA,
translasi, sintesis protein, pemrosesan dan
modifikasi, replikasi virus, dan infeksi
inang. NSP3 merupakan komponen penting
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replikasi / transkripsi virus Covid-19 (Lei et
al, 2018).

NSP3 berperan dalam proses replikasi
virus SARS-CoV-2 (Wu et al, 2020).
Domain makro virus di NSP3 merupakan
modul protein tersebar luas dengan berbagai
fungsi, seperti mengikat ADP-ribosa
(Makrynitsa et al, 2019) dan
menghilangkannya dari protein (Cho et al,
2016). Quercetin berpotensi menghambat
replikasi virus corona dengan aktivitas
sebagai inhibitor NSP3.

Tabel 3 menunjukkan residu asam
amino 3CLpro, PLpro dan NSP3. Residu
asam amino merupakan rantai karbon yang
mengandung gugus amino (NHs"), gugus
karboksil (COOH), dan rantai samping
karbon. Asam amino dihubungkan oleh
gugus karboksil pada satu asam amino
mengikat gugus amino pada asam amino
lain dalam ikatan peptida. residu asam
amino berperan penting memegang struktur
spasial tertentu, atau untuk aktivitas
spesifiknya.

Tabel 5 membuktikan ada perbedaan
yang bermakna quercetin dengan 3CLpro,
Plpro dan NSP3 (pval< 0,001). Uji beda (uji
t) antara quercetin, liga asli yang
ditambatkan  dengan  ketiga  protein
menunjukkan ada perbedaan bermakna
docking score masing-masing PDB (5R7Y,
3E9S dan 6WOJ) dengan ligan asli (JFM,
TTT dan APR) dan quercetin, yaitu thitung:
34,13; -175,73 dan -40,83 >ttaber :2,88 (Cl:
95%).

SIMPULAN

Quercetine dari  berbagai macam
tumbuhan  berpotensi  sebagai inhibitor
protein 3CLpro, PLpro, dan NSP3 SARS-
CoV-2

Saat ini, terapi yang telah disetujui
belum tersedia untuk pengobatan infeksi
virus corona, oleh karena itu, pengembangan
inhibitor baru, spektrum luas, toksisitas
rendah sangat dibutuhkan. Quercetin perlu
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dilakukan  uji  lebih  lanjut  untuk
mengembangkan dengan uji in vitro dan in
Vivo
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