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Abstrak

Penemuan obat antidiabetes terus dilakukan demi mendapatkan obat yang efektif, aman, dan aktivitasnya yang dapat
menghambat enzim dipeptidyl peptidase (DPP4). Penelitian ini dimaksudkan untuk mengidentifikasi senyawa aktif
dari daun teh putih (Camelia sinensis L.) yang beraktivitas antidiabetes dengan menghambat aktivitas enzim DPP4.
Sejumlah 250 g serbuk daun teh putih dimaserasi dengan etanol 70% lalu disaring dan dipekatkan sampai diperoleh
ekstrak kental. Ekstrak dipreparasi dan dilarutkan dengan etanol serta disaring dengan filter mikro lalu disuntikkan
kedalam UPLCMS/MS untuk diidentifikasi kemungkinan senyawa. Salah satu senyawa aktif kemudian dilakukan
molekular docking sampai didapatkan nilai RMSD yang terbaik. Hasil didapatkan ekstrak kental, berbau khas, merah
kecoklatan dengan rendemen 13,6%. Analisis LCMS memperlihatkan adanya senyawa aktif di dalam daun teh putih
salah satunya yaitu senyawa dengan bobot (m/z 459) cocok dengan senyawa epigallocathecin gallat (EGCG). Hasil
docking senyawa dari daun teh putih diperoleh tingkat afinitas paling tinggi dengan enzim DPP4 yaitu pada senyawa
EGCG dengan nilai moldock score -182, 326 dan rerank score rendah -125,291, yang membuktikan adanya
penghambatan DPP4 sehingga hormon insulin dapat stabil dan berpotensi sebagai obat antidiabetes dari bahan alam.

Kata kunci: Antidiabetes, LCMS/MS, molecular docking

Abstract

The discovery of antidiabetic drugs continues to be carried out to obtain effective, safe, and active drugs that can
inhibit the enzyme dipeptidyl peptidase (DPP4). This study was intended to identify the active compound of white tea
(Camelia sinensis L.) that has antidiabetic activity by inhibiting the activity of the DPP4 enzyme. A total of 250 g of
white tea leaf powder was macerated with 70% ethanol and then filtered and concentrated until a thick extract was
obtained. The extract was prepared and dissolved with ethanol filtered with a micro-filter and injected into
UPLCMS/MS to identify possible compounds. One of the active compounds is then carried out molecular docking
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until the best RMSD value is obtained. The results obtained viscous extract, distinctive-smelling, brownish-red extract
with a yield of 13.6%. LCMS analysis shows the presence of active compounds in white tea leaves, one of which is a
compound with a weight (m/z 459) matched with epigallocatechin gallate (EGCG) compounds. The docking results
of EGCG compounds from white tea leaves obtained the highest level of affinity with the DPP4 enzyme with moldock
score values of -182, 326 and low rerank scores of -125.291, which proves the inhibition of DPP4 so that the insulin
hormone can be stable and potentially as natural antidiabetic drug.

Keywords: Antidiabetic; LCMS/MS, molecular docking

PENDAHULUAN

Diabetes mellitus tipe 2 (T2DM) adalah penyakit kronis yang ditandai dengan peningkatan
kadar glukosa darah akibat resistensi insulin dan kekurangan produksi insulin [1]. Hasil studi yang
dilakukan oleh International Diabetes Federation (IDF) menunjukkan sekitar 463 juta orang
dewasa denga rentang usia 20-79 tahun hidup dengan diabetes dan diperkirakan akan terus
meningkat menjadi 700 juta orang pada tahun 2045 [2]. Indonesia menempati urutan ke 7 dari 10
negara dengan pengidap diabetes[3]. Pengembangan obat antidiabetes terus dikembangkan baik
dari sintesis maupun bahan alam untuk memanagemen penyakit dan perlindungan terhadap adanya
komplikasi [4]. Banyaknya adverse effect seperti hipoglikemik selama pengobatan yang
ditimbulkan oleh obat golongan obat sulfonilurea dan golongan mendorong peneliti untuk mencari
alternatif pengobatan yang aman, efektif dan mudah diterima [5]. Salah satu pendekatan terapi
yang penting adalah penghambatan aktivitas dipeptidyl peptidase-IV (DPP-1V), enzim yang
bertanggung jawab atas degradasi hormon inkretin seperti GLP-1 (glucagon-like peptide 1) dimana
inhibisi DPP-IV dapat meningkatkan efek inkretin, meningkatkan sekresi insulin, menurunkan
produksi glukosa, meningkatkan sintesis glikogen dan meningkatkan sensitivitas insulin [6].
Inhibitor DPP4 (seperti alogliptin) dapat menyebabkan rasa kenyang dengan memperlambat
pengosongan lambung sehingga dapat mengurangi masuknya makanan dan menormalkan nilai
glukosa tanpa risiko hipoglikemia.

Gambar 1. Enzim Dipeptidyl Peptidase-1V
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Pengembang dan penemuan obat bahan alam sebagai obat antidiabetes terus dilakukan
khususnya yang berkaitan dengan aktivitas inhibisi DPP-4 [6]. Daun teh (Camellia sinensis L.)
telah diketahui adalah minuman yang biasa dikonsumsi sebagai minuman penyegar dan dapat
digunakan untuk memelihara kesehatan dan secara umum teh memiliki berbagai senyawa bioaktif,
termasuk polifenol, katekin, flavonoid, dan lainnya [7]. Daun teh memiliki beberapa varian jenis
produk yaitu teh hijau, teh oolong, teh hitam, dan teh putih [8]. Teh putih merupakan daun teh
yang sangat muda, menggulung, dan terlindungi dari sinar matahari serta diproses tanpa melalui
proses fermentasi dan pemanasan. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan potensi teh putih
sebagai antiobesitas [9], selain itu the juga memiliki aktivitas sebagai antibakteri [10], dan juga
memiliki aktivitas antioksidan [11). Berbagai pendekatan bahwa teh putih dapat menjadi obat
antidiabetes dikarenakan adanya aktivitas penurun kadar gula darah [12]. Dibutuhkan penjelasan
lebih lanjut mengenai hubungan senyawa spesifik yang bertanggung jawab atas aktivitas
antidiabetes masih belum lengkap, sehingga dalam penelitian ini dilakukan identifikasi senyawa
berdasarkan hasil lcms dan kemudian dicocokan senyawa apa saja yang ada di dalam teh putih
yang kemudian akan disimulasikan penghambatannya dengan enzim atau protein yang
bertanggungjawab terhadap diabetes yaitu DPP4 secara molekular docking.

Gambar 2. Daun Teh Putih (Camelia sinensis L.)

Salah satu metode yang dapat digunakan untuk mengembangkannya yaitu virtual screening atau
molecular docking. Penggunaan metode in silico ini cenderung lebih murah dan mudah karena
tidak menggunakan peralatan laboratorium dan hewan coba. Penelitian ini menggunakan
pendekatan gabungan antara kromatografi cair-spektrometri massa (LC-MS) dan molecular
docking untuk mengidentifikasi dan memprediksi metabolit aktif dalam ekstrak daun teh putih
yang memiliki potensi sebagai antidiabetes secara in silico dalam penghambatan enzim DPP-IV.

METODE
Sampel (Bahan) Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol teknis 70%, Botol kaca, Neraca Analitik
(Mettler Toledo, Germany) stirrer, Rotavapor (Heidolph, Germany), metanol (hypergrade for
UPLC), asam format (ultrapure for UPLC), asetonitril (hypergrade for UPLC), dan water injection
0.05% for UPLC.
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Instrumen (Alat) Penelitian

ACQUITY UPLC H-Class, UPLC system (Water, USA), UPLC Column C18 (1,8um x 2.1x50
mm) BEH (ACQUITY UPLC BEH, Waters, USA), Xevo G2-S QToF Mass Spectrometer (Waters,
USA), Asus Vivobook X421EQ.309 (type: UEFI) Windows 10 64-bit (10.0, Build 19042) 11"
Gen Intel(R) Core(TM) i7-1165G7 @ 2.80GHz (8 CPUs), ~2.8GHz 8192MB RAM Intel(R)
Iris(R) Xe Graphics NVIDIA GeForce MX350 Software: Masslynx, Molegro Virtual Docker.
Webserver: Protein Data Bank dan ChemSpider.

Penyiapan Ekstrak Dauh Teh Putih

Simplisia teh putih (Camelia sinensis L.) didapatkan dari kebun pusat penelitian teh dan kina,
Gambung, Kabupaten Bogor, Provinsi Jawa Barat, Indonesia pada bulan Januari 2023. Daun teh
putih dilakukan proses determinasi untuk memastikan keaslian bahan. Daun kering kemudian
diserbuk dan diayak dengan mesh No. 4/18 sampai didapatkan serbuk yang standar dan memiliki
ukuran serbuk yang seragam. 250 g serbuk daun teh putih ditimbang kemudian dimaserasi dengan
etanol 70% selama 48 jam dan sesekali diaduk. Maserat kemudian disaring dan dikentalkan dengan
rotary evaporator suhu 40 °C selama 6 jam dan dilanjut dengan penguapan di dalam cawan
porselen diatas waterbath sampai diperoleh ekstrak kental.

Analisis Kualitatif LC-MS Daun Teh Putih [13]

Ekstrak kemudian dipreparasi dan dianalisis dengan menggunakan teknik LC-MS untuk
memperoleh profil metabolit komprehensif. Ekstrak disuspensikan kembali dalam 2 mL larutan
etanol 70% dan dimasukkan dalam syringe dan disaring dengan syringe filter 0,22 mm (Merck
Millipore, USA) kemudian dimasukkan ke dalam vial. 20 pL larutan ini diencerkan dalam 980
ML asetonitril dan disuntikkan ke dalam Ultra Performance Liquid (UPLC) (ACQUITY, Waters,
USA) dengan detektor MS/MS. Alat ini dioperasikan dengan (ESI) dan dikendalikan oleh
perangkat lunak Masslynx, yang secara bersamaan menyediakan peralihan cepat dari pemindaian
energi rendah pada 4 VV (MS pemindaian penuh) ke pemindaian energi tinggi (ramping 10-60 V)
selama LC dijalankan tunggal.

Sampel yang berupa cairan akan dirubah menjadi butiran tetesan melewati needle yang telah diberi
muatan positif (+) oleh electrospray ionization (ESI). lon-ion yang telah dihasilkan oleh detektor
selanjutnya akan dipisahkan oleh analisator Q-ToF. Percobaan memberikan informasi tentang ion
molekuler utuh (misalnya, M +, [M + H] +) dan menghasilkan informasi ion fragmen. Parameter
sumber ditetapkan sebagai berikut: aliran gas nebulisasi 2,9 L/menit; aliran gas pemanas 10
L/menit;-suhu antarmuka 300 °C, suhu DL 250 °C, suhu blok panas 400 °C, aliran gas pengeringan
10 L/menit Eluen yang digunakan adalah campuran (A) air : asam format (99,9:0,1) dan (B)
asetonitril : asam format (99,9:0,1) dengan kecepatan aliran eluen 0,2 mL/menit. Kromatogram
dengan senyawa polar akan muncul terlebih dahulu kemudian diikuti oleh senyawa yang
kepolarannya lebih rendah. Hasil pemisahan selanjutnya dibaca oleh detektor QToF-MS sehingga
menghasilkan puncak kromatogram. Puncak kromatogram kemudian diinterpretasikan
menggunakan aplikasi Masslynx®. Basis data yang dikembangkan sendiri yang terdiri dari
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metabolit sekunder untuk tujuan skrining metabolit dan setiap senyawa diidentifikasi berdasarkan
deteksi ion prekursor, dan setidaknya satu ion fragmen (m/z) karakteristik yang dibandingkan
dengan senyawa yang didapat dari basis data literatur ChemSpider.

Molecular Docking

Persiapan Ligan

Berdasarkan hasil LC/MS, ligan dipilih untuk simulasi docking. File SDF dari setiap ligan diambil
dari server web PubChem dan dipreparasi dan digambar dengan Chemdraw struktur 2D dari
IUPAC name lalu dibuat struktur 3D pada Chem Bio 3D dengan meminimalkan energi dan
disimpan dalam format mol2 (STBYL2(*.MOL2). Atom hidrogen non-polar digabungkan, muatan
parsial Gasteiger ditambahkan, dan ikatan yang dapat diputar didefinisikan.

Persiapan Reseptor

Struktur komplek protein didapatkan dari Protein Data Bank dengan format (.pdb) dipreparasi
dengan program Molegro Virtual Docker, eliminasi molekul air dan molekul yang tidak
digunakan. Kemudian dilakukan perbaikan dan optimasi asam amino secara otomatis oleh
program.

Validasi Docking

Native ligand diredocking dengan Molegro Virtual Docker. Protein yang telah dipreparasi
dimasukkan ke dalam Molegro Virtual Docker bersama dengan T-22 native ligand (2-({6-[(3R)-
3-aminopiperidin-1-yl]-3-methyl-2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl}methyl)benzonitrile.
Dilakukan deteksi tempat ikatan/cavities pada reseptor lalu dicatat koordinat yang didapat serta
dihitung radius untuk proses senyawa uji dan pembanding. Algoritma fungsi scoring kemudian
dihitung hasil scoring yang paling negative berdasarkan Root Mean Square Deviation (RMSD).

Simulasi Docking

Reseptor, ligan uji, dan ligan pembanding yang telah dipreparasi dilakukan docking secara
bersamaa menggunakan Molegro virtual docker. Dideteksi posisi pada reseptor, tempat ligan yang
akan terikat atau berinteraksi yaitu berupa lubang atau cavities pada struktur reseptor. Dilakukan
penyesuaian nilai koordinat (X, Y, Z) dan radius yang didapat dari hasil validasi sebelumnya.
Selanjutnya running program sampai selesai. Parameter docking yang terukur adalah nilai energi
yang terlibat dengan parameter nilai rerank score. Nilai rerank score adalah data yang
menunjukkan energy ligan di cavities target protein (DPP4) yang dibandingkan antar ligan uji dan
ligand pembanding (native ligan). Hasil dengan konformasi dan energi terbaik dipilih untuk
analisis lebih lanjut. Discovery studio digunakan untuk visualisasi dan analisis kompleks protein-
ligan dalam bentuk 2D dan 3D.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Ekstraksi

Hasil determinasi Pusat Penelitian Teh dan Kina No. 020303/1.0/PPTK/I/2023 terhadap tanaman
menunjukkan identitas simplisia merupakan teh dengan nama latin Camelia sinensis L. Kuntze var
sinensis. Simplisia kemudian dilakukan penyerbukan dan pengayakan dengan Mesh No. 4/18
untuk mendapatkan serbuk yang seragam. Hasil ekstraksi dengan maserasi etanol 70% didapatkan
ekstrak kental, berbau khas, merah kecoklatan dengan rendemen 13,6%. Hasil ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menyeatakan rendemen daun teh putih berkisar 10-20% [14,15].

Analisis Kualitatif Daun Teh Putih Dengan LC-MS

Identifikasi ini diambil berdasarkan bobot molekul dari beberapa fragmen molekul. Hasil analisis
LC-MS memperlihatkan adanya senyawa aktif di dalam daun teh putih salah satunya yaitu
senyawa epigallocathecin gallat (m/z 459) sesuai dengan literatur [16].

Kromatogram sampel

Univ Pancasila

Zainur Rahman T 1: TOF MS ES+
418 BRI
100 1.67e7
409
11631 85;1202
=
1.07
791 1066, 17.34 18.08
1.30 4.86 A
T T f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200
Univ Pancasila
Zainur Rahman 190 (4.178) 1: TOF MS ES+
100 450.0882 1.83e5

460.0916
441.1693443.0022
" L/ ﬁiiﬁ 1068

0 rh

4490796 45710990 453,126 455.0900 457.1390 4610934 440373 467.0788 459134 4701183 4730004 475 0854 ¥

4761151 4801305 451 gga3482.1039 435 1034

RSl i .
RS e e e m— L s e N e s e o B MRS s s S ol L122
445 450 452 454

T =T
442 444 446

T L— | L p— T T T
456 458 460 462 464 466 468 470 472 474 476 478 480 482 434
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Gambar 5. Hasil Penelusuran Pada Basis Data Chemspider; Dikurang 1 atom H (EGCG), Cz2H19011

Berdasarkan hasil analisis LC-MS diatas, EGCG dilakukan analisis dengan molecular docking
yaitu teknik yang digunakan untuk memprediksi interaksi antara senyawa aktif dengan target
protein.

Molecular Docking

Enzim dipeptidyl-peptidase 4 (DPP4) adalah glikoprotein yang dapat ditemukan pada beberapa
permukaan sel. Enzim ini berperan dalam memotong N-terminal dipeptide dari beberapa substrate
termasuk hormon incretin (GLP-1 dan GDP2) yang berperan dalam sekresi insulin. Molecular
docking adalah teknik yang digunakan untuk memprediksi interaksi antara senyawa aktif dengan
target DPP-IV. Ini akan memberikan informasi tentang kemungkinan pengikatan dan afinitas
senyawa dalam teh dengan enzim DPP4.
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Validasi Docking

Reseptor Protein DPP-4 yang sudah dipreparasi lalu di-redocking untuk mendapatkan hasil
docking terbaik senyawa uji dengan native ligan. Nilai skoring RMSD menunjukkan jarak pose
terkecil merupakan senyawa yang hampir mirip dengan native ligan, hasil validasi dapat dilihat
dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil validasi internal beberapa protein reseptor DPP-4

No. Reseptor Kode PDB Resolusi (A) RMSD (A)

1 | Struktur dari DPP4 3G0B 2,25 0,5026
kompleks dengan T22_800

2 | Struktur dari DPP4 3F8S 2,43 3,7208
kompleks dengan FF2_900

3 | Struktur dari DPP4 3CCB 2,49 0,6747
kompleks dengan derivat
benzimidazole

Gambar 6. Hasil Redocking Protein DPP4 yaitu 3G0B

Simulasi Docking Senyawa EGCG

Hasil docking senyawa dari daun putih diperoleh tingkat afinitas paling tinggi dengan enzim DPP4
yaitu pada senyawa EGCG dengan nilai moldock score -182, 326 dan rerank score rendah -
125,291, yang membuktikan adanya penghambatan DPP4 sehingga hormon insulin dapat stabil.
Situs aktif DPP4 secara keseluruhan dianggap mengandung residu 39-51 dan 501-766 dan dikenal
sebagai domain o/B-hidrolase. Afinitas docking dari senyawa yang diteliti ke situs aktif DPP4
cukup tinggi dengan amentoflavon menunjukkan ikatan terkuat. Afinitas docking yang tinggi
menunjukkan bahwa penghambatan DPP4 adalah salah satu tindakan utama dari semua flavonoid.
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afinitasnya sangat erat dengan enzim sehingga terjadinya perubahan bentuk konformasi enzim
yang menyebabkan berkurangnya aktivitas enzim DPP4 untuk merusak GLP. Penghambatan
DPP4 adalah karakteristik dari keluarga obat gliptin yang telah mendapatkan popularitas yang
signifikan dalam terapi diabetes tipe 2.

3GO0B dengan alogliptin 3G0B dengan EGCG

Gambar 7. Interaksi molekuler protein dengan pembanding dan EGCG

KESIMPULAN

Senyawa di dalam daun teh putih teridentifikasi mengandung senyawa aktif berupa
epigallocathecin gallat (EGCG), senyawa ini setelah dilakukan molecular docking terbukti
memiliki afinitas tertinggi (-182,326) terhadap sisi aktif protein DPP4 (3GOB). Afinitasnya sangat
erat dengan enzim tersebut sehingga kemungkinan terjadinya perubahan bentuk konformasi enzim
yang menyebabkan berkurangnya aktivitas enzim DPP4 untuk merusak GLP.
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