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ABSTRAK

ZULFIAYU. Pengembangan Formula Microneedle Fraksi Daun Sesewanua
(Clerodendrum fragrans Willd.) sebagai Kandidat Antitrombosis (dibimbing oleh
Sartini, Andi Dian Permana dan Yusnita Rifai).

Latar belakang. Obat antitrombosis konvensional yang ada saat ini telah
menyebabkan banyak efek samping, sehingga membuka peluang untuk
pengembangan obat antitrombosis baru. Indonesia merupakan negara yang kaya
dengan sumber daya alam, termasuk kandidat antitrombosis. Sesewanua
(Clerodendrum fragrans Willd.) merupakan tanaman yang potensial dikembangkan
sebagai Obat Herbal Terstandar antitrombosis melalui mekanisme antikoagulan dan
antioksidan. Oleh karena itu, diperlukan suatu suatu sistem penghantaran transdermal
yang memudahkan obat masuk dengan mudah ke jaringan target. Tujuan. Penelitian
ini bertujuan untuk melakukan skrining aktivitas antioksidan dan antikoagulan fraksi
secara in vitro dan in silico, serta karakteristik dari fraksi terpilih daun Sesewanua dan
mengembangkan formulasi preparasi, karakterisasi dan menguji aktivitas
antikoagulan dan antioksidan dari Dissolving Microneedle (DMN) fraksi terpilih daun
Sesewanua. Metode. Penelitian dibagi menjadi dua tahap, yakni: 1) ekstraksi,
fraksinasi, uji in vitro dan in silico serta karakterisasi fraksi terpilih; dan 2) formulasi
dengan menggunakan variasi konsentrasi polimer seperti polivinil alkohol (PVA),
polivinil pirolidon K-30 (PVP), dan surfaktan non-ionik, karakterisasi dengan
menggunakan metode X-ray Diffraction, FTIR, uji ex vivo untuk permeasi, uji in vitro
untuk keamanan, dan uji in vivo untuk antikoagulan dan antioksidan (anti ICAM-1)
pada tikus. Hasil. Uji in vitro dan in silico menunjukkan fraksi Sesewanua potensial
sebagai antitrombosis yang diduga melalui mekanisme penghambatan AKT1, CASP3,
ALB, and MMP9, jalur intrinsik dan ekstrinsik faktor koagulasi, dan antioksidan. Fraksi
daun Sesewanua TEFS1 memiliki kandungan hispidulin sebesar 49,1+1,0%,
sehingga disebut Hispidulin Rich Fraction of Sesewanua (HRFS). Studi permeasi ex
vivo HRFS-DMN menemukan bahwa sediaan melepaskan 203,73+3,21 ug/cm?
hispidulin setelah 60 jam pada formulasi terbaik (F9). Pengujian aktivitas antikoagulan
dan antioksidan HRFS-DMN secara in vivo pada tikus menunjukkan nilai aPTT dan
PT yang lebih tinggi dan nilai ICAM-1 yang lebih rendah setelah 14 hari penggunaan.
Tidak ditemukan perbedaan yang signifikan secara statistik antara efek dua dan
empat buah HFRS-DMN dan injeksi heparin dengan dosis 200 IU per kilogram.
Namun, terdapat perbedaan signifikan antara HFRS-DMN dengan kontrol negatif,
oral, dan kuersetin sebagai kontrol positif pada aktivitas anti-ICAM. Kesimpulan.
HRFS-DMN terbukti efektif dan aman digunakan sebagai antitrombosis melalui
mekanisme antikoagulan dan antioksidan.

Kata kunci: Dissolving Microneedle, Polivinil Pirolidon, Polivinil Alkohol, Prothrombim
Time, activated Partial Thromboplastin Time, Intercellular Adhesion Molecule-1.
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ABSTRAK GRAFIS

Fraksi Sesewanua yang kaya Hispidulin yang diformulasi menjadi Dissolving
Microneedle telah sukses mengurangi koagulasi darah dan disfungsi endotel
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ABSTRACT

ZULFIAYU. Development of Sesewanua Leaf Fraction (Clerodendrum fragrans
Willd.) Microneedle Formula as Antithrombosis Candidate (supervised by Sartini,
Andi Dian Permana and Yusnita Rifai).

Background. Existing conventional antithrombotic drugs have caused many side
effects, thus opening up opportunities for the development of new antithrombotic
medicines. Indonesia is a country rich in natural resources, including antithrombosis
candidates. Sesewanua (Clerodendrum fragrans Willd.) is a plant that can be
developed as an antithrombotic agent of standardised herbal medicine with
anticoagulant and antioxidant mechanism. Therefore, a transdermal delivery system
is needed that allows the drug to enter easily into the target tissues. Objective. This
study aims to screen the antioxidant and anticoagulant activities of fractions in vitro
and in silico, as well as the characteristics of selected fractions of C fragrans Wild.
leaves, and develop preparation formulations, characterisations, and anticoagulant
and antioxidant activities of the Dissolving Microneedle (DMN) of selected fractions of
C. fragrans Willd. leaves. Methods. The research was divided into two steps, i.e., 1)
extraction, fractionation, in vitro and in silico tests, and characterisation of selected
fractions; and 2) formulation using varying concentrations of polymers such as
polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl pyrrolidone K-30 (PVP), and non-ionic surfactants;
characterisation using X-ray diffraction, FTIR; ex vivo tests for permeation; in vitro
tests for safety; and in vivo tests for anticoagulant and antioxidant (anti-ICAM-1) in
mice. Results. /n vitro and in silico tests showed C. fragrans Willd. fractions to be
potential antithrombotic agents that suggested through the mechanism of inhibition of
AKT1, CASP3, ALB, MMP9, intrinsic and extrinsic pathway of coagulation factor, and
antioxidant. C. fragrans Willd. leaf fraction TEFS1 has activity containing 49.1+1.0%
hispidulin, thus called Hispidulin Rich Fraction of Sesewanua (HRFS). The ex vivo
permeation study of HRFS-DMN found that the preparation released 203.73+3.22
pg/cm? of hispidulin after 60 hours in the best formulation (F9). In vivo, anticoagulant
and antioxidant activity testing of HRFS-DMN in mice showed higher aPTT and PT
values and lower ICAM-1 values after 14 days of use. No statistically significant
difference was found between the two and four effects of HFRS-DMN and heparin
injection at a dose of 200 IU per kilogram. However, there were significant differences
between HFRS-DMN with negative control, oral, and quercetin as positive control on
anti-ICAM activity. Conclusion. HRFS-DMN is proven to be effective and safe to use
as antithrombosis through anticoagulant and antioxidant mechanisms.

Keywords: Dissolving Microneedle, Polyvinyl Pyrrolidone, Polyvinyl Alcohol,
Prothrombin Time, activated Partial Thromboplastin Time, Intercellular Adhesion
Molecule-1
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GRAPHYCAL ABSTRACT

Hispiddin Rich Fracton of Sesewanua-Dissoving Mcroneodes (HRFS-DMN) was successiuly appled 1o reduce
biaod coagulation and endothelal dysfunction
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PENDAHULUAN UMUM

1.1 Latar Belakang

Penyakit kardiovaskular (PKV) merupakan faktor utama penyebab kematian di
seluruh dunia. Pada tahun 2019, sekitar 17,9 juta orang meninggal akibat PKV, yang
mewakili 32% dari angka kematian di seluruh dunia. Di antara kematian ini, 85%
disebabkan oleh kerusakan serebrovaskular dan infark miokard. Trombosis adalah
faktor yang berkontribusi besar terhadap PKV (World Health Organization, 2024).
Trombosis disebabkan oleh aliran darah yang lambat, hiperkoagulabilitas darah, dan
kerusakan sel endotel (Virchow's Triad). Tromboemboli (TE) merupakan kondisi
vaskular ditandai dengan produksi gumpalan darah yang berlebihan, dan
menyebabkan penyumbatan arteri darah dan menjadi salah satu penyebab aliran
darah yang lambat. Setelah infark dan stroke, kondisi TE menempati posisi ketiga
sebagai kondisi kardiovaskular akut yang paling umum. Kondisi TE menyebabkan
ketidaknyamanan, kematian, dan beban ekonomi (Almeida et al., 2019; Bauersachs
et al., 2019; Kabashneh et al., 2020; Kalaitzopoulos et al., 2022; Lutsey & Zakai,
2023; Murphy et al., 2020).

Antikoagulan dapat mencegah trombosis dengan menghentikan produksi faktor
pembekuan dan mencegah trombosit saling menempel. Direct Thrombin Inhibitor
(DTI) seperti dabigatran, argatroban, dan bivalirudin memblokir aktivitas trombin,
sedangkan pengencer darah tidak langsung seperti heparin dan heparin dengan
berat molekul rendah memblokir faktor Xa. Namun, obat-obat ini memiliki
keterbatasan, seperti rentang terapi yang terbatas, waktu eliminasi yang lama, reaksi
yang merugikan, dan interaksi dengan obat lain. Antioksidan juga banyak digunakan
pada pencegahan trombosis sebagai upaya untuk menjaga kesehatan sel endotel
pembuluh darah. Beberapa antioksidan yang digunakan untuk pencegahan PKV
adalah likopen pada tomat, coenzyme Q10 (CoQ10), flavonoid, carotenoid, dan
resveratro. Bahan alam seperti ganggang hijau, ganggang merah, ganggang coklat,
fraksi buah Camellia osmantha, ekstrak buah Malphighia emarginata, ekstrak
bawang putih, ekstrak bawang merah, dan ekstrak stroberi telah menunjukkan
aktivitas antikoagulan yang menjanjikan. Hal ini memberi arah pada pengembangan
Obat Herbal Terstandar (OHT) antitrombosis dengan mekanisme mencegah
kerusakan sel endotel dengan menghambat spesies oksigen reaktif (bersifat
antioksidan) dan sekaligus dapat memiliki aktivitas antikoagulan. Salah satu
tanaman obat di Indonesia yang menjanjikan untuk digunakan sebagai antitrombosis
dengan 2 mekanisme tersebut adalah Sesewanua (Clerodendrum fragrans Willd.)
(Andrade et al., 2013; Ascenso et al., 2013; Choi et al., 2015; Departemen Kesehatan
Republik Indonesia, 2017; Gryglewski et al., 1987; Jumiarni & Komalasari, 2017; Ko
et al., 2018; Lip et al., 2019; Milling & Ziebell, 2020; Miynarska et al., 2024; Muro &
Muzykantov, 2005; Tentu et al., 2022).

Sesewanua merupakan tanaman obat yang tersebar di Indonesia, khususnya di
pulau Sulawesi bagian Utara. Sesewanua merupakan tanaman obat yang digunakan
secara empiris sebagai antipiretik, anti inflamasi, anti lebam, anti reumatoid, anti



kanker, dan antioksidan. Sesewanua mengandung hispidulin, verbascoside,
isoverbacoside, cornoside, decaffeoyl, icariside, lupeol, dan rengyolone. Senyawa
hispidulin, verbacosida dan isoverbacosida pada tanaman Sesewanua dapat
dijadikan kandidat antirombosis. Fraksi dari Sesewanua ini potensial dikembangkan
sebagai OHT PKV melalui mekanisme antikoagulan dan antioksidan. Namun, fraksi
tidak bisa diberikan sebagai free drug, sehingga perlu untuk diformulasikan ke dalam
sistem penghantaran obat. Hispidulin sebagai salah satu senyawa dalam fraksi
Sesewanua memiliki kelarutan yang terbatas dalam air sehingga sulit untuk
diformulasikan ke dalam bentuk sediaan oral seperti tablet atau kapsul.
Penghantaran melalui intravena (IV) memiliki kekurangan seperti membutuhkan alat
medis berupa jarum yang dapat menimbulkan nyeri, tenaga ahli medis serta limbah
medis. Oleh karena itu, sangat penting untuk merancang metode penghantaran obat
yang tepat salah satu sistem penghantaran obat yang mampu mengatasi masalah
tersebut adalah sistem penghantaran melalui kulit atau transdermal drug delivery.
Sistem ini mampu untuk menghantarkan obat melintasi penghalang kulit serta secara
efektif dan mencapai jaringan target yang dituju. Microneedle merupakan salah satu
bentuk sediaan transdermal yang terbukti dapat mengatasi keterbatasan dalam
pendekatan konvensional (Barung et al., 2021; Butarbutar, 2013; Irawati, D; Kinho,
2015; K. Liu et al., 2020; Nonke et al., 2017; Sabar et al., 2015; Sapiun et al., 2023;
Sapiun, Pangalo, Imran, et al., 2020; Simbala, 2007; Wahba et al., 2011).

Microneedles terdiri dari jarum berukuran mikro yang tersusun pada patch kecil.
Sediaan ini ditempelkan ke kulit dan dapat dengan mudah berpenetrasi melalui
stratum korneum yang merupakan barrier terbesar penetrasi obat melalui kulit. Obat
dapat memasuki lapisan luar kulit dan lapisan di bawahnya untuk melepaskan obat
sehingga dapat mencapai sirkulasi sistemik. Sediaan ini dapat diaplikasikan pada
kulit dengan invasi minimal, tanpa rasa sakit dan tanpa menyebabkan
pendarahan(Amarnani & Shende, 2022; Donnelly et al., 2012).

Dissolving microneedles (DMN) adalah polimer yang larut dalam air yang
memungkinkan penghantaran obat yang ditargetkan ke lapisan kulit, meningkatkan
efikasi dan mengurangi dosis. Ketika diaplikasikan ke dalam kulit, DMN larut
sepenuhnya, menciptakan rongga untuk masuknya obat dan cairan interstisial. Tidak
seperti sediaan injeksi, penggunaan metode ini dapat mencegah residu yang tajam
(Aisyah et al., 2024; A. P. D. Putri et al., 2024; Stephanie et al., 2024). DMN dibuat
menggunakan polimer yang stabil secara mekanis, biokompatibel, larut dalam kulit,
dan stabil sebagai pembawa obat. Polivinil alkohol (PVA) digunakan dalam
pembuatan microneedles karena PVA memiliki kemampuan biodegradasi dan larut
dalam air. Penggabungan PVA dan polivinil pirolidon (PVP) dalam microneedles
diharapkan dapat memberikan kekuatan mekanik yang lebih baik. DMN merupakan
bahan pembawa yang baik untuk obat-obat yang memiliki kelarutan yang rendah
dalam air. Surfaktan non ionik ditambahkan dalam formulasi untuk meningkatkan
efisiensi penghantaran intradermal obat dengan kelarutan rendah (Aisyah et al.,
2024; Anjani et al., 2022; Hidayatullah et al., 2023; Teodorescu et al., 2019).

Terdapat beberapa studi tentang pembuatan microneedle dari bahan alam. Studi
oleh Ding et al, 2024 berhasil membuat microneedle dari getah Artemisia argyi. Yang,



2023 membuat microneedle dari Yunnan Baiyao yang merupakan kombinasi ekstrak
tanaman Panax notoginseng (Sanqi), Rhizoma Paridis (Chonglou), Radix Aconiti
kusnezoffii (Caowu), Borneolum synthcticum (Shexiang), dan Forest Musk.
Frydman, 2020 juga berhasil membuat microneedle dari madu Manuka. Ning, 2021
membuat DMN menggunakan ekstrak shikonin sebagai bahan aktif. Chi, 2021
berhasil memformulasikan The Chineese herb Microneedle (CHMN) dengan
menggabungkan ekstrak herbal Premna microphylla dan Centella asiatica. Dia, 2024
membuat microneedle dari 7 ekstrak herbal Cina ke dalam microneedles. Hal
tersebut menjadi acuan dalam memformulasi fraksi daun Sesewanua dalam bentuk
sediaan DMN (Chi et al., 2021; Ding et al., 2024; Frydman et al., 2020; He et al.,
2024; Ning et al., 2021; Yang et al., 2023).

Berdasarkan pemaparan di atas, dilakukan inovasi untuk melakukan skrining
aktivitas antikoagulan dan antioksidan fraksi daun Sesewanua secara in vitro dan in
silico, mengkarakterisasi fraksi terpilih dan mendesainnya dalam bentuk Dissolving
Microneedle. Dalam penelitian ini dilakukan optimasi basis variasi polimer PVA dan
PVP dan jenis surfaktan non ionik untuk mendapatkan desain formula terbaik.
Selanjutnya dilakukan evaluasi, karakterisasi, uji ex vivo, uji in vitro, dan uiji in vivo.

1.2 Rumusan Masalah

a. Bagaimana skrining aktivitas antioksidan dan antikoagulan secara in vitro dan
in silico, serta karakteristik dari fraksi terpilih daun Sesewanua?

b. Bagaimana formulasi, preparasi, karakterisasi dan aktifitas antikoagulan dan
antioksidan dari microneedle fraksi terpilih daun Sesewanua?

1.3 Tujuan Penulisan

a. Untuk mempelajari aktivitas antioksidan dan antikoagulan secara in vitro dan in
siliko serta karakteristik fraksi terpilih daun Sesewanua.

b. Untuk melakukan formulasi, preparasi, karakterisasi dan menentukan aktifitas
antikoagulan dan antioksidan microneedle fraksi terpilih daun Sesewanua.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan menjadi sebagai sumber referensi ilmiah untuk
pengembangan sediaan obat antitrombosis. Hasil dari penelitian ini diharapkan
menjadi salah satu penemuan sediaan antitrombosis baru dari bahan alam
menggunakan transdermal drug delivery system. Selain itu, penelitian ini dapat
dijadikan sumber data ilmiah bagi penelitian selanjutnya dalam pengembangan
sediaan antitrombosis pada tahapan uji klinik.

1.5 Ruang Lingkup

Ruang lingkup penelitian ini adalah melakukan ekstraksi, fraksinasi, uji in vitro
dan in silico, karakterisasi fraksi terpilih dan melakukan formulasi, karakterisasi, uiji
ex vivo, in vitro serta uji in vivo sediaan microneedle senyawa terpilih.



1.6 Kebaruan Penelitian
Kebaruan penelitian ini adalah :

a.

didapatkannya fraksi terpilih daun Sesewanua yang potensial sebagai
antitrombosis

didapatkannya gambaran prediksi network pharmacology senyawa daun
Sesewanua sebagai antitrombosis yang diverifikasi melalui simulasi
molekuler

didapatkannya sediaan Dissolving Microneedle fraksi terpilih yang stabil
secara fisik, aman, dan berpotensi digunakan sebagai kandidat
antitrombosis melalui 2 mekanisme, yaitu: antikoagulan dan antioksidan.



BAB Il
EFEK EKSTRAK DAN FRAKSI| SESEWANUA (Clerodendrum fragrans
Willd.) DALAM PENGOBATAN TROMBOSIS MENGGUNAKAN
PENDEKATAN IN VITRO DAN IN SILICO

2.1 Abstrak

Latar belakang. Trombosis merupakan penyebab utama penyakit jantung iskemik,
stroke iskemik, dan infark miokard. Obat antitrombosis yang tersedia menimbulkan
efek samping yang banyak. Oleh karena itu perlu dikembangkan Obat Herbal
Terstandar menggunakan tanaman obat asli Indonesia. Sesewanua merupakan
tanaman obat yang berpotensi digunakan sebagai antitrombosis melalui mekanisme
anti koagulan dan antioksidan. Tujuan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antioksidan dan aktivitas antikoagulan daun Sesewanua sebagai kandidat
obat antitrombosis. Metode. Daun Sesewanua diekstraksi dengan etanol 96% dan
difraksinasi dengan campuran n-heksan, toluen, metanol dan etil asetat dengan
berbagai variasi. Ekstrak dan fraksi-fraksi tersebut dievaluasi untuk mengetahui
kandungan flavonoid total, antioksidan, dan aktivitas antikoagulan pada konsentrasi
akhir 50 mg/mL. Hasil. Ekstrak dan fraksi memiliki aktivitas antioksidan yang sangat
kuat. Mayoritas fraksi dan ekstrak memperpanjang waktu koagulasi, HEFS2 dan
HEFS3 memiliki efek antikoagulan yang signifikan melalui peningkatan PT (jalur
ekstrinsik), TEFS2 memperpanjang aPTT (jalur intrinsik), serta TEFS1 dan MEFS1
untuk keduanya (PT dan aPTT). Efek antikoagulan dan antioksidan yang kuat dari
TEFS1 menunjukkan signifikansi farmakologisnya sebagai obat antikoagulan herbal
untuk pencegahan dan/atau pengobatan gangguan kardiovaskular terkait trombosis.
Hasil karakterisasi yang dilakukan terhadap TEFS1 ditemukan adanya senyawa
hispidulin sebanyak 49,1%. Berdasarkan uji in silico network pharmacology, efek
antitrombosis ini diduga dilakukan oleh senyawa Sesewanua melalui mekanisme
penghambatan 4 putative protein trombosis yakni AKT1, CASP3, ALB, dan MMP9.
Hasil ini dibuktikan lebih lanjut melalui studi docking molekuler ketiga senyawa
sesewanuwa seperti hispidulin, verbascoside, dan isoverbascoside memberikan
afinitas ikatan stabilitas yang baik pada ke empat protein tersebut. Kesimpulan.
Studi eksperimental dan komputasi membuktikan bahwa fraksi daun Sesewanua
dapat digunakan sebagai kandidat antitrombosis melalui mekanisme antikoagulan
dan antioksidan.

Kata kunci: Clerodendrum fragrans, pembekuan darah, Prothrombin Time, activated
Partial Thromboplastin Time

2.2 Pendahuluan

Pembekuan (koagulasi) darah yang berlebihan menyebabkan oklusi pembuluh
darah, yang umumnya dikenal sebagai tromboemboli vena (TEV). TEV secara klinis
bermanifestasi sebagai trombosis vena dalam dan emboli paru (EP). Tromboemboli
(TE) menyebabkan morbiditas dan mortalitas. TE merupakan penyebab 1 dari 4



kematian di dunia. TE juga menimbulkan beban ekonomi yang tinggi dan semakin
meningkat seiring dengan meningkatnya usia harapan hidup dan usia populasi. Stres
oksidatif vaskular, trombosis, dan inflamasi merupakan proses yang tidak dapat
dipisahkan yang meningkatkan morbiditas dan mortalitas pada kondisi
kardiovaskular. Tingginya prevalensi dan mortalitas penyakit-penyakit ini
menunjukkan pentingnya obat yang efektif baik dalam tahap pencegahan maupun
pengobatan penyakit (Bauersachs et al., 2019; Kabashneh et al., 2020;
Kalaitzopoulos et al., 2022; Konstantinides et al., 2020; Lutsey & Zakai, 2023).

Menurut Virchow's Triad, aliran darah yang lamban, hiperkoagulabilitas darah,
dan kerusakan sel endotel adalah tiga penyebab utama trombosis. Trombosis dapat
dicegah dengan mengambil tindakan untuk mencegah satu atau lebih dari kondisi
ini. Antikoagulan dapat menghentikan produksi faktor pembekuan dalam jalur
pembekuan dan/atau menghentikan trombosit agar tidak saling menempel. Hal ini
menghentikan pembekuan darah dalam pembuluh darah dan menurunkan risiko
trombosis. Mekanisme kerja sebagian besar antikoagulan melibatkan penghambatan
beberapa faktor pembekuan. Antikoagulan dapat mencegah trombosis dengan
menghentikan produksi faktor pembekuan dan mencegah trombosit saling
menempel. Direct Thrombin Inhibitor (DTI) seperti dabigatran, argatroban, dan
bivalirudin memblokir aktivitas trombin, sedangkan pengencer darah tidak langsung
seperti heparin dan heparin dengan berat molekul rendah memblokir faktor Xa.
Namun, obat-obat ini memiliki keterbatasan, seperti rentang terapi yang terbatas,
waktu eliminasi yang lama, reaksi yang merugikan, dan interaksi dengan obat lain.
Antioksidan juga banyak digunakan pada pencegahan trombosis sebagai upaya
untuk menjaga kesehatan sel endotel pembuluh darah. Beberapa antioksidan yang
digunakan untuk pencegahan PKV adalah likopen pada tomat, coenzyme Q10
(CoQ10), flavonoid, carotenoid, dan resveratro. Bahan alam seperti ganggang hijau,
ganggang merah, ganggang coklat, fraksi buah Camellia osmantha, ekstrak buah
Malphighia emarginata, ekstrak bawang putih, ekstrak bawang merah, dan ekstrak
stroberi telah menunjukkan aktivitas antikoagulan yang menjanjikan. Hal ini memberi
arah pada pengembangan Obat Herbal Terstandar (OHT) antitrombosis dengan
mekanisme mencegah kerusakan sel endotel melalui penghambatan ROS (bersifat
antioksidan) dan aktivitas antikoagulan. Salah satu tanaman obat di Indonesia yang
menjanjikan untuk digunakan sebagai antitrombosis dengan 2 mekanisme tersebut
adalah Sesewanua (Clerodendrum fragrans Willd.) (Andrade et al., 2013; Ascenso et
al.,, 2013; Choi et al.,, 2015; Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2017;
Gryglewski et al., 1987; Jumiarni & Komalasari, 2017; Ko et al., 2018; Lip et al., 2019;
Milling & Ziebell, 2020; Mtynarska et al., 2024; Muro & Muzykantov, 2005; Tentu et
al., 2022).

Sesewanua merupakan tanaman obat yang digunakan secara empiris sebagai
antipiretik, anti inflamasi, anti lebam, anti reumatoid, anti kanker, dan antioksidan.
Sesewanua mengandung hispidulin, verbascoside, dan isoverbacoside. Senyawa-
senyawa tersebut merupakan senyawa potensial yang memiliki aktivitas
antitrombotis. Fraksi Sesewanua berpotensi untuk dikembangkan menjadi Obat
Herbal Terstandar sebagai kandidat antitrombosis (Liu et al., 2020).



2.3 Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang bertujuan
untuk memahami aktivitas antioksidan dan antikoagulan fraksi secara in silico dan in
vitro serta melakukan karakteristik fraksi terpilih daun Sesewanua.

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Fitokimia dan Farmakologi Jurusan
Farmasi Poltekkes Kemenkes Gorontalo di Gorontalo, Laboratorium Obat Tradisional
BPOM di Gorontalo, Laboratorium Kimia Universitas Sam Ratulangi di Manado, dan
Laboratorium Rumah Sakit Umum Daerah Aloe Saboe di Gorontalo.

Alat- alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas (lwaki®),
timbangan analitik (Sartorius®), mikro pipet, Spektoskopi Fourier Transform Infra Red
(FTIR) Shimadzu®, Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC) Shimadzu®, mikroskop
optik (Olympus CZ23), Coagulation analyzer (Coatron M2, Teco®), alat ekstraksi
Maserasi, Chamber, Spektrofotometer UV-Vis AMV11®, Spektrofotometer UV 1900i
Shimadzu®, pelat Kromatografi lapis tipis, Kromatografi kolom, lemari asam ESCQO®,
dan XRD -7000 X Ray Difractometer.

Bahan- bahan pada penelitian ini adalah daun Sesewanua (Clerodendrum
fragrans Willd.), Hispidulin (purity 297%) dari Sigma-Aldrich, Kuersetin, Etanol 96%,
Toluen, Etil Asetat, Hexan1,1-difenil-2-pikrilhidrazil, reagen TECIlot PT-S (TECO)
Prothrombin Time (PT) dan reagen activated Partial Thromplastin Time (aPTT).
Semua reagen yang digunakan dalam peneltiian ini adalah analytical grade.

2.3.1 Penyiapan sampel
2.3.1.1 Pembuatan simplisia daun Sesewanua

Sampel daun Sesewanua yang diambil dari Desa llotidea, Kecamatan Tilango,
Kabupaten Gorontalo sebanyak 5 kg yang telah dikumpulkan, dicuci bersih dengan
air mengalir untuk menghilangkan kotoran dari sampel. Daun dirajang menjadi
potongan yang kecil-kecil, dan dikeringanginkan kembali di udara terbuka. Simplisia
yang telah kering kemudian ditimbang berat sampel selanjutnya dihitung % kadar air
dari simplisia. Sampel disimpan dalam wadah plastik tertutup dan disimpan pada
suhu kamar. Penentuan kadar air pada simplisia menggunakan alat moisture balance
(Fikriyah & Nasution, 2021)

2.3.1.2 Pembuatan ekstrak etanol daun Sesewanua

Ekstrak etanol daun Sesewanua dibuat dengan metode maserasi. Ditimbang
simplisia daun sebanyak 1.500 g, lalu ditambahkan etanol 96% sebanyak 15 L
dengan perbandingan 1:10 (w/v) sampai simplisia benar-benar terendam. Ekstraksi
dilakukan selama 72 jam terlindung dari cahaya dan dilakukan pengadukan setiap
24 jam. Pada hari ke-2 dan ke-3 pelarut disaring untuk remaserasi sehingga
diperoleh 3 filtrat untuk masing-masing pelarut. Filtrat dikumpulkan dan dipekatkan
menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental. (A.R.Abubakar
& Mainul Haque, 2020). Rumus rendemen ekstrak maserasi (Senduk et al., 2020;
Sulastri et al., 2020):



_ Berat Ekstrak

% Rendemen =——"—
Berat Simplisia

x 100% (1)
2.3.1.3 Fraksinasi daun Sesewanua menggunakan kromatografi kolom
Ekstrak etanol ditimbang sebanyak 10 g ekstrak dan ditambahkan etanol
sebanyak 5 ml. Selanjutnya, silika gelso sebanyak 200 g dibuburkan menggunakan
n-hexan secukupnya, dimasukkan kertas saring dan kapas kedalam buret kolom
kromatografi, kemudian dimasukkan silika gelso yang sudah jadi bubur. Setelah
seluruh bubur silika gelso masuk, fase diam dielusi sampai terjadi pemampatan
dengan sempurna. Ekstrak dimasukan pada bagian atas kolom yang disebar secara
merata lalu ditambahkan eluen. Kemudian dielusi mulai dari kepolaran rendah lalu
kepolaran ditingkatkan perlahan-lahan dan kolom dihisap sampai kering pada setiap
pengumpulan fraksi. Pemisahan terhadap ekstrak menggunakan tiga macam fase
gerak, yaitu: n-hexan: etilasetat, metanol: etil asetatat, dan toluen: etil asetat
menggunakan kromatografi kolom dengan dengan berbagai rasio (10:0), (9:1), (8:2),
(7:3), (6:4), (5:5), (4:6), (3:7), (2:8), (1:9) dan (0:10). Rumus rendemen fraksi (Gustari,
2021):

Berat Fraksi

% Rendemen =—————x100% (2)

Berat Ekstrak

2.3.1.4 Kromatografi lapis tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) dipotong ukuran 5 cm dengan garis batas bawah
dan atas 1 cm. Plat KLT diaktivasi dalam oven pada suhu 100°C selama 30 menit.
Fraksi ditotolkan pada plat KLT menggunakan pipa kapiler. Setelah kering lalu
dimasukan kedalam bejana. Fase gerak yang digunakan adalah kloroform, aseton
:asam formiat dengan perbandingan 10:2:1. Bejana dijenuhkan selama 4 menit. Bila
fasa gerak mencapai batas yang ditentukan, plat diangkat dan dikeringkan di udara
terbuka. Noda yang terbentuk diamati pada lampu UV 366 nm. Apabila noda yang
tampak pada lampu UV sama, maka dilakukan penggabungan sehingga dapat
menyederhanakan isolat yang diperoleh (Mutmainnah et al., 2017).

2.3.2 Skrining fitokimia
Persiapan sampel untuk identifikasi kualitatif dilakukan dengan menimbang

ekstrak dan fraksi ditimbang sebanyak 100 mg dan dilarutkan dalam campuran 50

ml etanol 96% dan 50 ml air.

a) Uji Alkaloid Reagen Mayer: Larutan sampel diambil 2 ml, kemudian ditambahkan
2 tetes mayer, hasil positif dengan terbentuknya endapan putih. Reagen
dragendorff: Larutan sampel diambil 2 ml, kemudian ditambahkan 2 tetes
dragendorff, hasil positif dengan terbentuknya endapan jingga coklat.

b) Uji Tanin: 2 ml ektrak ditambahkan dengan 10 tetes FeCI3 10%. Ekstrak positif
mengandung tanin apabila menghasilkan warna hijau kehitaman atau biru
kehitaman.

c) Uji Flavonoid: 2 ml ekstrak dan 1 ml etanol 96% dalam tube ditambahkan 0,1 g
magnesium dan 10 tetes AICls. Warna berubah menjadi kuning (Sari et al.,
2022).



d) Uji Saponin: 2 ml ekstrak ditambahkan dengan 10 ml air sambil di kocok selama
1 menit. Bila busa yang terbentuk tetap stabil selama kurang lebih 7 menit, maka
ekstrak positif mengandung saponin (Mondong et al., 2015).

2.3.3 Penentuan kandungan flavonoid total
Pembuatan kurva baku kuersetin

Kurva standar kuersetin dibuat dengan melarutkan 10 mg kuersetin dalam 100 ml
etanol 96% (larutan induk kuersetin 100 ppm). selanjutnya diencerkan menjadi 50
ppm, 24 ppm, 20 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm, 7 ppm, 6 ppm, 5 ppm, 4 ppm, 3 ppm,
2 ppm dengan cara diambil masing-masing 5 mL; 2,4 mL; 2 mL; 1 mL; 0,9 mL; 0,8
mL; 0,7 mL; 0,6 mL; 0,5 mL; 0,4 mL; 0,3 mL dan 0,2 mL dari larutan induk 100 ppm
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml. Labu ukur kemudian dicukupkan dengan
etanol 96% sampai tanda batas. 1 mL larutan dari setiap konsentrasi digabungkan
dengan satu mililiter AICI3 dan 1 mL asam asetat 5%. Campuran tersebut kemudian
dibiarkan tanpa gangguan selama 30 menit. Pengukuran absorbansi dilakukan pada
panjang gelombang spesifik 230 nm menggunakan spektrofotometri UV-Vis.
Selanjutnya ditetapkan persamaan Regresi Linier Kurva Baku (y=bx + a)

Preparasi Sampel

Ekstrak dan fraksi Sesewanuwa masing-masing ditimbang sebanyak 10 mg
dilarutkan dalam 100 ml etanol 96%. Diambil 5 mL dari larutan tersebut kemudian
dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL, dicukupkan etanol 96% sampai tanda batas
(Larutan sampel siap digunakan). 1 mL masing-masing larutan sampel ditambahkan
1 ml AICI3 dan 1 ml asam asetat 5%. Campuran tersebut kemudian dibiarkan tidak
terganggu selama 30 menit sebelum mengukur absorbansi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 230 nm. absorbansi masing-
masing sampel ditetapak kadar dalam satuan bpj nya dengan mensubtitusikan ke
nilai Y pada persamaan regresi linier y=bx + a. Selanjutnya konsentrasi bpj masing-
masing sampel ditetapkan kadar Kuersetinnya dalam satuan mg QE/g dengan
menggunakan persamaan

. C x Faktor pengenceran x Volume
Kadar Flavonoid Total = PEng (3)
Berat Sampel

2.3.4 Penentuan aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

Sebanyak 1 mL ekstrak dengan konsentrasi 5, 10,15, 20 dan 25 mg/L masing-
masing ditambahkan 1 mL larutan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) 90 uyM dalam
etanol dan divorteks selama 2 menit. Berubahnya warna larutan dari ungu ke kuning
menunjukkan efisiensi penangkal radikal bebas. Selanjutnya pada 5 menit terakhir
menjelang 30 menit inkubasi, absorbansi diukur pada A 517 nm menggunakan
spektrofotometer UV-VIS. Aktivitas penangkal radikal bebas dihitung sebagai
presentase berkurangnya warna DPPH menggunakan persamaan
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Aktivitas antioksidan (%) =1 - 22sorbansisampel . qqn0,  (4)
absorbansi kontrol

2.3.5 Penentuan nilai ICso

Hasil perhitungan dari aktivitas antioksidan dimasukkan ke dalam persamaan
garis y = ax + b dengan konsentrasi (mg/L) sebagai absis (sumbu x) dan nilai %
aktivitas antioksidan sebagai ordinatnya (sumbu y). Nilai ICso dari perhitungan pada
saat % aktivitas antioksidan sebesar 50% akan diperoleh dari persamaan garis
(Huliselan et al., 2015).

2.3.6 Uji in vitro antikoagulan
2.3.6.1 Penyiapan sampel uji darah
Pada penelitian ini, digunakan probandus sehat yang diambil darahnya dari ven
a kubiti menggunakan alat suntik disposable 5 mL. Jumlah darah yang diambil
pada tiap probandus sebanyak 3 mL. Kriteria Inklusi probandus adalah berumur
dibawah 25 tahun, sehat, memiliki tekanan darah dan gula darah normal, bersedia
diambil darahnya dan Hb normal. Sedangkan kriteria ekklusi probandus adalah
sedang menjalani terapi obat antikoagulan, mengalami anafilaktik syok saat
pengambilan darah dan sedang haid.

2.3.6.2 Prosedur uji antikoagulasi metode Lee-White

Disiapkan 6 tabung vaculab plain 3 mL yang diisi masing-masing 1 mL darah,
setiap tabung ditambahkan sampel HEFS1 (F1), HEFS2 (F2), HEFS3 (F3), TEFS1
(F4) TEFS2 (F5), TEFS3 (F6), TEFS4 (F7), MEFS1 (F8), MEFS1 (F9), MEFS1 (F10),
F11 EES, kuersetin dengan konsentrasi masing-masing 5% b/v, HEP 100 IU, dan
Akuades dipipet 100 uL. Stopwatch dijalankan untuk menentukan waktu pembekuan
darah (Rahmawati Rahmawati et al., 2018).

2.3.6.3 Prosedur uji metode apusan darah

Disiapkan 15 buah object glass yang bersih dan tidak berlemak dan masing-
masing diberi label a-o. Dipipet darah pada masing-masing tabung reaksi sebanyak
20 pl dan ditotolkan sampel HEFS1 (F1), HEFS2 (F2), HEFS3 (F3), TEFS1 (F4)
TEFS2 (F5), TEFS3 (F6), TEFS4 (F7), MEFS1 (F8), MEFS1 (F9), MEFS1 (F10), F11
EES, dan kuersetin dengan konsetrasi masing-masing 5%, HEP 100 IU, dan akuades
pada 13 buah object glass secara berurutan.Tetesan darah pada object glass
disentuh dengan deck glass dengan posisi miring, kemudian digeser ke arah
berlawanan. Preparat difiksasi dalam larutan metanol sampai menutupi bagian
permukaannya selama 15 menit dan diangin-anginkan sampai kering. Preparat
kemudian direndam dalam larutan giemsa selama 30 menit dan dibilas dengan air,
selanjutnya diangin-anginkan sampai mengering. Preparat ditetesi dengan minyak
imersi dan ditutup menggunakan deck glass. Hasilnya diamati di bawah mikroskop
dengan pembesaran 400x dan didokumentasikan dengan kamera (Rahmawati
Rahmawati et al., 2018).
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2.3.6.4 Pengukuran Prothrombin Time (PT), activated Partial Thromboplastin
Time (aPTT), International Normalized Ratio (PT), dan International Normalized
Ratio (aPTT)

Pengukuran PT untuk menilai jalur koagulasi ekstrinsik. Sementara itu, tes aPTT
untuk menilai jalur intrinsik. Waktu trombin diukur untuk fase terakhir koagulasi.
Digunakan alat Coagulation analyzer (Coatron M2, Teco) untuk melakukan
percobaan. Penelitian ini menggunakan heparin (12,4 Ul/ml) sebagai kontrol positif
dan larutan garam sebagai kontrol negatif. Kit reagen TEClot PT-S (TECO)
digunakan untuk pengukuran PT, sementara itu, TEClot aPTT-S dan kalsium klorida
0,025 M untuk aPTT. Selain itu, senyawa standar kuersetin digunakan sebagai
pembanding dengan konsentrasi 10 mg/ml. Ekstrak dan fraksi dibuat dalam
konsentrasi 50 mg/mL.

Sebanyak 100 ul plasma dicampur dengan 100 ul larutan uji dan diaduk secara
perlahan. Tambahkan 50 pl dari 3,2% plasma sitrat. Inkubasi selama 2 dan 3 menit
untuk PT dan aPTT. Tambahkan 100 pul reagen PT, 50 ul reagen dan 50 pl reagen
CaCl2. Lakukan pemanasan awal dan lihat PT, aPTT, INR PT, dan INR aPTT. Hasil
uji koagulasi dilaporkan sebagai nilai median dengan kisaran minimum dan
maksimum, diberikan dalam satuan detik (Torres-Urrutia et al., 2011).

2.3.7 Karakterisasi fraksi
2.3.7.1 Penentuan serapan panjang gelombang maksimum dengan
menggunakan spektrofotomer UV-Vis

Sampel fraksi dilarutkan dengan metanol dan dibuat konsentrasi 80 bpj. Larutan
dimasukkan ke dalam kuvet dan ditentukan panjang gelombang maksimum. Hal
yang sama dilakukan pada baku hispidulin.

2.3.7.2 Penentuan gugus fungsi dengan spektroskopi FTIR

Fraksi sebanyak 10 mg digerus bersama-sama dengan kalium bromida (KBr),
kemudian ditekan hingga membentuk pelet. Setelah itu, pelet dimasukkan ke dalam
alat Fourier Transform Infra Red, selanjutnya dilakukan proses running (Kwame
Adosraku et al., 2013; Saha et al., 2013).

2.3.7.3 Penentuan serapan dengan UFLC

Ultra Fast Liquid Chromagraphy (UFLC) adalah teknik yang digunakan untuk
memisahkan berbagai konstituen senyawa. Ini adalah teknik yang paling banyak
digunakan untuk mengidentifikasi, mengukur, dan memisahkan komponen
campuran. Ini menggunakan tekanan tinggi untuk mendorong pelarut melalui kolom.
Karakterisasi fraksi Sesewanua terpilih menggunakan UFLC Merk Shimadzu di
Laboratorium Biofarmaka, Fakultas Farmasi, Universitas Hasanuddin, Makassar.
Pemisahan RP-UFLC dioptimalkan dengan elusi isokratik seluler fase gerak (air:
asetonitril-40: 60%, v/v) menggunakan kolom Simetri C18 (4,6 x 250 mm, 5 ym) pada
suhu 30°C dengan laju alir 1,0 mL/menit. Sebelum digunakan, fraksi Sesewanua
terpilih dilarutkan kembali dengan metanol melalui sonikator selama 15 menit dan
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disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 10 menit untuk membuat sampel konsentrasi
10 mg / mL. Sampel dan pelarut yang digunakan untuk fase gerak disaring melalui
alat penyaringan pelarut (Millipore, USA) menggunakan membran nilon 0,45 um.
Panjang gelombang detektor disesuaikan pada 254 nm, dan volume injeksi adalah
10 yL (Hasan et al., 2023; Srivastava et al., 2021).

2.3.7.3 Difraksi XRD

Pemeriksaan difraksi sinar-X (XRD) dilakukan menggunakan instrumen XRD
Rigaku MiniFlex Il. Teknik difraksi sinar-X (XRD) digunakan untuk membuat ulang
pola XRD serbuk yang dihasilkan dari setiap sampel. Pengaturan eksperimental
terdiri dari logam target tembaga, filter kalium (K2), tegangan 40 kilovolt (kV), dan
arus radiasi 30 miliampere (mA). Kemudian, radiasi dideteksi di wilayah kristal
spesimen menggunakan goniometer vertikal. Pola-pola tersebut diperoleh pada suhu
sekitar menggunakan lebar panggung 0,04°C dan resolusi detektor 2° (sudut difraksi)
dalam kisaran 10° hingga 80° (Aisyah et al., 2024).

2.3.7.4 Penentuan kadar senyawa hispidulin dalam fraksi

2.3.7.4.1 Pembuatan larutan stok

Baku Hispidulin dibuat dalam konsentrasi 1.000 bpj dengan cara melarutkan 2 mg
Hispidulin kedalam 2 mL pelarut metanol.

2.3.7.4.2 Penentuan panjang gelombang maksimum senyawa hispidulin
dalam pelarut metanol

Konsentrasi Baku Hispidulin 1.000 bpj selanjutnya diencerkan menjadi 300
bpj dengan cara, mengambil 600 pl diencerkan dengan metanol hingga 2 ml.
selanjutnya baku Hispidulin konsentrasi 300 bpj dimasukkan kedalam Spektro UV
VIS dan dilakukan penetapan karakterisitik profii scan lamda senyawa baku
hispidulin menggunakan spektrofotometri UV VIS pada panjang gelombang yang
telah diatur dari 200 nm sampai dengan 400 nm.

2.3.7.4.3 Pembuatan kurva baku hipidulin dalam pelarut metanol

Dibuat kurva baku dengan mengambil berturut-turut dari dari 300 bpj secara
bertingkat berturut-turut 500, 500, 500, 500, 500 pl dan diencerkan dengan 500, 500,
500, 500 500 ul metanol sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 150, 75.
37,5, 18,75, dan 9,375 bpj. Diukur serapannya pada panjang gelombang 248 nm.

2.3.7.4.4 Pengukuran kadar hispidulin dalam TEFS1

Ditimbang 10mg TEFS1 dan dilarutkan dalam 10 ml metanol sehingga
diperoleh larutan dengan konsentrasi 1.000 bpj. Dipipet sebanyak 1.000, 600, 750 pl
dan ditambahkan metanol sebanyak 1.000, 1400, dan 750 pl sehingga didapatkan
larutan TEFS1 konsentrasi 75 bpj. Diukur serapannya pada panjang gelombang 248
nm.
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2.3.7 Studi in silico network pharmacology
2.3.7.1 Identifikasi protein terkait trombosis

Protein terkait trombosis diambil dari beberapa database online, seperti
database GeneCards (https://www.genecards.org/), database OMIM
(https://www.omim.org/), dan DisGeNET (http://www.disgenet.org/) dengan kata
kunci "thrombosis". Pada DisGeNET, protein target dipilih berdasarkan cut off
"score_gda > 0.1, sedangkan untuk GeneCards, digunakan skor >1.

2.3.7.2 Prediksi target senyawa Sesewanua dan analisis irisan protein

Berdasarkan hasil analisis, analisis in silico ini difokuskan pada tiga senyawa
utama yang teridentifikasi pada fraksi Sesewanua, yaitu hispidulin, verbascoside,
dan isoverbascoside. Protein target dari senyawa Sesewanua dianalisis
menggunakan dua basis data online integratif seerti Swiss Target Prediction
(http://lwww.swisstargetprediction.ch) dan PharmMapper. Analisis dilakukan
menggunakan data SDF atau SMILES dari struktur senyawa bioaktif Sesewanua
yang diperoleh dari database PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Pada
SwissTarget Prediction, kami menelusuri protein target menggunakan spesies Homo
Sapiens dan dengan nilai probabilitas >0. Sementara itu, PharmMapper dijalankan
dengan pengaturan Maximum Generated Conformations 300, Human Protein
Targets Only. Dalam riset ini, kami hanya mengambil target dengan nilai lebih dari
nol untuk dianalisis lebih lanjut di database UniProt (https://www.uniprot.org/) untuk
mendapatkan simbol protein target.

Protein yang diperoleh dari setiap database digabungkan dan selanjutnya
menghilangkan protein duplikat. Protein yang diperoleh dari identifikasi protein terkait
trombosis dan Target Senyawa Sesewanua selanjutnya dianalisis menggunakan
Diagram Venn (https://www.bioinformatics.com.cn/static/others/jvenn/example.html)
untuk mengidentifikasi protein yang tumpang tindih untuk memperoleh data protein
terkait trombosis yang ditargetkan oleh senyawa Sesewanua.

2.3.7.3 Analisis protein-protein interaction (PPl) network dan topologinya
Target protein yang tumpang tindih divisualisasikan untuk mendapatkan protein-
protein interaction (PPl network) menggunakan database STRING 12.0
(https://string-db.org/) dengan batasan spesies "homo sapiens", nilai confidence =
0,4, FDR stringency medium (5 persen). Data interaksi protein yang diperoleh
dianalisis lebih lanjut menggunakan Cytoscape 3.10.1 (https://cytoscape.org/) untuk
membangun jaringan PPIl. Analisis topologi dilakukan dengan menyaring
berdasarkan rentang nilai derajat, keterkaitan dan kedekatan sentralitas.

2.3.7.4 Konstruksi compound-target (CT) network dan identifikasi protein hub

CT dipelajari untuk menganalisis dan memvisualisasikan bagaimana senyawa
Sesewanua dapat berinteraksi dengan protein target fungsional utama trombosis.
Pertama, jaringan protein klaster fungsional utama ditentukan menggunakan plugin
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MCODE dari Cytoscape dan protein yang berinteraksi paling tinggi dipilih
berdasarkan skor MCODE yang lebih tinggi. Selanjutnya, jaringan CT dibangun
menggunakan protein dalam klaster terbaik dan senyawa Sesewanua.

Di sisi lain, Hub-protein dibangun menggunakan plugin cytoHubba dari Cytoscape.
Protein dari klaster terbaik selanjutnya digunakan untuk identifikasi protein hub.
Dalam analisis ini, kami menggunakan beberapa parameter yang berbeda termasuk
derajat, keterkaitan, kedekatan dan MNC untuk mengidentifikasi 10 gen hub teratas
dan 5 target potensial.

2.3.7.5 Analisis gene ontology dan KEGG pathway

Analisis Gene Ontology dan KEGG pathway dilakukan untuk mengeksplorasi
mekanisme utama dari senyawa-senyawa yang ada dalam pengobatan trombosis.
Analisis ini dilakukan dengan menggunakan alat berbasis online, ShinyGO versi 0.8
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) untuk mendapatkan informasi mengenai
proses biologis (BP), komponen seluler (CC), fungsi molekuler (MF) dan jalur yang
diperkaya (KEGG). Simbol protein klaster fungsional utama yang ditargetkan oleh
Sesewanua dimasukkan ke dalam perangkat dan selanjutnya ditetapkan untuk
membatasi spesies dalam Homo sapiens dengan cut-off FDR sebesar 0,01.

2.3.7.6 Konstruksi jaringan compound-target-pathway (CTP)

Konstruksi CTP dibuat menggunakan perangkat lunak Cytoscape dengan
mengintegrasikan senyawa Sesewanua, gen target, dan jalur inti terkait trombosis
yang diidentifikasi oleh pengayaan KEGG. Gen target diambil dari analisis klaster
terbaik menggunakan modul MCODE.

2.3.7.7 Verifikasi pengikatan senyawa ke protein dengan molecular docking

Molecular docking dilakukan untuk memverifikasi interaksi molekuler dan
pengikatan senyawa dengan sebagian besar protein yang terkait dengan trombosis.
Analisis ini dilakukan untuk menentukan kemampuan senyawa untuk berikatan
dengan situs pengikatan reseptor yang dinilai dengan menggunakan paket program
AutoDock Vina. Ketiga senyawa yang diperoleh dari database PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) dalam bentuk .sdf akan didockingkan terhadap
lima protein target. Sebelum dilakukan penambatan, senyawa .sdf diubah ke dalam
format .pdb menggunakan MarvinView kemudian diubah ke dalam format .pdbqt
menggunakan Autodock setelah dilakukan perhitungan muatan dan hidrogen polar.
Selanjutnya, persiapan protein target dimulai dengan mengunduh struktur triad
protein AKT1, CASP3, ALB dan MMP9 dari RCSB PDB dengan ID 3096, 1NME,
2BXF, dan 1GKC. Persiapan reseptor juga dilakukan dengan menggunakan
Autodock dengan hidrogen polar dan muatan yang ditambahkan ke reseptor.
2.3.6.8 Simulasi dinamika molekuler dan analisis

Dinamika molekuler protein dengan ligan dilakukan pada protein dan ligan yang
memiliki hasil docking terbaik. Analisis ini diselesaikan menggunakan OpenMM dan
AMBER force fields yang dijalankan di Google collabs. Suhu diatur konstan pada 310
K. Kompleks ini di sovatasi dengan model air ff19SB dalam box 12x12x12 dengan
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penambahan NaCL 0.15 sebagai penetralisir. Simulasi dilakukan pada time step 10
ns. Kami juga menggunakan metode molecular mechanics generalized born surface
area untuk mengukur afinitas dalam bentuk energi ikat bebas senyawa Sesewanua
dalam berikatan dengan protein terpilih. Nilai yang lebih kecil menunjukkan
kemampuan yang lebih besar untuk berikatan.

2.3.8 Analisis Statistik

Hasil penelitian dilaporkan sebagai nilai rata-ratatstandar deviasi (SD) dan
disusun menggunakan Microsoft Excel 2016 (Seattle, WA, USA). Data FTIR dan
XRD dianalisis dengan perangkat lunak Origin Pro 8 yang disediakan oleh OriginLab,
yang berlokasi di Northampton, MA, AS. Studi statistik dilakukan dengan
menggunakan IBM SPSS. Data dikonversi ke dalam format grafis menggunakan
GraphPad Prism versi 9. Hasil dinyatakan signifikan bila nilai p<0.05. menggunakan
analisis statistik Kruskal Wallis dan ANOVA.

2.4 Hasil dan Pembahasan
2.4.1 Ekstraksi dan fraksinasi
2.4.1.1 Kadar air simplisia daun Sesewanua

Kadar air merupakan salah satu faktor yang berpengaruh besar terhadap daya
tahan bahan olahan. Semakin rendah kadar air, maka pertumbuhan organisme akan
semakin lambat dan bahan pangan akan lebih awet. Sebaliknya, semakin tinggi
kadar air, semakin cepat organisme berkembang biak, sehingga proses pembusukan
berlangsung dengan cepat. Hasil penentuan kadar air simplisia dari penelitian ini
adalah 9,18%. Berdasarkan data di atas, simplisia dari daun Sesewanua (SS)
termasuk ke dalam simplisia yang baik yaitu memiliki kadar air kurang dari
10%(Kementerian Kesehatan RI, 2017). Tingkat kelembaban yang rendah pada
bahan tanaman dapat mengurangi pertumbuhan jamur dan menjaga simplisia tetap
awet (Mentari et al., 2020).

2.4.1.2 Rendemen ekstrak etanol daun Sesewanua

Metode maserasi dipilih untuk penelitian ini karena metode ini merupakan metode
yang paling mudah dan tidak rumit. Maserasi menggunakan etanol 96% sebagai
pelarut untuk menarik semua komponen kimia karena etanol merupakan pelarut
universal yang dapat menarik bahan kimia yang dapat larut dari cairan non polar ke
polar (Sari et al., 2022).

Rendemen merupakan berat total dari seluruh senyawa metabolit sekunder yang
dapat diekstrak dari suatu sampel atau tanaman. Perhitungan rendemen ekstrak
dilakukan untuk mengetahui jumlah senyawa bioaktif dalam bahan yang diekstrak.
Nilai rendemen yang tinggi menunjukkan banyaknya kandungan bioaktif yang
terkandung dalam tanaman. Rendemen ekstrak etanol Sesewanua (EES) yang
diperoleh dari proses maserasi sebesar 119,81 g atau 11,98%.

Rendemen ekstrak kental daun Sesewanua memenuhi persyaratan Farmakope
Herbal Indonesia (2017), yang menyatakan bawa syarat rendemen ekstrak yang baik
adalah >10% (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Hal ini berarti etanol 96% diyakini
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dapat mengekstrak senyawa polar dan non polar dari Simplisia Sesewanua. Hal ini
sejalan dengan penelitian Rahmadani, et al. 2018 yang menemukan bahwa etanol
96% mengekstrak kadar gingerol dan shogaol tertinggi dibandingkan dengan etanol
70% dan 30% pada ekstraksi jahe merah dan Indaswati, 2018 yang menemukan
bahwa etanol 96% paling efektif untuk mengekstraksi flavonoid dari daun dewandaru
(Arista Indraswari, 2008; Rahmadani et al., 2018)

2.4.1.3 Rendemen fraksi daun Sesewanua

Rendemen fraksi daun Sesewanua didapatkan dari hasil kromatografi kolom untuk
masing-masing campuran eluen. Rendemen HEFS1, HEFS2, HEFS3, TEFS1,
TEFS2, TEFS3, TEFS4, MEFS1, MEFS2, MEFS3 adalah 55,96%, 50,42%, 54,53%,
49,00%, 46,04%, 48,43%, 49,75%, 43,23%, 42,07%, 45,24%. Seluruh rendemen
fraksi di atas 10%. Hal ini mengindikasikan bahwa proses fraksinasi mampu
memisahkan senyawa sekunder dari ekstrak berdasarkan kepolarannya. Hal ini
sesuai dengan temuan dari Fernanda, et.al, 2021 bahwa fraksinasi menggunakan
metode kromatografi dapat memisahkan senyawa sekunder ektrak daun Mitragyna
Speciosa (Hanny Ferry Fernanda et al., 2021).

2.4.1.4 Profil KLT

KLT adalah cara untuk memisahkan senyawa kimia berdasarkan seberapa cepat
atau seberapa merata kedua bagian campuran bergerak melaluinya. Bagian-bagian
ini disebut fase diam dan fase gerak. Nilai Rf dapat digunakan sebagai acuan untuk
identifikasi senyawa dan menunjukkan perbedaan sifat molekul senyawa tersebut.
Senyawa yang memiliki Rf yang lebih tinggi memiliki kepolaran yang lebih rendah,
dan sebaliknya. Hal ini karena fase diam bersifat polar. Senyawa yang lebih polar
akan tertahan dengan kuat pada fase diam, sehingga menghasilkan nilai Rf yang
rendah.

Gambar 2.1 A, menunjukkan hasil uji KLT awal ekstrak daun Sesewanua dielusi
dengan kloroform, aseton, asam format (10:2:1) dan silika gel 60 sebagai fase diam.
Lima bercak diperoleh dengan nilai Rf (faktor retardasi) masing-masing 0,375
senyawa terpenoid, 0,475, 0,525 senyawa rutin, dan 0,6 dan 0,75 senyawa alkaloid
yang dideteksi di bawah sinar UV pada 366 nm, dan kuersetin (QE) sebagai standar
pembanding untuk mengidentifikasi senyawa flavonoid. Kuersetin adalah senyawa
flavonoid utama yang termasuk dalam kelompok flavonol yang digunakan sebagai
pembanding. Munculnya noda pada kedua ekstrak daun Sesewanua menunjukkan
bahwa noda tersebut sejajar dengan QE dan memiliki nilai Rf yang sama yaitu 0,475
yang diidentifikasi sebagai senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid memiliki nilai Rf
0,475. Dilihat dari tingkat kelarutannya senyawa flavonoid larut dalam pelarut non
polar dan polar, pelarut polar yang umum digunakan adalah etanol, metanol, dan
aseton.
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Gambar 2.1. Profil KLT A. EES, B. fraksi 1) HEFS, 2) TEFS, 3) MEFS

Analisis KLT dilakukan untuk mengetahui jumlah fraksi komponen senyawa kimia
yang terkandung dalam ekstrak. Hasil fraksi dengan eluen kloroform, aseton dan
asam format dengan perbandingan 10:2:1 dapat dilihat pada Gambar 2.1 dan Tabel
2.1.

Gambar 2.1.B. menunjukkan hasil uji KLT fraksi ekstrak daun Sesewanua
menggunakan 3 campuran eluen berbeda disandingkan dengan etil asetat yakni N-
Heksan : etil Asetat , Toluena ; etil asetat dan Metanol : etil Asetat dengan masing-
masing perbandingan campuran eluen 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9,
0:10. Metode fraksinasi merupakan metode pemisahan menggunakan eluen yang
ditingkatkan kepolarannya.

n-Hexan: Ethanol Fraction of Sesewanua (HEFS) pada Gambar 2.1.B.1 dan Tabel
2.1 menunjukkan hasil profil KLT dan nilai Rf HEFS campuran eluen 10:0, 9:1, 8:2,
7:3,6:4,55, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9, 0:10. Kemudian, dikelompokkan menjadi 3 campuran
Fraksi utama berdasarkan kesamaan nilai Rf yang diperoleh. HEFS1 merupakan
fraksi dengan campuran eluen (10:0, 9:1, 8:2, 7:3 dan 6:4) memiliki nilai Rf 0,4
senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6 dan 0,7 senyawa alkaloid, Rf 0,8
dan 0,9 senyawa tanin. HEFS2 merupakan fraksi dengan campuran eluen (5:5, 4:6,
3:7) memiliki nilai Rf 0,4 senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6 senyawa
alkaloid, dan Rf 0,8 senyawa tanin. HEFS3 merupakan fraksi dengan campuran
eluen (2:8, 1:9, 0:10,) memiliki nilai Rf 0.4 senyawa kuersetin dan Rf 0,6 senyawa
alkaloid.

Toluen: Ethanol Extract of Sesewanua (TEFS) pada Gambar 2.1.B.1 dan Tabel
2.1 menunjukkan hasil profil KLT dan nilai Rf Fraksi Toluena : Etil Asetat campuran
eluen 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9, 0:10. Yang dikelompokkan
menjadi 4 campuran Fraksi utama berdasarkan kesamaan nilai Rf yang diperoleh.
TEFS1 merupakan fraksi dengan campuran eluen (10:0, 9:1) memiliki nilai Rf 0,4
senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6 dan 0,7 senyawa alkaloid, Rf 0,8
dan 0,9 senyawa tanin. TEFS2 merupakan fraksi dengan campuran eluen (8:2, 7:3,
6:4, 5:5) memiliki nilai Rf 0.4 senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6 dan 0,7
senyawa alkaloid, Rf 0,8 dan 0,9 senyawa tanin. TEFS3 merupakan fraksi dengan
campuran eluen (4:6, 3:7) memiliki nilai Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6 dan 0,7 senyawa
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alkaloid, Rf 0,8 senyawa tanin. TEFS4 merupakan fraksi dengan campuran eluen
(2:8, 1:9, 0:10) memiliki nilai Rf 0.4 senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin, Rf 0,6
senyawa alkaloid.

Methanol: Ethanol Extract of Sesewanua (MEFS) pada gambar Gambar 2.1.B.1
dan Tabel 2.1 menunjukkan hasil profil KLT dan nilai Rf M campuran eluen 10:0, 9:1,
8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9, 0:10. Yang dikelompokkan menjadi 3 campuran
Fraksi utama berdasarkan kesamaan nilai Rf yang diperoleh. MEFS1 merupakan
fraksi dengan campuran eluen (10:0, 9:1, 8:2) memiliki nilai Rf 0,7 senyawa alkaloid
dan Rf 0,8 senyawa tanin. TEFS2 merupakan fraksi campuran eluen (7:3, 6:4, 5:5,
4:6, 3:7, 2:8) memiliki nilai Rf 0,3 dan 0.4 senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin,
Rf 0,6 dan 0,7 senyawa alkaloid. MEFS3 merupakan fraksi dengan campuran eluen
(1:9, 0:10) memiliki nilai Rf 0.3 senyawa kuersetin, Rf 0,5 senyawa rutin dan Rf 0,6
dan 0,7 senyawa alkaloid serta Rf 0,8 senyawa tanin.



Tabel 2.1. Nilai Rf noda fraksi Sesewanua

10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3.7 2:8 1:9 0:10
HEFS1 HEFS2 HEFS3
5 0,9 0,925 0,95 0,925
(5) (5) (5) (4)
4 0,675 0,875 0,8 0,85 0,875 0,875
4) (4) 3) 3) 3) 3)
3 0,7 0,6 0,6 0,625 0,65 0,6 0,6 0,625
3) (2) (2) 2) (2) (1) (1) (1)
2 0,55 0,425 0,425 0,475 0,525 0,4 0,425 0,45
(2) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1)
TEFS1 TEFS2 TEFS3 TEFS4
5 0,925 0,975
4 0,875 0,875 0,925 0,9 0,85 0,975
3 0,775 0,775 0,8 0,8 0,75 0,75 0,75 0,82
2 0,65 0,625 0,625 0,6 0,575 0,6 0,6 0,7 0,65 0,575 0,65
1 0,5 0,45 0,475 0,45 0,425 0,475 0,5 0,55 0,5 0,425 0,5
MEFS1 MEFS2 MEFS3
3 0,8 0,75
2 0,75 0,75 0,625 0,675 0,575 0,625 0,625 0,55
1 0,875 0,775 0,75 0,525 0,55 0,45 0,5 0,375 0,45 0,375
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2.4.2 Skrining simplisia, ekstrak dan fraksi daun Sesewanua
2.4.2.1 Skrining fitokimia simplisia, ekstrak, dan fraksi daun Sesewanua

Skrining fitokimia merupakan langkah awal untuk mengetahui jenis-jenis senyawa
yang terdapat dalam suatu bahan alam (Sa’adah & Nurhasnawati, 2015). Hasil
skrining fitokimia simplisia dan ekstrak daun Sesewanua dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini yaitu daun Sesewanua mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, dan tanin tetapi tidak mengandung saponin.

Tabel 2.2. Skrining fitokimia simplisia, ekstrak, dan fraksi daun Sesewanua

Parameter
JenisUji SS EES HEFS TEFS MEFS
12 31 2 3 41 2 3
Alkaloids
a.Mayer’s + + + + + + + + + + + o+ Endapan
reagent putih
Endapan
b.Dragendorf’s + +  F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ s oranye

reagent sampai
merah coklat

Flavonoid Kuning atau
Mg + AICl3 + S A .
oranye
Tanin Hijau t
FeC|3 + + + + + + + + + + + + uau ua
Saponin Busa yang
Air panas . . - - - - - - - - - - Dpertahan10
menit

2.4.2.2 Flavonoid total

Pengukuran nilai flavonoid total menggunakan kuersetin sebagai baku standar
merupakan cara yang umum digunakan untuk memprediksi jumlah flavonoid dalam
sampel yang memiliki kesamaan struktur dengan kuersetin.

Berdasarkan gambar 2.3, nilai flavonoid total dari EES 147,45+1,00 mg QE/g dan
fraksi Sesewanua bervariasi dari 22,35+0,01 — 89,11+0,03 mg QE/g. EES merupakan
yang tertinggi di antara semua jenis fraksi. Hal ini dapat dijelaskan bahwa ekstrak
masih mengandung komponen bahan aktif yang lengkap dibandingkan dengan
fraksi. Hasil analisa statistik menunjukkan bahwa flavonoid EES berbeda nyata
dengan HEFS3, TEFS1, TEFS2, TEFS3 dan MEFS3 (p<0,05), namun tidak berbeda
nyata dengan HEFS1, HEFS2, TEFS4, MEFS1, dan MEFS2 (p>0,05).
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Gambar 2.2. Flavonoid total ekstrak dan fraksi Sesewanua (rata-rata + SD, n=3)
2.4.2.3 Aktivitas antioksidan fraksi Sesewanua

Uji antioksidan suatu senyawa atau ekstrak umumnya menggunakan 1,1-Difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) sebagai sumber radikal bebas. Hal ini dikarenakan metode
DDPH merupakan metode pengujian antioksidan yang sederhana, cepat, dan tidak
memerlukan banyak reagen. DPPH adalah radikal pengoksidasi yang tersedia
secara komersial yang digunakan untuk menilai aktivitas antioksidan baik antioksidan
alami maupun sintetis. Selama pengujian ini, senyawa DPPH mengalami proses
reduksi, sehingga terjadi perubahan dari warna ungu menjadi warna kuning pucat.
Perubahan ini terjadi akibat molekul antioksidan menyerap atom hidrogen. Semakin
tinggi konsentrasi antioksidan dalam ekstrak, maka semakin besar pula reduksi
DPPH yang terjadi, sehingga intensitas warna kuning semakin meningkat
(Muthukumarasamy et al., 2018). Nilai ICso, yaitu konsentrasi yang menghentikan
aktivitas DPPH menjadi setengahnya, dapat digunakan untuk mengetahui arti dari uiji
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. Semakin kecil nilai ICso, maka semakin
tinggi aktivitas antioksidannya. (Setiawan et al., 2018).

Dari tabel 3 dan gambar 2.2, EES dan fraksi memiliki ICso pada kisaran 2,56-20,89
pug/ml. Ekstrak dan fraksi memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat, dengan
nilai 1Cso <50 pug/ml. Kami menduga, senyawa yang bertanggung jawab sebagai
antioksidan pada daun Sesewanua adalah flavonoid (Huliselan et al., 2015).

Flavonoid sangat baik dalam menyingkirkan spesies reaktif seperti superoksida,
radikal peroksil, dan peroksinitrit dengan memindahkan atom hidrogen. Flavonoid
menghentikan terbentuknya Reactive Oxygent Species (ROS) dengan beberapa
cara, seperti dengan menghambat enzim xantin oksidase dan Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (NADPH) oksidase dan dengan mengkelat logam (Fe?* dan
Cu?*) untuk menghentikan reaksi redoks yang membentuk radikal bebas. Semua
fraksi menunjukkan perbedaan yang signifikan secara statistik (p<0,05) dalam nilai
ICs0 dibandingkan dengan ekstrak. Hal ini menandakan bahwa fraksinasi
meningkatkan aktivitas antikosidan (Runtuwene et al., 2019; Setiawan et al., 2018).
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Nur, e.al. 2019 menyimpulkan bahwa terdapat korelasi yang sedang antara kadar
total flavonoid dari ekstrak dan fraksi daun jati putih (Gmelina arboria Roxb) terhadap
aktivitas dalam meredam radikal DPPH (Nur et al., 2019).
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Gambar 2.3. Aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi menggunakan DPPH (rata-
rata + SD, n=3)

2.4.2.4 Waktu pembekuan

Berdasarkan waktu koagulasi darah lengkap, EES dan semua fraksi dapat
memperpanjang waktu koagulasi darah (4,50+1,32 — 8,17+1,17 menit) jika
dibandingkan dengan AQU (3,08+0,14 menit) sebagai kontrol negatif. EES, QCT,
HEFS1, TEFS1, TEFS2, TEFS3, TEFS4, MEFS1, MEFS2 dan MEFS3 memiliki
perbedaan yang signifikan (p<0,05) dengan akuades. Hal ini senada dengan
penelitian Rahmawati, 2018 dan Nurhayati, 2018 yang mendapatkan perlambatan
koagulasi darah pada pemberian sari bawang putih dan ekstrak kulit jeruk bali
(Nurhayati et al., 2018; Rahmawati, 2018).
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Gambar 2.4. Waktu koagulasi in vitro 50 mg/mL ekstrak dan fraksi daun Sesewanua
dibandingkan dengan negatif (akuades, AQU) dan kuersetin positif, QCT (rata-rata +
SD, n=3)
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2.4.2.5 Tes apusan darah

Pada tes apusan darah, sel darah merah yang tidak mengalami koagulasi
berbentuk bulat, tidak saling berkaitan dan berdiri sendiri dengan ukuran yang sama
satu sama lain. Berdasarkan gambar 2.5, Apusan darah mikroskopis, EES (e),
HEFS1(f), HEFS2 (g), HEFS3 (h), TEFS1 (i), TEFS2 (j), dan MEFS1 (m), MEFS3 (0)
menunjukkan bahwa pada menit ke-1, darah masih belum menunjukkan pembekuan
jika dibandingkan dengan kontrol negatif (akuades). Hal ini senada dengan
penelitian Rahmawati, 2018 yang mendapatkan perlambatan pada apusan darah
yang diberikan sari bawang putih (Nurhayati et al., 2018; Rahmawati, 2018).

Gambar 2.5. Mikroskop apusan darah fraksi Sesewanua; a. kontrol negatif; b.
heparin, c: EDTA; d. kuersetin; e. EES, f. HEFS1; g. HEFS2; h. HEFS3; i. TEFS1; j.
TEFS2; k. TEFS3; I. TEFS4; m. MEFS1; n. MEFS2; o. MEFS3.

2.4.2.6 Waktu pembekuan secara in vitro

Berdasarkan gambar 2.6, QCT, EES, HEFS1, TEFS2, TEFS3, TEFS4, tidak
menunjukkan adanya perlambatan nilai PT, sedangkan HEFS2 (18,0+2,24 s), HEFS3
(18,1+3,70 s), TEFS1 (24,4+4,12 s), dan MEFS1 (20,145,01 s) hasil PT lebih lama
dibandingkan dengan kontrol negatif (kisaran 17,4 s dan 15,9-20,0 s; Tabel 6). Hal
ini menunjukkan bahwa HEFS2, HEFS3, TEFS1, MEFS1 dapat menghambat
pembekuan darah melalui jalur ekstrinsik (TF-FVIla). Pemblokiran TF-FVlla dapat
memblokir aktivasi X dan protrombin, yang mengarah pada pembuatan trombin,
yang kemudian mengubah fibrinogen menjadi fibrin yang terpolimerisasi (Fischer,
2018). Berdasarkan analisa statistik, TEFS1 berbeda nyata dengan akuades dan
kuersetin (p<0,05), namun tidak berbeda nyata dengan heparin (p>0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa TEFS1 potensial dalam penghambatan jalur ekstrinsik. Hasil
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INR PT menunjukkan bahwa HEFS1, TEFS3, TEFS4, MEFS2, MEFS3 signifikan
terhadap AQU. MEFS1 tidak signifikan terhadap TEFS1.
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Gambar 2.6. PT dan INR PT 50 mg/mL ekstrak dan fraksi daun Sesewanua
dibandingkan dengan negatif (AQU, akuades) dan positif kuersetin QCT dan heparin
HEP (rata-rata + SD, n=3)

Sedangkan melalui jalur intrinsik (FVIlla-FIXa), HFS1, HFS2, HFS3, TFS3,
MEFS2, dan MEFS3 tidak menunjukkan aPTT yang berkepanjangan. Tetapi QCT
(59,4 £ 0,55 s), TEFS1 (98,6 + 4,38 s), TEFS2 (57,7 + 1,30 s), dan MEFS1 (61,1 =
6,98 s) memperpanjang aPTT dibandingkan dengan kontrol negatif (36,5 s dan 35,7-
38,0 s kisaran; Tabel 6) (Fischer, 2018; Torres-Urrutia et al., 2011a). Dari persamaan
statistik, aPTT TEFS1 dalam kisaran yang signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan
AQU, QUE, HEP, dan seluruh fraksi. Hal ini berarti TEFS1 sebagai fraksi yang
potensial dalam penghambatan koagulasi melalui intrinsik. INR aPTT EES dan
HEFS2 signifikan terhadap AQU. TEFS1 dan MEFS1 tidak signifikan.

HEFS2 dan HEFS3 memiliki efek antikoagulan melalui satu jalur ekstrinsik,
TEFS2 melalui jalur intrinsik, dan TEFS1 dan MEFS1 melalui dua jalur, yaitu intrinsik
dan ekstrinsik, yang mempengaruhi TF, FVIlla, FVllla, dan FIXa. Peningkatan nilai PT
fraksi daun Sesewanua lebih tinggi dari temuan sebelumnya. Ekstrak dari varietas
anggur Sultanina (Vitis vinifera L.) dengan nilai PT 12,8 detik, terong (Solanum
melongena L.) 12,9 detik dan melon (Cucumis melo L.) tipe Tuna 13,0 detik (kontrol
negatif 12,1-13,0 detik). Sedangkan untuk jalur intrinsik, Rasberi (Rubus idaeus L.)
menunjukkan perlambantan aPTT 54,3 detik, Quince (Cydonia oblonga Mill.) 44,6
detik (kontrol negaitf 38 detik) (Camire, 2021; Khandker et al., 2022; Khouya et al.,
2020; Rababa’h et al., 2020; Stawinska et al., 2023; Urrutia et al., 2011; Yamada et
al., 2004).
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Gambar 2.7. aPTT dan aPTT 50 mg/mL ekstrak dan fraksi daun Sesewnua
dibandingkan dengan negatif (AQU, akuades) dan positif kuersetin QCT dan positif
kuersetin QCT dan heparin HEP (rata-rata + SD, n=3)

TEFS1 dan MEFS1 merupakan 2 kandidat terbaik untuk fraksi antitrombosis.
Berdasarkan pertimbangan pebandingan nilai, TEFS1 menunjukkan nilai yang lebih
tinggi dibandingkan MEFS1 pada pengujian PT, aPTT, coagulation time, INR PT, INR
aPTT, serta apusan darah menunjukkan bentuk sel darah lebih bulat dan tidak
bersatu dibandingkan MEFS1. Analisis statistik menunjukkan nilai aPTT yang
signifikan antara TEFS1 dan MEFS1, maka disimpulkan bahwa TEFS1 merupakan
fraksi terpilih yang potensial sebagai antitrombosis.

2.4.3 Karakterisasi TEFS1
2.4.3.1 Karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis

Gambar 2.8 menunjukkan hasil spektra UV-Vis TEFS1 tidak memiliki kemiripan
dengan kuersetin (230 nm) namun kemiripan dengan Hispidulin karena sama-sama
memiliki panjang gelombang maksimum 334 nm.

2.4.3.2 Karakterisasi menggunakan FTIR

Fourier Transform Infrared (FTIR) merupakan metode spektroskopi yang
digunakan untuk mengkarakterisasi serapan fraksi. Analisis TEFS1 dilakukan pada
panjang gelombang pada 500-4000 cm'. Sampel dapat berupa molekul kompleks
karena spektrum HRFS-FTIR memiliki lebih dari 5 pita serapan. Terdeteksi puncak
inframerah (IR) pada bilangan gelombang 3623,19 cm-, diikuti dengan adanya
spektrum pada frekuensi 1513,19, 1462,20, dan 1057,87 cm'. Pita sempit pada
2973,96, 2869,11, 1649,65, 1513,19, dan 1462,20 cm™' mengindikasikan adanya
karbon karbonil cincin (C=C), yang mengindikasikan adanya ikatan hidrogen.
Kehadiran C=C aromatik dan peregangan konjugat C=0 dalam HRFS terdeteksi oleh
puncak pada bilangan gelombang 1649,65 cm'. Adanya regangan konjugasi C-H
pada HRFS terdeteksi dengan adanya puncak pada bilangan gelombang 2889,11
dan 2973 cm' (Nandiyanto et al., 2019).
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Gambar 2.8. Spektra TEFS1 dibandingkan dengan Kuersetin dan Hispidulin

Scan Lamda dengan pelarut akuades: asam asetat: AICI3 (A) Kuersetin, (B)

TEFS1, (C) Kuersetin dan TEFS1. Scan Lamda dengan pelarut metanol (D)
Hispidulin, (E) TEFS1, (F) Hispidulin dan TEFS1

Gambar 2.9. Spektra FTIR TEFS1
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Tabel 2.3. Panjang gelombang dan gugus fungsional pada TEFS1

No Panjang gelombang (cm™) Gugus fungsional
1 3441,01 0-H, C-H streching
2 3005,1 0-H, C-H streching
3 2926,01 C-H streching

4 2854,65 C-H streching

5 2750,49 C-H streching

6 2353,16 C=C streching

7 1863,24 C=0 bending

8 1714,72 C=0 bending

9 1633,71 C=C bending

10 1462,04 C-H, C=0 bending
1 1377,17 C-H bending

12 1105,21 C-O streching

13 810,1 C=C bending

2.4.3.3 Karakterisasi menggunakan UFLC

Berdasarkan hasil kromatogram pada TEFS1 pendeteksian pada panjang
gelombang 254 nm terdapat 3 puncak dengan waktu retensi 1,717, 2,251, dan 2,375
menit, dimana salah satu puncak diyakini sebagai waktu retensi senyawa hispidulin

Tabel 2.4. Kromatogram UFLC menggunakan UFLC

Peak Ret.Time Area Height Area% Height%
1 1.717 3366 264 2.515 1.932
2 2.251 2701 451 2.018 3.295
3 2.375 46100 8708 24.446 63.668
uv _
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Gambar 2.10. Spektra UFLC TEFS1
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2.4.3.5 Karakterisasi dengan difraksi XRD

Difraksi sinar-X (XRD) adalah metode yang efektif dan tidak merusak yang
digunakan untuk menganalisis bahan. Metode ini memberikan wawasan yang
berharga mengenai struktur, fase, dan banyak sifat struktural dari bahan (Bunaciu et
al., 2015). Analisis difraksi menunjukkan bahwa TEFS1 dan formulasinya memiliki
struktur amorf, seperti yang ditunjukkan oleh h (Gambar 7B). Gambar 7B menyajikan
analisis XRD, yang menunjukkan puncak yang amorf HRFS pada rentang
difraktogram 20-70. Puncak pada 22 tetha merupakan karakteristik dari TEFS1.
Sedangkan puncak 44 dan 64,5 merupakan pengotor dari instrumen yang
digunakan.
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Gambar 2.11. Spektra XRD TEFS1
2.4.3.6 Penentuan kadar hipisdulin dalam fraksi

Berdasarkan hasil pengukuran serapan didapatkan bahwa konsentrasi hispidulin
dalam TEFS1 adalah 49,1+1,0%. Karena hal itu, maka EFS1 selanjutnya disebut
sebagai Hispidulin Rich Fraction of Sesewanua (HRFS).

Hispidulin memperpanjang nilai PT maupun aPTT dengan menghambat faktor
koagulasi yang terlibat dalam jalur ekstrinsik, intrinsik dan jalur bersama.
Pemeriksaan hubungan struktur-aktivitas mengungkapkan bahwa aktivitas
antiagregasi flavonoid sangat dipengaruhi oleh struktur cincin C sebagai penentu
klasifikasi senyawa. Adanya ikatan rangkap antara atom karbon 2 dan 3 dan gugus
keto pada karbon C4 dalam HIS (golongan flavon) meningkatkan efek antiagregasi
flavonoid melalui pengikatan pada TxA2 (Ahmed et al., 2020; Brodsky et al., 2018;
Choxi et al., 2022).

2.4.4 Uji in silico

2.4.41 Penggalian data protein terkait trombosis dan prediksi target potensial
Pendekatan in silico menjadi sangat penting dalam penemuan obat karena dapat

mengungkap penyakit dan protein-protein interaction (PPl) serta jalurnya,

mengidentifikasi protein target dan untuk rasionalisasi desain obat yang dapat
mempengaruhi protein (Murakami et al., 2017)
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Beberapa basis data yang berbeda digunakan dalam penelitian ini untuk mencari
protein yang terlibat dalam trombosis. Dalam hal ini, kami menggunakan GeneCard
(nilai cutoff >1), DisGeNet (cutoff >0,1), dan database OMIM, memperoleh total 1589
protein yang berhubungan dengan trombosis (setelah menghilangkan data yang
terduplikasi). Sementara itu, prediksi target potensial senyawa Sesewanua dilakukan
dengan menggunakan tiga senyawa Sesewanua yang teridentifikasi dalam fraksi
yaitu hispidulin, verbascoside, dan isoverbascoside yang selanjutnya diambil dari
basis data PubChem. Analisis target potensial senyawa dilakukan dengan
menggunakan PharmMapper dan SwissTargetPrediction. Dalam analisis ini, kami
mempertimbangkan untuk menghapus protein yang memiliki skor <0, sehingga
menghasilkan 916 protein yang menjadi target fitokonstituen. Analisis persimpangan
protein yang terkait dengan trombosis dan senyawa Sesewanua menghasilkan 116
protein yang menjadi target potensial Gambar 2.12.

- -
Sesawanua

Gambar 2.12. Target potensial senyawa Sesewanua dalam trombosis
2.4.4.2 Protein-protein Interaction (PPIl) network dan analisis topologi

Analisis PPI network dan topologi 116 protein target potensial dilakukan dengan
menggunakan basis data STRING (alat berbasis online) dan paket perangkat lunak
cytoscape. Analisis jaringan PPl menghasilkan 115 node dan 1373 edge (satu protein
target dihilangkan karena tidak berinteraksi dengan jaringan utama atau protein lain)
dapat dilihat pada gambar 2.13.

Selanjutnya, analisis topologi protein dilakukan dengan menggunakan data 116
protein potensial yang diekspor dari STRING, untuk dianalisis lebih lanjut dengan
menggunakan cytoscape. Tiga parameter utama yang kami gunakan dalam analisis
ini adalah Degree (DC), Betweenness Centrality (BC), dan Closeness Centrality (CC)
dengan nilai masing-masing DC = 25, BC = 0.006 dan CC = 0.564 yang
menghasilkan total 29 node dan 230 edge. Ke-29 node protein tersebut kemudian
diusulkan sebagai protein yang berperan penting dalam trombosis (Tabel 2.5) dan
selanjutnya divisualisasikan dalam bentuk cyfoscape berdasarkan derajatnya
(Gambar 2.14). Cytoscape merupakan program perakitan dan visalisasi jaringan
yang kuat untuk menganalisis topologi jaringan biologis dan kemampuan kontrol
yang membantu peneliti memberi gambaran tentang sistem molekuler yang
kompleks dan target obat yang potensial (H. Liu et al., 2014).
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Gambar 2.13. PPI dari 116 protein potensial pada trombosis yang ditargetkan oleh
fitokostituen Sesewanua yang dibangun oleh STRING

Gambar 2.14. Analisis topologi protein target potensial pada trombosis yang
ditargetkan oleh senyawa Sesewanua (A) 116 protein potensial, (B) 29 protein node
dengan 230 node setelah penyaringan dengan tiga parameter DC, BC dan CC (C)
29 protein kunci yang dinilai berdasarkan derajat (ungu adalah nilai DC yang lebih

tinggi).

Tabel 2.5. Analisis topologi dari 29 protein terkait trombosis yang ditargetkan oleh
senyawa Sesewanuwa

Target Simbol Degree Betweenness Closeness
Insulin Like Growth Factor 1 IGF1 55 0.0164 0.6477
Sarcoma SRC 60 0.0324 0.6667

Spleen Associated Tyrosine
Kinase SYK 31 0.0083 0.5644

Serum Albumin ALB 88 0.1776 0.8143
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Target Simbol Degree Betweenness Closeness
Estrogen Receptor 1 ESR1 56 0.0403 0.6590
Annexin A5 ANXA5 44 0.0133 0.6096
Peroxisome Proliferator

Activated Receptor Alpha PPARA 29 0.0081 0.5672
AKT Serine/Threonine Kinase 1 AKT1 75 0.0673 0.7451
CC Motif Chemokine Ligand 5 CCL5 38 0.0109 0.5938
Harvey rat sarcoma viral

oncogene homolog HRAS 36 0.0061 0.5846
Nitric Oxide Synthase 3 NOS3 32 0.0109 0.5758
Caspase 3 CASP3 64 0.0259 0.6909
Phosphoinositide-3-kinase

regulatory subunit 1 PIK3R1 37 0.0144 0.5758
Heme Oxygenase 1 HMOX1 38 0.0063 0.5876
Interleukin 2 IL2 49 0.0216 0.6333
Matrix Metallopeptidase 2 MMP2 51 0.0168 0.6298
Plasminogen activator urokinase PLAU 32 0.0103 0.5700
Mitogen-Activated Protein

Kinase 8 MAPKS8 35 0.0064 0.5816
Glycogen Synthase Kinase 3

Beta GSK3B 41 0.0103 0.6000
Plasminogen PLG 34 0.0091 0.5729
Ras homolog family member A RHOA 41 0.0087 0.6000
Platelet derived growth factor

receptor beta PDGFRB 37 0.0078 0.5846
Peroxisome proliferator activated

receptor gamma PPARG 54 0.0160 0.6477
Prostaglandin-endoperoxide

synthase 2 PTGS2 60 0.0342 0.6706
Caspase 1 CASP1 33 0.0082 0.5700
Kinase Insert Domain Receptor KDR 48 0.0078 0.6230
Amyloid Beta Precursor Protein ~ APP 39 0.0133 0.5969

Matrix Metallopeptidase 9 MMP9 69 0.0447 0.7037
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Target Simbol Degree Betweenness Closeness

Epidermal Growth Factor
Receptor EGFR 66 0.0425 0.6909

2.4.4.3 Membuat Compound-Target (CT) network dan identifikasi protein Hub

CT network dibangun dari protein cluster fungsional utama yang diperoleh dari
analisis clustering menggunakan plugin MCODE pada cytoscape. Hasilnya, kami
menemukan lima modul hasil klaster, dan modul 1 memiliki nilai MCODE yang lebih
tinggi, yaitu 29,404 dengan 48 node dan 691 edge (Tabel 2.6).

Identifikasi hub dianalisis menggunakan plugin cytoHubba dengan menggunakan
empat parameter yaitu degree, betweenness, closeness dan MNC untuk
mengidentifikasi 10 gen hub teratas dan 5 target potensial. Hasilnya, kami
menemukan 10 protein teratas yang memiliki nilai tertinggi pada empat parameter
adalah AKT1, CASP3, ALB, MMP9, EGFR, SRC, PTGS2, ESR1, PPARG, IGF1
(tabel 2.7) dan lima protein teratas dipilih untuk analisis lebih lanjut (gambar 2.15),
yaitu AKT1 (PDB 3096), CASP3 (PDB 1NME), ALB (PDB 2BXF), dan MMP9 (PDB
1GKC). Protein-protein ini kemudian dijadikan sebagai target utama senyawa
Sesewanua dalam mencegah dan mengobati trombosis. Keempat protein tersebut
mencegah terjadinya trombosis melalui mekanisme inaktivasi platelet (Kaneider et
al., 2010a; Kopec et al., 2018a; Lopez et al., 2014a; O’Brien et al., 2011a; Paar et al.,
2017a).

Tabel 2.6. Pengelompokan yang mengindikasikan modul-modul jaringan interaksi
protein-protein dari target umum senyawa Sesewanua pada trombosis yang
dianalisis dengan algoritma MCODE

Module MCODE Score Node Edge

29.404 48 691

13.333 16 100

. 4.8 6 12




33

3.6

11

18

3.33

Tabel 2.7. 10 protein potensial trombosis yang ditargetkan oleh Sesewanua dengan

masing-masing empat nilai parameter seperti derajat, antara, kedekatan, MNC

Protein Skor
Degree Betweenness Closeness NMNC

AKT1 47 69.83 47 47
CASP3 46 63.11 46.5 46
ALB 45 59.01 46 45
MMP9 43 51.24 45 43
EGFR 43 47.47 45 43
SRC 43 46.02 45 43
PTGS2 42 48.46 445 42
ESR1 41 38.48 44 41
PPARG 41 45.37 44 41
IGF1 39 36.26 43 39
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A  Degree B Betweenness C Closeness

Gambar 2.15 10 protein target inti teratas yang diidentifikasi berdasarkan (A) Derajat,
(B) Keantaraan (C) Kedekatan dan (D) MNC, (E) Tumpang tindih dari 5 target
potensial protein terkait trombosis yang ditargetkan oleh senyawa Sesewanua

2.4.4.4 Ontologi Gen, pengayaan jalur KEGG, dan Molekular Docking
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Gambar 2.16. Pengayaan ontologi gen dan jalur KEGG dari protein klaster
fungsional utama trombosis yang ditargetkan oleh senyawa Sesewanua (p-value
0,01). (A) 20 besar proses biologis (B) 20 besar komponen seluler (C) 20 besar fungsi
molekuler (D) 20 besar jalur KEGG. Ukuran titik-titik menunjukkan jumlah gen yang
terkait. Warna menggambarkan nilai-p
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Gambar 2.17. Peta jalur terpadu senyawa Sesewanua dalam pengobatan trombosis
terutama pada jalur pensinyalan PI3K-AKT. Tanda merah adalah protein target
fungsional utama dari senyawa Sesewanua

SIEIPOE G |

Gambar 2.18. Hasil docking 3D dan 2D antara protein utama terkait trombosis yang
ditargetkan oleh senyawa Sesewanua dengan skor terbaik. (A) AKT1-
isoverbascoside (B) CASP3-isoverbascoside (C) ALB-Hispidulin (D) MMP9-
isoverbascoside
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Tabel 2.8. Docking dari empat protein potensial terkait trombosis dengan senyawa

Sesewanua
Binding Binding Residues
Protein Ligand energy
(kcal/mol) Hydrogen Bond Other Bond
TRP80,
ILE84,
LEU210,
Native -14.4 - LEUZ264,
LYS268,
VAL270,
ARG273
GLN79,
Warfarin -9.1 5:528711 THRS2, TRP80,
VAL270
AKT1 ASN54, TRPS8O,
(PDB : 3096) Hispidulin 94 SER205, LYS268, VAL
| LYS268 270
ASNS4, TRPSO,
THR211, ILE84
Verbascoside -9.8 VAL271, ;
LEU264,
TYR272, ARG273
TYR326
wEL e
Isoverbascoside -10.6 ’ LYS268,
ASP292, VAL270
CYS296
ARG207,
Native 5.7 ASN208, TRP206
SER209
CYS163,
. TYR204, TYR204,
Warfarin -6.6 ARG207 TRP206.
CASP3 ARG207
(PDB : 1NME) TRP206,
Hispidulin -6.4 TRP214 ASN208,
GLU248
THR62, SERG65,
. TYR204, HIS121,
Verbascoside -6.9 ARG207, ARG207

SER209
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CYS163,
TYR204, SER205,
SER205, ARG207
Isoverbascoside -7.4 ARG207, ’
GLU248 TRP214,
’ PHE250
PHE250,
SER251
LEU387,
ILE388,
CYS392,
. LEU407,
Native 9.7 TYR411 VAL433,
CYS438,
ALA449,
LEU453
PRO384,
LEU387,
ILE388,
. CYS392,
Warfarin -8.6 TYR411 VAL433.
CYS438,
ALA449,
ALB LEU453
(PDB : 2BXF) ASN391,
Hispidulin 78 TYR411, LYS41, \8/2:238%
SER489
ILE388, LEU387,
ASN391, ILE388,
. CYS392, CYS392,
Verbascoside -6.9 GLU450. LEU407,
ARG485, VAL433,
SER489 CYS438
ILE388, ILE388,
CYS392, LEU407,
. VAL430,
Isoverbascoside -6.4 LYS414,
ARG485, VAL433,
SER489 ALAA49,
LEU453
GLY186, LEU18S,
LEU18S, TYR393,
MMP9 Native .y HIS401, HIS405, HIS401,
(PDB : 1GKC) : HIS411, GLU402,
PRO421, HIS411,
TYR423 TYR423



38

LEU18S8,

e,

Warfarin 95 ALA189, ’
PRO421 GLU402,

HIS411,

TYR423
PHE110,

HIS190,

Hispidulin -8.3 ALA191, HIS401 VAL398,
HIS401,

HIS411

GLY 186, GLY186,
LEU188, TYR393,

ALA189, VAL398,

Verbascoside -8.3 TYR393, HIS401,
LEU397, HIS405,

LEU418, HIS411,

TYR420 TYR423

GLY186,

ALA189,
GLY186, TYR393,

. LEUQ88 VAL398,
Isoverbascoside -9.2 ALA191 ’ HIS401,
GLU402 HIS405,

HIS411,
PRO421,

TYR423

Hasil molekular docking menunjukkan bahwa tiga senyawa Sesewanua berikatan
dengan AKT1, CASP3, ALB dan MMP9 melalui ikatan hidrogen, Pi-Pi stacked, Pi-
alkil, Pi-Pi shaped, Pi-kation, Pi-anion, Pi-donor hidrogen, dan ikatan karbon-
hidrogen. Energi pengikatan yang lebih negatif dari warfarin memberi makna bahwa
senyawa-senyawa yang terkandung pada fraksi Sesewanua ini memiliki ikatan yang
lebih baik dibandingkan dengan warfarin. AKT 1 merupakan protein yang berperan
dalam aktivasi pletelet. CASP3 (Caspase 3) merupakan aktivator Tissue Factor yang
merupakan awal dari proses pembekuan darah. ALB (Albumin) menghambat proses
koagulasi dengan mengikat antitrombin yang selanjutnya dihubungkan dengan
netralisasi faktor pembekuan Xa dan efek penghambatan pada bersatunya platelet.
Aktivasi monosit oleh fibrinogen meningkatkan sekresi MMP9 (metaloproteinase-9).
MMP-9 sendiri meningkatkan koagulasi monosit melalui mekanisme autokrin
(Kaneider et al., 2010b; Kopec et al., 2018b; Lopez et al., 2014b; O’Brien et al.,
2011b; Paar et al., 2017b).
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2.4.4.5 Dinamika molekular

Analisis dinamika molekular dilakukan untuk menganalisis stabilitas dan dinamika
interaksi ligan-protein dalam kompleks doking ligan-protein teratas (menunjukkan
afinitas tinggi dan energi pengikatan rendah). Dinamika molekuler disimulasikan
selama 5 ns untuk menganalisis Root Means Square Deviations (RMSD), Root Mean
Square Fluctuation (RMSF), dan radius girasi seperti yang ditunjukkan pada Gambar
2.19, fluktuasi nilai RMSD dari 2 kompleks senyawa-reseptor Isoverbascoside-AKT1
dan isoverbascoside-CASP3 masing masing memperlihatkan nilai yang baik yakni
kurang dari 3,5 A dan 2,5 A, yang menunjukkan stabilitas dan fleksibilitas pengikatan
yang relatif stabil. Nilai RMSD semakin mendekati 0 akan lebih baik. Pada gambar
tersebut, RMSD interaksi isoverbascoside-AKT1 pada awalnya meningkat hingga
mencapai diatas 2.5 A, kemudian landai pada 2-10 ns yang mengindikasikan bahwa
interaksi tersebut telah mencapai kesetimbangan. Fase kesetimbangan
isoverbascoside-CASP3 diprediksi pada 2 hingga kira kira 9 ns (Wahyu & Ningrat,
2022) .

RMSD [A]
RMSF (4)
Radius of gyration (4)

RMSD (4]
RMSF {4}
Radius of gyration (4]

: " . 6 S 16 1% 0 30 Xo ne 7 a [
Time (nsh Rusidue Time (nsh

Gambar 2.19. RMSD, RMSF dan radius girasi kompleks protein-ligan terpilih (daun
Sesewanua) selama stimulasi dinamik molekuler (A) isoverbascoside-AKT1 (B)
isoverbascoside-CASP3

Parameter RSMF digunakan untuk mengevaluasi kestabilan interaksi ligan-enzim
pada simulasi dinamika molekuler. Isoverbascoside-CASP3 relatif lebih stabil
dibandingkan dengan isoverbascoside-AKT1. Analisis terhadap radius girasi
memberi gambaran perubahan ukuran protein selama radiasi. Semakin besar radius
girasi maka semakin besar proteinnya. Radius girasi isoverbacoside-AKT1
cenderung menurun sedangkan pada isoverbascoside-CASP3 cenderung
meningkat. Hal ini senada dengan nilai RMSD isoverbascoside-CASP3 yang lebih
kecil dibandingkan dengan isoverbacoside-AKT1 (Kaharudin et al., 2022; Lelita et al.,
2017; Zubair et al., 2020)
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2.5 Kesimpulan

Ekstrak dan fraksi Sesewanua memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat.
Efek antikoagulan TEFS1 menunjukkan signifikansi farmakologisnya sebagai obat
antikoagulan herbal dengan menghambat jalur ekstrinsik dan intrinsik yang
ditunjukkan dengan meningkatnya nilai PT dan aPTT. TEFS1 mengandung hispidulin
pada konsentrasi 49,1+1,0% sehingga disebut sebagai Hispidulin Rich Fraction of
Sesewanua (HRFS). Studi in silico terhadap 3 senyawa Sesewanua yaitu hispidulin,
verbascoside, dan isoverbascoside untuk terhadap protein AKT1, CASP3, ALB, dan
MMP9 memberikan afinitas pengikatan dan stabilitas dinamika molekuler yang baik.
Studi eksperimental dan komputasi mendukung efek Sesewanua pada gangguan
trombosis. Studi lebih lanjut diperlukan untuk melakukan formulasi HRFS dalam
bentuk sediaan transdermal.
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