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RINGKASAN

METABOLITE PROFILING DAN UJI IN SILICO AFINITAS
SENYAWA GOLONGAN FITOESTROGEN DALAM FRAKSI N-
BUTANOL DARI EKSTRAK ETANOL 96% DAUN SEMANGGI
(Marsilea crenata C. Presl) TERHADAP RESEPTOR ESTROGEN

BETA

Happy Nabilah El Shofi

Marsilea crenata C. Presl merupakan salah satu tanaman yang
mengandung senyawa golongan fitoestrogen (Mitchel et al., 2013). Secara
empiris, tanaman 1ni telah digunakan sebagai peluruh air seni
danantiosteoporosis (Laswati, 2011). Pada penelitian sebelumnya,
diketahui bahwa pada beberapa varian pelarut ekstrak dan fraksi daun M.
crenata C. Presl teridentifikasi golongan senyawa flavonoid, isoflavonoid,
kalkon dan terpenoid yang termasuk dalam golongan senyawa fitoestrogen
(Rukiana, 2018 dan Sirotkin, 2014). Senyawa golongan fitoestrogen dalam
M. crenata C. Presl diharapkan mampu menjadi salah satu pilihan alternatif
terapi untuk pasien dengan defisiensi estrogen yang minimal efek samping
(Aditama et al., 2016). Defisiensi estrogen merupakan suatu keadaan
dimana terjadi deaktivasi estradiol menjadi estron dan estriol serta sulfasi
estradiol sehingga menurunkan afinitasnya terhadap reseptor estrogen
sehingga menyebabkan terjadinya osteoporosis maupun neurodegeneratif
(Cui et al., 2013; Katzung et al.,, 2012; Villa et al., 2016). Terapi
farmakologi yang telah diberikan untuk mengatasi defisiensi estrogen salah
satunya adalah pemberian Hormone Replacement Therapy (HRT) yang
diketahui pemberiannya dalam jangka panjang dapat menyebabkan
terjadinya kanker payudara maupun kanker uterus (Katzung et al., 2012
dan Aditama et al., 2016).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Hasanah (2019),
diketahui bahwa dalam draksi n-butanol daun M. crenata C. Presl
mengandung golongan senyawa isoflavonoid melalui skrining fitokimia.
Uji aktivitas secara in vitro juga dilakukan terhadap fraksi n-butanol daun
M. crenata C. Presl dan menunjukkan adanya aktivitas estrogenik yaitu
sebagai antineuroinflamasi sehingga diduga dalam fraksi terdapat senyawa
fitoestrogen. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan metabolite
profiling untuk mengidentifikasi metabolit dalam fraksi n-butanol dari
ekstrak etanol 96% daun M. crenata C. Presl. Metabolit-metabolit
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teridentifikasi selanjutnya diuji secara in silico untuk mengetahui
bagaimana afinitasnya terhadap reseptor estrogen beta (ER[P) sehingga
dapat diprediksi bagaimana potensi metabolit dalam fraksi n-butanol dari
ekstrak etanol 96% daun M. crenata C. Presl untuk mengatasi defisiensi
estrogen sehingga dapat disebut sebagai senyawa golongan fitoestrogen.
Penelitian ini kemudian dilakukan dengan rancangan penelitian yaitu
observasiona deskriptif.

Pada penelitian ini, metabolite profiling dilakukan dengan metode
UPLC-QToF-MS/MS dengan sampel fraksi n-butanol dari ekstrak etanol
96% daun M. crenata C. Presl. Sebelum proses eluasi sampel pada
instrumen, terlebih dahulu dilakukan preparasi sampel dengan metode solid
phase extraction (SPE).Pada proses ini, sampel fraksi n-butanol dari
ekstrak etanol 96% daun M. crenata C. Presldifraksinasi kembali
menggunakan pelarut diklorometana dan metanol. Oleh karena itu,
selanjutnya disebut sampel fraksi diklorometana dan sampel fraksi
metanol.Preparasi ini dilakukan dengan metode SPE (solid phase
extraction) dengan tujuan untuk memfraksinasi kembali sampel agar analit
(metabolit) dapat terpilah kembali berdasarkan kepolarannya dan
meningkatkan konsentrasi analit (metabolit) dalam volume sampel fraksi
elusi yang lebih kecil serta meningkatkan efisiensi pada proses eluasi
(Lucci dan Nunez,2014).

Eluasi sampel pada UPLC-QToF-MS/MS dilakukan dengan kolom
reversed-phasesebagai fase diam. Sedangkan fase geraknya digunakan
eluen A (99,9% asetonotril + 0,1% asam formiat) dan eluen B (99,9% air +
0,1% asam formiat) secara gradien. lonisasi metabolit pada spektrometri
massayang terpisahkan setelah proses eluasi ialah
menggunakanelectrospray ionization (ESI) sebagai sumber ion.

Kromatogram dan spektra massa yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan aplikasi MassLynx 4.1. Masing-masing puncak pada
kromatogram menunjukkan adanya senyawa yang teridentifikasi. Oleh
karena itu, perlu dilakukan seleksi puncak metabolit terhadap blanko.
Pemilihan kandidat metabolit dilakukan dengan menseleksi calculated
mass dengan perbedaan m/z £0,0005 mDa terhadap measured mass beserta
rumus molekulnya. Prediksi metabolit dilanjutkan berdasarkan database
Metfrag dengan cara memasukkan rumus molekul serta calculated mass
yang sebelumnya telah dikurangi dengan massa 1 atom Hidrogen karena
adanya protonasi metabolit dalam spektroskopi massa. Pemilihan metabolit
selanjutnya didasarkan pada kemiripan antara fragmentasi metabolit pada
spektra massa dan fragmentasi oleh Metfrag yang terjadi secara in silico
yang ditunjukkan oleh nilai skor. Metabolit teridentifikasi selanjutnya
dicocokkan kembali pada database Pubchem dan Chemspider untuk
melihat referensi publikasi senyawa. Struktur metabolit kemudian
digambar menggunakan aplikasi Chemdraw Ultra 12.0.
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Uji afinitas metabolit teridentifikasi dilanjutkan secara in silico yang
diawali dengan seleksi metabolit berdasarkan sifat farmakokinetiknya.
Prediksi sifat farmakokinetik masing-masing metabolit dilakukan
menggunakan aplikasi online SwissADME dengan parameter seleksi
berupa nilai TPSA serta kemampuannya dalam menembus sawar otak
(Blood Brain Barrier permeant) maupun kemampuannya terabsorbsi dalam
saluran cerna (Human Intestinal Absorbtion). Metabolit terpilih selanjutnya
dibuat dalam bentuk 3 dimensi yang paling stabil. Bentuk 3 dimensi
masing-masing metabolit tersebut kemudian ditambatkan terhadap protein
1ERE menggunakan aplikasi PyRx dengan metode Autodock Vina.
Berdasarkan hasil penambatan, diketahui nilai binding affinity dan jenis
ikatan yang terjadi antara gugus fungsional metabolit dengan asam amino
histidin, glutamin serta arginin yang dapat menunjukkan adanya prediksi
aktivitas agonis metabolit terhadap estrogen. Digunakan Biovia Discovery
Studio Visualizer 2016 untuk memvisualkan ikatan yang terjadi antara
metabolit dengan protein 1ERE setelah proses penambatan.

Berdasarkan metabolite profiling yang telah dilakukan, teridentifikasi
11 metabolit dari sampel fraksi diklorometana dengan senyawa mayor 5-
[6-(2H-tetrazol-5-yl)-2-naphthyl]-2H-tetrazole. Sedangkan pada sampel
fraksi metanol teridentifikasi 26 metabolit dengan senyawa mayor [[4-
[cyano(phenyl)methylidene]cyclohexa-2,5-dien-1-ylidene]Jamino] acetate.
Senyawa 1-(2-Furoyl)-4-(2-methoxyphenyl)piperazine merupakan
metabolit yang teridentifikasi pada kedua sampel dengan retention time
sekitar 4,30 menit. Adapun uji afinitas yang telah dilakukan secara in silico
menunjukkan adanya 15 metabolit yang terprediksi memiliki respon
biologis agonis terhadap 17f-estradiol dengan senyawa Ethyl 5-phenyl-1H-
pyrazole-3-carboxylate merupakan senyawa dengan prediksi ikatan paling
kuat yang memiliki nilai binding affinity sebesar -6,3.

Metabolit yang teridentifikasi secara prediktif melalui metabolite
profiling pada penelitian ini, selanjutnya diharapkan dapat dilakukan
eluasidasi struktur lebih lanjut untuk memastikan keberadaan metabolit
dalam fraksi n-butanol dari ekstrak etanol 96% daun M. crenata C. Presl
Sedangkan afinitas metabolit yang diketahui secara in silico selanjutnya
diharapkan dapat dijadikan sebagai acuan uji aktivitas pada penelitian
selanjutnya.
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