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Abstract. Pipecolisporin compound with amino acid sequence lle-BAla-Trp-Pip-
Leu-Pro isolated from the fungus Nigrospora oryzae on the roots of Triticum Sp.
has activity as antimalarial against Plasmodium falciparum of 3.21 pM. On this
research, modifications were made by changing the N-Terminal of Pipecolisporin
that lle to Lys (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro/Pipecolisporin analogue). Pipecolisporin
analogue linear hexapeptide (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro) succeeded synthesized by
solid phase peptide synthesis (SPPS) using 2-chlorotrityl chloride resin, Fmoc and
Boc protect, using coupling reagents HATU, HOAL, and DIPEA. The analogue was
successfully cyclized using the solution phase method using the HATU, DIPEA
reagent in DCM. This research has three stages, that is stages of synthesis,
cyclization and characterization. At the synthesis stage, it produces a crude mass of
9.5 mg with characterization using a mass spectrometer, the fragment peak is
obtained at m/z 925.7979. In the cyclization stage which is characterized by mass
spectrometer the fragment peak was obtained at m/z 707.5267 [M+H]+.

Keywords: Peptide, hexapeptide, cyclic, solid phase peptide synthesis (SPPS),
solution phase, antimalarial.

Abstrak. Senyawa Pipecolisporin dengan urutan asam amino lle-BAla-Trp-Pip-
Leu-Pro yang diisolasi dari jamur Nigrospora oryzae pada akar tumbuhan Triticum
Sp. Telah diketahui memiliki aktivitas sebagai antimalaria terhadap Plasmodium
Falciparum sebesar 3,21uM. Pada penelitian ini dilakukan modifikasi dengan
penggantian N-Terminal pada Pipecolisporin yaitu lle ke Lys menjadi Lys-BAla-
Trp-Pip-Leu-Pro (Analog Pipecolisporin). Senyawa heksapeptida linear analog
pipecolisporin dengan urutan asam amino Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro telah berhasil
disintesis menggunakan metode sintesis peptida fase padat dengan penyangga fase
padat berupa resin 2-klorotritil klorida dan gugus pelindung Fmoc serta Boc, dengan
menggunakan reagen pengkopling HATU, HOAt, dan DIPEA. Senyawa tersebut
juga telah berhasil disiklikan menggunakan metode fase larutan dengan
menggunakan reagen HATU, DIPEA dalam pelarut DCM. Adapun tahapan yang
dilakukan pada penelitian ini terdiri dari tiga tahapan yaitu tahapan sintesis, siklisasi
serta karaterisasi. Pada tahapan sintesis menghasilkan krud sebesar 9,5 mg dengan
karakterisasi menggunakan spektrometer massa menghasilkan puncak fragmen pada
m/z 925,7979. Kemudian pada tahap siklisasi yang kemudian dikarakterisasi
menggunakan spektrometer massa menghasilkan puncak fragmen pada m/z
707,5267 [M+H]+.

Kata Kunci: Peptida, heksapeptida, siklik, sintesis peptide fase padat, fase
larutan, antimalaria.
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A. Pendahuluan

Peptida bioaktif telah banyak menarik perhatian para ilmiah karena potensinya untuk
meningkatkan kesehatan dan mengurangi resiko penyakit dengan aktivitas antioksidan,
antikanker dan antimikroba dengan selektivitas yang tinggi terhadap reseptor dan keamanan
yang lebih baik mengingat degradasi peptida di dalam aliran darah akan menghasilkan asam
amino yang relatif aman bagi tubuh [1]. Salah satu yang menjadi pusat perhatian para peneliti
yaitu antimikrobial peptida (AMP) sebagai alternatif antimikroba yang sangat menjanjikan dan
memiliki urutan yang hampir tidak terbatas dengan aktivitas spesifik terhadap mikroorganisme
bakteri, jamur juga termasuk parasit. Salah satunya adalah pipecolisporin yang telah terbukti
memiliki aktivitas antimalaria terhadap parasit dengan 1C50 terukur sebesar 3,21 uM [2].

Malaria merupakan penyakit umum dan mengancam jiwa yang disebabkan oleh
parasit yang ditularkan ke manusia melalui gigitan nyamuk Anopheles betina yang terinfeksi,
malaria disebabkan oleh parasit protozoa plasmodium [3]. Obat malaria saat ini tidak memadai
untuk pengendalian penyakit di masa depan karena adanya evolusi resistensi oleh parasit
malaria, dengan demikian diperlukan antimalaria baru dengan mekanisme aksi obat baru
(MAOB) [4;5;6;7]. Berdasarkan hal tersebut baik pipecolisporin maupun analognya dapat
dijadikan alternatif sebagai antimalaria dimasa mendatang. Dengan demikian pada penelitian
ini akan dilakukan sintesis heksapeptida siklik yang merupakan analog dari senyawa
pipecolisporin dengan urutan asam amino Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro sebagai kandidat
antimalaria. Adapun penggantian salah satu residu (analog pipecolisporin) ditujukan untuk
memperoleh aktivitas antimalaria yang lebih baik berdasarkan amfipatisitas, kationik, dan
hidrofobisitas. Asam amino pipecolisporin yang diganti adalah asam amino lle menjadi Lys,
dimana Lys merupakan residu penstabil heliks serta dapat meningkatkan kationisitas analog
dan meningkatkan aktivitas antimikroba [8]. Sintesis heksapeptida siklik secara kimia ini
dapat digunakan sebagai alternatif dari isolasi senyawa heksapeptida siklik (pipecolisporin)
dari bahan alam, dimana terdapat beberapa keuntungan dari metode sintesis peptida ini yaitu
waktu yang diperlukan pada metode ini lebih singkat daripada proses isolasi yang berasal dari
bahan alam, kemudian bahan yang digunakan adalah lebih sedikit sehingga dapat dikatakan
metode ini lebih ekonomis, efektif dan efisien baik digunakan dalam skala laboratorium
maupun skala industri untuk memperoleh senyawa dengan aktivitas farmakologi yang sama
atau lebih baik. Metode yang digunakan untuk mensintesis senyawa heksapeptida dengan
urutan peptida (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro) ini adalah metode kombinasi fasa padat dan fasa
larutan. Metode SPPS ini dipilih karena reaksinya tidak memerlukan tahapan isolasi dan
pemurnian pada setiap tahap sintesis, namun reaksinya berlangsung secara lambat dan untuk
skala kecil. Kemudian pada proses siklisasi dilakukan dengan metode fasa larutan dengan
reaksi yang lebih cepat dan dapat digunakan pada skala besar namun hasil reaksi memerlukan
pemurnian [9;1].

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka rumusan masalah pada penelitian ini adalah
apakah heksapeptida (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro) dapat disintesis dengan menggunakan
metode kombinasi fasa padat dan fasa larutan untuk menghasilkan produk sintesis yang
optimal. Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk mensintesis senyawa heksapeptida
siklik menggunakan metode kombinasi fasa padat dengan fasa larutan. Kemudian manfaat
yang diperoleh dari penelitian ini yaitu untuk menambah ilmu pengetahuan mengenai kandidat
antimalaria serta pengembangan metode sintesis heksapeptida siklik yang memiliki aktivitas
antimalaria.

B. Metodologi Penelitian

Penelitian sintesis senyawa heksapeptida siklik analog pipecolisporin (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-
Pro) sebagai kandidat antimalaria ini dilakukan di Laboratorium Sentral Universitas
Padjadjaran Bandung dengan menggunakan metode kombinasi yaitu metode fasa padat
(SPPS) dan fasa larutan.
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Adapun metode SPPS yang dilakukan terdiri dari beberapa tahapan yakni
pengkondisian tabung reaktor dengan tujuan agar tabung reaktor bebas dari pengotor atau
kontaminasi sehingga proses sintesis tidak terganggu dan hasil sintesis yang diperoleh
optimum serta bebas dari kontaminan. Lalu dilakukan pengembangan resin dengan tujuan
untuk membuka sisi aktif resin agar asam amino dapat dengan mudah masuk kedalam resin.
Setelah itu, dilakukan pengikatan asam amino pertama pada resin sebagai penyangga fase
padat yang kemudian dilakukan loading resin dengan tujuan untuk mengetahui jumlah asam
amino yang selanjutnya akan ditambahkan.

Setelah itu, dilakukan penutupan gugus aktif resin (capping resin) agar tidak berikatan
dengan asam amino lain, lalu dilakukan pelepasan gugus Fmoc dengan tujuan untuk
menyediakan sisi aktif dari asam amino sehingga terjadi ikatan antar asam amino yang satu
dengan yang lainnya. Setelah pelepasan gugus Fmoc, lalu dilakukan uji koranil untuk
memastikan bahwa gugus Fmoc telah terlepas dari asam amino ditandai dengan hasil uji
kloranil yaitu terjadinya perubahan warna pada butir resin. Kemudian dilakukan penyusunan
fragmen peptida yang kemudian dilakukan pengujian koloranil kembali untuk memastikan
adanya ikatan peptida antara asam amino yang ditandai dengan tidak terjadinya perubahan
warna pada butir resin. Selanjutnya dilakukan pelepasan heksapeptida linear dari resin serta
dilakukan pembentukan heksapeptida siklik, yang selanjutnya dipekatkan menggunakan rotary
evaporator untuk menghilangkan pelarut yang digunakan untuk siklisasi. Hasil pemekatan
selanjutnya dianalisis menggunakan spektrometri massa dengan melihat nilai m/z.

C. Hasil Penelitian dan Pembahasan

Pada penelitian ini telah dilakukan sintesis senyawa analog dari pipecolisporin dengan
prinsip penggabungan dua atau lebih asam amino yang dihubungkan oleh ikatan peptida
berdasarkan reaksi substitusi nukleofilik. Analog pipecolisporin linear (Lys-BAla-Trp-Pip-
Leu-Pro) disintesis dengan menggunakan metode Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS),
Perpanjangan rantai peptida dilakukan dari ujung-C ke ujung-N. Hal ini disebabkan
perpanjangan dengan arah sebaliknya sangat rentan terhadap reaksi samping rasemisasi.
Rasemisasi dapat menyebabkan perubahan konfigurasi absolut dari asam amino penyusun
peptida [10].

Pengkoplingan dilakukan menggunakan strategi Fmoc dengan reagen pengkopling
HATU/HOAL, DIPEA dan penyangga fase padat yaitu resin 2-klorotritil klorida (2-CTC) yang
bersifat basa dan dapat melepaskan peptida pada kondisi asam lembut (1% TFA, TFE).

Pengkoplingan Asam Amino Pertama

Resin yang digunakan terlebih dahulu dikembangkan untuk membuka sisi aktif resin,
pengembangan resin dapat dilakukan dalam pelarut dengan polaritas rendah hingga sedang
seperti dalam DMF atau DCM, tetapi resin tidak dapat mengembang dengan baik dalam
pelarut protik seperti alkohol atau air [11].

Pengkoplingan asam amino pertama (Fmoc-Pro-OH) dilakukan dengan reagen
pengkopling berupa DIPEA dalam DCM dengan mekanisme reaksi subtitusi nukleofilik.
Setelah itu dilakukan loading resin untuk mengetahui seberapa banyak asam amino pertama
yang terikat pada resin berdasarkan banyaknya gugus pelindung utama Fmoc Yyang
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terdeproteksi dan membentuk senyawa DBF yang kemudian diukur absorbansinya dengan
spektofotometer UV-Vis. Nilai loading resin yang diperoleh adalah sebesar 0,27 mmol/g dan
nilai loading resin dinyatakan baik jika berada pada rentang 0,2-1,2 mmol/g [10].

Setelah pengkoplingan asam amino pertama pada resin (Fmoc-Pro-OH) bagian resin
yang tidak berikatan dengan asam amino pertama harus di-Capping dengan Metanol (MeOH):
DIPEA: DCM, untuk memastikan pengkoplingan asam amino selanjutnya tidak mengikat sisi
aktif resin dan hanya membentuk ikatan peptide dengan asam amino sebelumnya.

Sebelum dilakukan kopling asam amino ke-2 dan selanjutnya terlebih dahulu
dilakukan deproteksi gugus pelindung Fmoc pada asam amino agar sisi aktif (-NH/NH,) pada
asam amino dapat bereaksi dengan (-COOH) asam amino selanjutnya. Proses deproteksi ini
dilakukan pada setiap tahap pengkoplingan (sebelum pengkoplingan asam amino ke-2, ke-3,
ke-4, ke-5, dan ke-6). Gugus pelindung Fmoc bersifat stabil dalam suasana asam tapi labil
dalam suasana basa, sehingga deproteksi gugus Fmoc dilakukan dengan larutan basa piperidin
20% dalam DMF. Selanjutnya dilakukan monitoring dengan menggunakan uji kloranil pada
butir resin yang telah di deproteksi dan dikeringkan hingga resin bisa diambil beberapa butir.
Uji kloranil bertujuan untuk melihat keberhasilan proses kopling yang ditandai dengan tidak
terjadinya perubahan warna pada resin dan keberhasilan proses deproteksi yang ditandai
dengan terjadinya perubahan warna resin menjadi warna merah hingga ungu kehitaman.
Penyusunan Asam Amino

Pengkoplingan asam amino ke-2 hingga ke-6 dilakukan dengan menggunakan reagen
kopling HATU, HOAt, DIPEA dan DMF sebagai pelarut. Reaksi kopling pada SPPS
cenderung sulit terjadi karena reaksi berlangsung secara heterogen antara fase padat dan fase
cair, sehingga untuk meningkatkan reaksi kopling yang terjadi diperlukan nilai 3 ekivalen
asam amino yang besar untuk memperbesar konsentrasi asam amino yang akan dikopling.
Jumlah HATU dan HOAL. yang ditambahkan sebanding dengan jumlah asam amino, yaitu 3
ek, agar satu mol asam amino diaktivasi dengan satu mol HATU dan HOAt [12].

Adapun mekanisme pengkoplingan dengan reagen kopling HATU/HOAt dan DIPEA
diawali dengan reaksi aktivasi yaitu pengikatan atom hidrogen asam pada gugus karboksil
asam amino oleh basa DIPEA hingga terbentuk ion karboksil. lon karboksil yang terbentuk
(nukleofil) menyerang karbokation pada reagen kopling HATU menghasilkan senyawa garam
karboksil uronium. Kemudian atom karbon pada gugus karbonil yang bermuatan parsial
positif diserang oleh atom oksigen gugus benzatriazol pada reagen HOALt. Setelah itu, gugus
uronium akan lepas sebagai gugus pergi, sehingga menghasilkan senyawa O-asil ester. Gugus
amino pada asam amino dalam resin bertindak sebagai suatu nukleofil yang menyerang karbon
karbonil yang bermuatan parsial positif pada senyawa O-asil ester, kemudian gugus
benzatrizol akan lepas sebagai gugus pergi dan akan membentuk suatu ikatan peptida. Reaksi
yang sama terjadi pada kopling asam amino ke-3 hingga ke-6 [12].
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Gambar 2. skema sintesis peptida AA.2-AA.6. (a) Fmoc-Leu-OH, HATU, HOAt, DMF,
DIPEA, 24 jam; (b) Fmoc-Pip-OH, HATU, HOAt, 4 mL DMF, DIPEA, 4 jam; (c) Fmoc-
Trp(Boc)-OH, HATU, HOAt, 4 mL DMF, DIPEA, 24 jam; (d) Fmoc-pAla-OH, HATU, HOA,
4 mL DMF, DIPEA, 4 jam; (e) Fmoc-Lys(Boc)-OH, HATU, HOAt, 4 mL DMF, DIPEA, 24
jam. Deproteksi (1,6 mL piperidin 20% dalam DMF ad 8 mL, 2 x 4 mL x 5 menit).

Setelah penyusunan rantai peptida selesai hingga membentuk heksapeptida yang
masih terikat pada resin, selanjutnya dilakukan pemutusan heksapeptida Linear dari resin 2-
klorotitril klorida dengan menggunakan larutan campuran TFE : Asam asetat glasial : DCM.
Filtrat berwarna kuning bening ditampung dalam vial dan dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan bantuan penambahan DCM dan n-heksana kedalam filtrat yang akan
dikeringkan hingga berbentuk serbuk. Crude heksapeptida linear yang dihasilkan sebesar 9,5
mg adalah kecil. Kemungkinan yang dapat menyebabkan hasil crude kecil adalah disebabkan
oleh kurang optimalnya proses pemutusan heksapeptida linear dari resin sehingga perolehan
filtrat yang tertampung hanya sedikit.
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Karakterisasi heksapeptida linear
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Gambar 3. Spektrum HR-TOF-MS senyawa heksapeptida linear (C47H7,NgO11, m/z terhitung
925,7979)

Crude heksapeptida linear hasil sintesis selanjutnya dikarakterisasi menggunakan
instrumen Mass Spectrometer untuk memastikan keberhasilan sintesis heksapeptida linear
analog pipecolisporin (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro). Heksapeptida linear (Lys-pAla-Trp-Pip-
Leu-Pro) memiliki rumus molekul C4;H7,NgOy; sehingga seharusnya memiliki massa molekul
sebesar 925,14. Pada hasil pengukuran terbukti terdapat puncak ion molekul dengan nilai
[M+H]" sebesar 925,7979, dengan demikian heksapeptida linear analog pipecolisporin (Lys-
BAla-Trp-Pip-Leu-Pro) telah berhasi disintesis dengan menggunakan metode SPPS.

% N o
HN*0J< I \K

Chemical Formula: C31Hs4NgOg Chemical Formula: C41Hg3N704¢
Molecular Weight: 638.81 Molecular Weight: 813.99
(a) (b)

Gambar 4. (a) pentapeptide (Lys-BAla-Pip-Leu-Pro), (b) pentapeptida (Lys-BAla-Trp-Leu-
Pro)

pada hasil pengukuran terdapat 2 puncak ion molekul dengan nilai 639,6412 yang
diketahui merupakan puncak ion molekul [M+H]" untuk pentapeptida (Lys-pAla-Pip-Leu-
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Pro/tanpa Triptofan) yang memiliki massa molekul sebesar 638,81 g/mol. Kemudian puncak
lainnya dengan nilain 814,99 7726 yang diketahui merupakan puncak ion molekul [M+H]*
untuk pentapeptida (Lys-pAla-Trp-Leu-Pro/tanpa Pipekolat) yang memiliki massa molekul
sebesar 813,99 g/mol. Kedua pentapeptida tersebut terbentuk akibat terjadinya delesi atau
penghapusan salah satu asam amino.

Siklisasi heksapeptida linear

Proses siklisasi dilakukan dengan menggunakan metode fase larutan dengan reagen
pengkopling HATU, DIPEA dan DCM. Pada umumnya di alam banyak ditemukan polipeptida
dalam bentuk siklik, dimana struktur siklik ini terkait dengan fungsi biologis dari polipeptida
tersebut. Adapun tipe siklisasi yang digunakan pada penelitian ini adalah tipe siklisasi dari
kepala ke ekor pada fase larutan karena proses siklisasi heksapeptida lebih efisien dilakukan
dengan menggunakan metode fase larutan selama 3 x 24 jam pada suhu ruang. Pada
heksapeptida linear ini yang berperan sebagai C-terminal adalah Prolin yang memiliki
kelebihan sebagai B-turn inducer atau konformasi sekunder yang dapat mendekatkan terminal-
C dan terminal-N melalui hidrogen hingga dapat mempermudah pembentukan heksapeptida
siklik (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro).

Peptida dalam bentuk siklik memiliki beberapa keunggulan yaitu dapat meningkatkan
aktivitas biologisnya dengan meningkatkan sisi aktif pengikatan dengan molekul target, lalu
menurunkan fleksibilitas struktur senyawa (struktur lebih kaku) sehingga dapat mengurangi
perubahan entropi saat mengikat molekul target dibandingkan dengan bentuk linearnya, dan
dapat meningkatkan permeabilitas membran dan transport molekul dari sitoplasma sehingga
dapat memberika keuntungan dalam meningkatkan efek farmakologis dari senyawa peptida
siklik tersebut [13].

,Boc
o N a(1,2)
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HN
H,N N/\)LN 05 Ckfo o) jo NH
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N o}
H
N
OH
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NH,

Gambar 5. Skema reaksi siklisasi heksapeptida linear (a) (1) HATU 11,75 mg, DIPEA 20,98
pL, DCM 97 mL, 3 x 24 jam. (2) 95% TFA, 5% air, 2 jam.

Lebih dari sebagian asam amino memiliki gugus samping yang bersifat reaktif, seperti
asam amino Fmoc-Trp(Boc)-OH dan Fmoc-Lys(Boc)-OH yang digunakan sintesis
heksapeptida pada penelitian ini. Dimana gugus samping yang reaktif ditutup/dilindungi oleh
gugus pelindung samping contohnya adalah Boc, jika gugus samping yang reaktif ini tidak
dilindungi dapat mengganggu reaksi pembentukan ikatan peptida antar asam amino (terjadi
modifikasi gugus samping) hingga dapat menghasilkan produk samping. Gugus pelindung
samping dapat dideproteksi dengan TFA [10].
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Karakterisasi heksapeptida siklik

OH/@H
N o]
OOO

N NH
W“HIS
ILN04

- NH,

a0 Chemical Formula:
C37Hs54NgOg
Molecular Weight: 706.89

L Jlni HJHLIJ.II {I. | l’nhn J_luh h Ll ;H N ‘:”:: gL.. L prezes 1385083

1 20 20 ! E: 00 100 120 1300 1400 1500

Gambar 5. 12 spektrum HR TOF-MS senyawa heksapeptida linear (C47H72N8011, m/z
terhitung 707,5267)

Crude hasil siklisasi selanjutnya dikarakterisasi menggunakan instrumen Mass
Spectrometer untuk memastikan keberhasilan sintesis heksapeptida siklik analog
pipecolisporin (Lys-pAla-Trp-Pip-Leu-Pro) memiliki rumus molekul Cgz;Hs4NgO;; sehingga
seharusnya memiliki massa molekul sebesar 706,89. Pada hasil pengukuran terbukti terdapat
puncak ion molekul dengan nilai [M+H]+ sebesar 707,5267, dengan demikian heksapeptida
siklik analog pipecolisporin (Lys-BAla-Trp-Pip-Leu-Pro) telah berhasi disiklisasi dengan
menggunakan metode fase larutan. Tetapi jika diamati pada spektrum, hasil yang diperoleh
tidak murni sehingga tidak bisa dilakukan uji aktivitas antimalaria karena bisa saja campuran
atau pengotor mempengaruhi aktivitas biologis dari heksapeptida siklik (Lys-pAla-Trp-Pip-
Leu-Pro).

D. Kesimpulan
Berdasarkan pembahasan dalam penelitian ini, peneliti menyimpulkan beberapa hasil
penelitian sebagai berikut:

1. heksapeptida linear senyawa analog pipecolisporin (Lys-pAla-Trp-Pip-Leu-Pro)
dengan metode SPPS menggunakan strategi Fmoc, reagen kopling HATU/ HOA, resin
2-Klorotritil klorida, serta larutan TFE:ACOH:DCM (2:2:6) sebagai reagen Cleavage
berhasil disintesis berdasarkan karakterisasi menggunakan spektrometri massa dengan
nilai [M+H]" sebesar 925,7979 dengan massa crude yang diperoleh sebesar 9,5 mg.

2. siklisasi senyawa heksapeptida linear (Lys-pAla-Trp-Pip-Leu-Pro) dengan metode fase
larutan menggunakan reagen HATU dan DIPEA dalam pelarut DCM telah berhasil
dilakukan berdasarkan karakterisasi menggunakan spektrometri massa dengan nilai
[M+H]" sebesar 707,5267.
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