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Abstract

Neurodegenerative disease is caused by a lack of

estrogen,  which  is  often  caused by
neuroinflammation.  Marsilea  crenata  Presl.
(Semanggi) phytoestrogen chemicals can  give

estrogenic activity via a mechanism that is dependent
on the estrogen receptor (ER). The aims of this study
is to predict the antineuroinflammatory activity of the
ethyl acetate fraction of Marsilea crenata Presl. leaves
with ER (PDB ID: 1A52). The
physicochemical features of compounds derived from
metabolite profiling in the ethyl acetate fraction of

receptors

Marsilea crenata Presl. leaves were investigated
using the online web program SwissADME.
Avogadro 1.0.1 was used for geometric optimization
of the molecule, and Autodock vina was used for
molecular docking of the drug to the 1A52 receptor
(PyRx 0.8). The Biovia Discover Studio 2021 was
used for interaction visualization, while the ProTox 11
online web application was used for chemical toxicity
analysis. The chemical profiling of the ethyl acetate
fraction of Marsilea crenata Presl. leaves yielded six
compounds that were ER receptor agonists (PDB ID:
1A52). The ethyl acetate fraction of Marsilea crenata
Presl.

antineuroinflammatory

leaves is  projected to  be an

therapy for Parkinson’s
disease.
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neuroinflammation, Parkinson’s disease, ERa, 1A52.
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Abstrak

Neurodegeneratif merupakan penyakit akibat dari
defisiensi estrogen, yang umumnya dikarenakan
karena adanya neuroinflamasi. Senyawa fitoestrogen
dalam Marsilea crenata Presl. (Semanggi) mampu
memberikan aktivitas estrogenik melalui jalur yang
bergantung pada Estrogen receptor (ER). Penelitian
ini  bertujuan  untuk  memprediksi  aktivitas
antineuroinflamasi dari  fraksi etil asetat daun
Marsilea crenata Presl. dengan reseptor ERa (PDB
ID: 1A52). Hasil dari metabolite profiling dari fraksi
etil asetat daun Marsilea crenata Presl. dipreparasi
menggunakan ChemDraw Ultra 12.0, selanjutnya
dianalisis sifat fisikokimia menggunakan web tool
online SwissADME. Optimasi geometri dilakukan
menggunakan aplikasi Avogadro 1.0.1, dan molecular
docking senyawa pada reseptor 1A52 dilakukan
(PyRx  0.8).

dilakukan

menggunakan aplikasi Biovia Discover Studio 2021,

dengan aplikasi Autodock vina

Selanjutnya  visualisasi  interaksi
serta analisis toksisitas pada senyawa dilakukan
menggunakan web tool online ProTox II. Terdapat 6
senyawa metabolite profiling dari fraksi etil asetat
daun Marsilea crenata Presl. bersifat agonis dengan
reseptor ERa (PDB ID: 1A52). Fraksi etil asetat daun
Marsilea crenata Presl. diprediksi dapat menjadi
terapi mekanisme

penyakit  Parkinson melalui

antineuroinflamasi.

Kata kunci: Marsilea crenata Presl.,
neuroinflamasi, penyakit Parkinson, ERa, 1A52.
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PENDAHULUAN
Wanita akan mengalami
menopause yang merupakan fase
peralihan dari produktif ke non
produktif’. Periode ini terjadi karena
adanya
penurunan kadar hormon estrogen,

dimana terjadi proses penonaktifan

defisiensi ~ estrogen atau

estradiol menjadi estron dan estriol®.
Dampak dari keadaan defisiensi
estrogen ini berupa munculnya
beberapa penyakit seperti osteoporosis,
neurodegenerative dan lain-lain®>.
Neurodegeneratif adalah suatu
kondisi sistem saraf pusat (SSP) yang
mengalami
kehilangan pada struktur dan fungsi
yang menunjukkan adanya penyakit
atau kelainan. Penyebabnya adalah
keadaan inflamasi yang menyerang
sistem saraf pusat yang disebut
neuroinflammation®.

perubahan sampai

Parkinson
merupakan penyakit neurodegeneratif
yang  terjadi  ketika  seseorang
memasuki usia 65 hingga 70 tahun,
ditandai dengan adanya Lewy body
dengan
synuclein”.

Fitoestrogen merupakan salah
satu terapi alternatif untuk mengatasi
defisiensi estrogen. Senyawa ini bekerja
sebagai pengganti dari jumlah estrogen
dalam tubuh yang menurun dengan
cara mengikat aktivitasnya pada

kandungan  utama «-

reseptor  estrogen yang  belum
berikatan  dikarenakan ~ memiliki
struktur dan fungsi yang mirip dengan
estrogen sehingga dapat

mempertahankan homeostasis pada
organ tubuh'®'!. Fitoestrogen dalam
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sitoplasma menghasilkan kompleks
reseptor hormon yang aktif melalui
ikatannya dengan reseptor estrogen'.
Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa senyawa fitoestrogen dalam
Marsilea  crenata  Presl. (Semanggi)
mampu memberikan aktivitas setelah
mengikat reseptornya atau melalui
jalur yang bergantung pada Estrogen
receptor (ER)™. Fraksi etil asetat daun
Marsilea crenata Presl. dapat
menggantikan fungsi estrogen melalui
mekanisme ER-dependent dan ER-
independent*.

Berdasarkan penjelasan tersebut,
diperlukan
mengenai fraksi etil asetat daun
Marsilea  crenata  Presl. dari hasil
metabolite  profiling ~ menggunakan
instrumen UPLC-QToF-MS/MS'>16,
Penelitian dilakukan secara in silico
menggunakan
docking menggunakan reseptor 1A52. In
silico merupakan metode penelitian
dengan menggunakan aplikasi pada
komputer dalam menemukan atau
merancang obat, selain itu pengamatan
in silico memiliki kelebihan seperti
cepat dan  terjangkau  dalam
menentukan aktivitas estrogenik suatu
senyawa'”!8,

penelitian lanjutan

metode molecular

METODOLOGI
Bahan

Bahan pada penelitian ini ialah
84 senyawa hasil metabolite profiling
fraksi etil asetat daun Marsilea crenata
Presl. dengan menggunakan instrumen
UPLC-QToF-MS/MS hasil dari
penelitian yang telah dilakukan
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sebelumnya'>!¢. Reseptor ERa (PDB ID:
1A52) diunduh dari www.rcsb.org,
reseptor tersebut mempunyai native
ligand 17[-estradiol. Native ligand ini
memiliki peran dalam penghambatan
aktivasi pada sel mikroglia yang dapat
menyebabkan neuroinflamasi®.
Simulasi molecular docking dan
identifikasi fisikokimia

Tahap pertama adalah
persiapan pemisahan makromolekul
ligan asli dengan aplikasi Biovia
Discovery ~ Studio ~ 2021.  Struktur
senyawa metabolite profiling dari
fraksi etil asetat daun Marsilea crenata
Presl. digambar 2
menggunakan ChemDraw Ultra 12.0.
Senyawa yang  dihasilkan  dari
metabolite profiling dioptimasi secara
geometris dengan metode MMFF94
menggunakan aplikasi Avogadro 1.0.1,
metode  ini  digunakan  untuk
memperoleh senyawa yang paling
stabil dan disimpan
menggunakan format Sybyl Mol 2.

Validasi internal merupakan
tahap awal dari proses molecular docking
pada reseptor, sedangkan native ligan
menggunakan aplikasi Autodock vina
(PyRx 0.8) untuk mendapatkan nilai
root mean square deviasi (RMSD). Hasil
RMSD yang kurang dari 2A
menandakan aplikasi tersebut layak
Docking
senyawa
reseptor 1A52 dengan Autodock vina
(PyRx 0.8). Hasil divisualisasikan
menggunakan Biovia Discover Studio
2021 untuk melihat asam amino terikat
dan jarak farmakofor.

dimensi

kemudian

digunakan'®2021, molekuler

masing-masing dengan
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Pada langkah  berikutnya,
senyawa agonis diubah menjadi
bentuk simplified molecular-input line-
entry system (SMILES) di aplikasi
ChemDraw Ultra 12.0., supaya senyawa
tersebut  bisa
fisikokimianya dalam format yang
sesuai dengan nama IUPACZ.
Formatnya dimasukkan ke dalam web
tool online SwissADME
(http://www.swissadme.ch) dan diklik
run untuk melihat nilai berat molekul,
log P, HBA (Hydrogen Bond Acceptor),
HBD (Hydrogen Bond Donor), “Yes" atau
"No" pernyataan dalam memenuhi
peran hukum 5 Lipinski, dan topological
polar surface area (TPSA)®. Langkah
terakhir adalah analisis toksisitas
menggunakan format SMILES untuk
memprediksi ~ toksisitas = senyawa
berupa nilai LDso (Lethal Dose 50) dan
kelas toksisitas berdasarkan global
haramonized system (GHS)
menggunakan web tool online ProTox
IT (https://tox.charite. de/protox_II/).

dianalisis sifat

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fitoestrogen merupakan salah
satu pengobatan alternatif bagi wanita
pascamenopause yang mengalami
defisiensi estrogen’. Senyawa ini dapat
menggantikan peran hormon estrogen
dengan mekanisme ER-dependent®.
Mekanisme ini = menggambarkan
bahwa estrogen akan memberikan
aktivitas setelah menembus membran
plasma dan menyediakannya dengan
reseptor estrogen berupa ERa dan
mengaktifkannya?.
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Analisis  sifat  fisikokimia
senyawa metabolite profiling dari fraksi
etil asetat Marsilea crenata Presl.
menggunakan aplikasi SwissADME
menunjukkan terdapat 74 senyawa
yang memenuhi persyaratan hukum 5
Lipinski dengan berat molekul <500
g/mol, HBD<5, HBA<10, dan log p<5,
sehingga senyawa tersebut dapat
diterima oleh tubuh?. Berat molekul
senyawa dapat menembus membran
biologis dalam kisaran kurang dari 500
g/mol. Hasil log P yang diperoleh pada
penelitian ini kurang dari 5,
menunjukkan ~ kemampuan  dari
senyawa tersebut untuk larut pada
cairan membran. H-akseptor dan H-
donor memperlihatkan kapasitas dari
ikatan hidrogen, semakin besar nilai
tersebut, maka semakin besar energi
yang dibutuhkan pada saat proses
absorpsi dengan hasil yang diperoleh
HBA kurang dari 10 dan HBD kurang
dari 5%. Nilai TPSA menyatakan
kemampuan

menembus membran pada sel tubuh
18,26,27

senyawa untuk

Uji toksisitas dilihat
berdasarkan  nilai  LDs  untuk
mengetahui dosis tunggal untuk dapat
membunuh 50% populasi hewan coba
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bila diberikan satu kali pemberian
senyawa, sehingga dapat dilihat
potensi toksisitas senyawa pada fraksi
etil asetat Daun Marsilea crenata Presl.
yang bersifat racun bagi tubuh?®.
Pembagian tingkat toksisitas menurut
Globally ~ Harmonized  System  of
Classification and Labeling of Chemicals
(GHS) dalam 6 kelas. Kelas I (LDs0<5
mg/kg) menunjukkan bahwa fatal jika
tertelan, kelas II (5<LDs<50 mg/kg)
menunjukkan bahwa fatal jika tertelan,
kelas II  (50<LDs<300 mg/kg)
menunjukkan bahwa beracun jika
tertelan, kelas IV (300<LDs<2000
mg/kg)
berbahaya jika tertelan, kelas V
(2000<LDs0<5000 mg/kg) menunjukkan
bahwa berbahaya jika tertelan dan
kelas VI (LDs0>5000 mg/kg)
menunjukkan bahwa tidak beracun'®.
Semakin besar nilai LDso maka semakin

menunjukkan bahwa

aman senyawa tersebut untuk tubuh
dan sebaliknya. Uji toksisitas dilakukan
dengan menggunakan senyawa yang
memiliki sifat fisikokimia yang aman.
Hasil penelitian menunjukkan terdapat
64 senyawa pada kelas 4 dan 5 sehingga
memiliki toksisitas yang rendah®.
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Gambar 2. Visualisasi senyawa 11-Aminoundecanoic acid dengan reseptor 1A52. A: 2D; B: 3D
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Gambar 3. Visualisasi senyawa Tetradecasphinganine dengan reseptor 1A52. A: 2D; B: 3D
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Gambear 6. Visualisasi senyawa 3-(Hexadecylamino)-1,2-propanediol dengan reseptor 1A52. A: 2D; B: 3D
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Gambar 7. Visualisasi senyawa Kaempferol dengan reseptor 1A52. A: 2D; B: 3D

Tabel 1. Senyawa agonis fraksi etil asetat daun Marsilea crenata Presl. dengan 1A52 beserta hasil
analisis farmakokinetik dan farmakodinamik

Parameter Hukum 5

Bm,d 1'11g Asam Amino Jarak Lipinskd Hukum 5 TPSA Kelas
Senyawa Affinity (Jenis Tkatan) Farmekofor BM< HB HBED Log Lipinski A2 LDso
(kcal/mol) (A) 500 A <5 P
g/mol <10 <5
Native Ligand
Glu353
17p-estradiol 10,7 (Hidrogen) 11,119 271,38 2 340 Yes 40.46 v
His524 g/mol
(Hidrogen)
Fraksi etil asetat daun Marsilea crenata Presl.
Glu353
11—Am1nou.ndecan01c 53 (qurogen) 10,624 201,31 3 ’ 162 Yes 63,32 VI
acid His524 g/mol
(Hidrogen)
Glu353
Tetradecasphinganine 5,5 (Hﬁﬁzgﬁin) 10,512 zg‘;ii? 3 3 29 Yes 66,48 \
(Hidrogen)
Glu353
Phytosphingosine 4,9 (H;E;gin) 11,364 Z};ﬁ 4 4 360 Yes 86,71 \%
(Hidrogen)
Glu353
(25,3R)-2-Amino-1,3- 5,57 (Hidrogen) 11,438 28748 4 3 408 Yes 66,48 v
heptadecanediol His524 g/mol
(Hidrogen)
Glu353
3—(Hexadecylam‘1no)— 463 (qurogen) 10,618 315,53 3 3 481 Yes 52,49 v
1,2-propanediol His524 g/mol
(Hidrogen)
Glu353
Kaempferol 6,43 (Hidrogen) 11,645 28624 ¢ 4 158 Yes 111,13 \%
His524 g/mol
(Hidrogen)
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Proses molecular docking diawali
dengan validasi metode menggunakan
Autodock Vina (PyRx 0.8) antara
reseptor dengan native ligan dan
diperoleh RMSD sebesar 0,557. Hasil
ini atau menunjukkan bahwa proses
molecular docking, memberikan hasil
yang mendekati hasil percobaan,
karena nilai RMSD kurang dari 24331,
Senyawa yang lolos uji fisikokimia dan
toksisitas ditambatkan kembali ke
reseptor 1A52 menggunakan Autodock
Vina (PyRx 0.8). Visualisasi hasil dari
docking dilakukan
menggunakan aplikasi Biovia Discovery
Studio 2021
memberikan informasi jenis ikatan
pada senyawa tersebut, asam amino
yang terbentuk, dan jarak farmakofor
yang akan dibandingkan dengan ligan
asli'®”. Hasil dari molecular docking
pada senyawa agonis dengan 1A52
dapat diamati pada Tabel 1.

Native ligan merupakan agonis
dalam mengaktifkan ERa dengan cara
mengikat asam amino berupa Glu353
dan His524, yang masing-masing
berupa ikatan hidrogen. Asam amino
yang terikat oleh gugus hidroksil (OH)
akan menghasilkan aktivitas
estrogenik®. Jarak farmakofor yang
dihasilkan adalah 11,119. Suatu
senyawa dapat dikatakan sebagai
agonis jika mengikat dua asam amino
yang sama dengan ligan asalnya,
berupa Glu353 dan His524 yang dapat
dilihat pada Gambar 1. Persamaan

molecular

bertujuan  untuk

asam amino yang diikat senyawa dan
jarak farmakofor yang mendekati
rendemen ligan asli memberikan
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kesamaan dalam interaksi yang
dihasilkan®-5. Semakin kecil afinitas
ikatan atau nilai negatifnya, maka
ikatan senyawa tersebut semakin kuat
dan interaksi yang stabil®. Visualisasi
hasil dari molecular docking pada
senyawa agonis menggunakan aplikasi
Biovia Discovery Studio 2021
ditunjukkan pada Gambar 2, 3, 4, 5, 6
dan Gambar 7.

Senyawa agonis yang berpotensi
sebagai fitoestrogen sehingga menjadi
agen  antineuroinflamasi ~ dengan
memenuhi lima parameter hukum
Lipinski "Yes" dan toksisitas rendah
terdiri dari 6 senyawa adalah 11-
Aminoundecanoic acid,
Tetradecasphinganine,
Phytosphingosine, (25,3R)-2 -Amino-
1,3-heptadecanediol, 3-
(Hexadecylamino)-1,2-propanediol,
dan Kaempferol.

Respon inflamasi akan terlihat
pada pasien parkinson, estrogen dapat
menjadi agen anti inflamasi untuk
mengurangi keparahan parkinson.
Selain itu, estrogen dapat melindungi
memori dengan menghambat aktivitas
NF-kB dan menjadi penangkal stres
oksidatif. Hal ini karena estradiol
berperan untuk meningkatkan sintesis,
pelepasan, dan pergantian dopamin®.
tersebut

Sehingga hormon

memberikan  efek  neuroprotektif
dengan menghambat agregasi protein,
sehingga dapat

synocleinopathies®.

memperlambat

Kesamaan
aktivitas tersebut dihasilkan oleh
senyawa dari fraksi etil asetat daun
Marsilea crenata Presl.?.
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Senyawa yang terkandung
dalam  Marsilea  crenata  Presl.
merupakan pilihan terbaik dalam
mengatasi masalah defisiensi estrogen
yang mengarah pada
inflamasi pada sistem saraf pusat,
dengan cara menghambat aktivitas
mikroglia pada M: polarity yang
bersifat proinflamasi dan menjadikan
sel mikroglia pada keadaan M: polarity
yang bersifat antiinflamasi. Senyawa
tersebut dapat digunakan sebagai
alternatif pengobatan
antineuroinflamasi yang merupakan
salah  satu  penyebab  penyakit
parkinson?*®. Marsilea crenata Presl.
merupakan tanaman yang memiliki
manfaat kesehatan bagi masyarakat
yang ditunjukkan dengan pengamatan
molekular docking. Hasil pada penelitian
ini menunjukkan bahwa senyawa yang
terkandung dalam Marsilea crenata
Presl. memiliki

keadaan

aktivitas
antineuroinflamasi yang aman bagi
tubuh.

KESIMPULAN

Studi in silico dari senyawa
metabolite profiling fraksi etil asetat
daun Marsilea crenata Presl.
menunjukkan bahwa terdapat 6
senyawa yang memiliki aktivitas
serupa dengan 17(3-estradiol dilihat
dari kesamaan ikatan asam amino,
jarak farmakofor, serta bersifat agonis
pada protein 1A52 yang berpotensi
sebagai antineuroinflamasi. Sehingga
fraksi etil asetat daun Marsilea crenata
Presl. diprediksi dapat menjadi terapi
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penyakit Parkinson dengan mekanisme
antineuroinflamasi.
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