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Abstrak

Kanker tiroid merupakan salah satu keganasan endokrin yang masih memerlukan pengembangan pendekatan diagnosis dan
terapi yang lebih terarah. Peptida merupakan platform kimia yang menjanjikan untuk pengembangan radiofarmaka karena
dapat disintesis secara terarah dan dimodifikasi secara kimia. Penelitian ini bertujuan untuk mensintesis dan mengkarakterisasi
YYGSR-NH: sebagai chemical starting point untuk pengembangan radiofarmaka theranostik tiroid. YYGSR-NH: disintesis
menggunakan metode Fmoc-solid phase peptide synthesis pada Fmoc-Rink amide resin melalui kopling bertahap residu Arg,
Ser, Gly, Tyr, dan Tyr. Deproteksi dilakukan menggunakan piperidina 20% dalam DMF, sedangkan kopling menggunakan
HATU, HOAt, dan DIPEA. Peptida dilepaskan dari resin menggunakan TFA/TIS/H-0, dimurnikan dengan RP-HPLC semi-
preparatif, dan dikarakterisasi menggunakan HPLC analitik serta time-of-flight mass spectrometry. Nilai loading resin yang
diperoleh adalah 0,546 mmol/g dengan massa rata-rata produk kasar sebesar 0,4739 g. HPLC semi-preparatif menunjukkan
beberapa komponen dengan kelompok puncak utama sekitar 12—14 menit. HPLC analitik menunjukkan dua puncak pada
waktu retensi 1,315 dan 26,412 menit dengan area relatif 96,31% dan 3,69%. Spektrometri massa menunjukkan ion dominan
pada m/z 644,3157 yang sesuai dengan ion teoritis [M+H]" YYGSR-NH.. Berdasarkan hasil tersebut, YYGSR-NH: berhasil
disintesis dan identitas molekulnya dikonfirmasi melalui spektrometri massa, sehingga dapat digunakan sebagai bahan baku
kimia awal untuk penelitian pengembangan radiofarmaka theranostik tiroid selanjutnya.
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Abstract

Thyroid cancer is an endocrine malignancy that still requires the development of more targeted diagnostic and therapeutic
approaches. Peptides are promising chemical platforms for radiopharmaceutical development because they can be synthesized
in a controlled manner and chemically modified. This study aimed to synthesize and characterize YYGSR-NH: as a chemical
starting point for thyroid theranostic radiopharmaceutical development. YYGSR-NH: was synthesized using Fmoc-solid phase
peptide synthesis on Fmoc-Rink amide resin through sequential coupling of Arg, Ser, Gly, Tyr, and Tyr residues. Deprotection
was performed using 20% piperidine in DMF, while coupling was carried out using HATU, HOAt, and DIPEA. The peptide
was cleaved from the resin using TFA/TIS/H:O, purified by semi-preparative RP-HPLC, and characterized using analytical
RP-HPLC and time-of-flight mass spectrometry. The resin loading obtained was 0.546 mmol/g, with an average crude product
mass of 0.4739 g. Semi-preparative HPLC showed several components with major peaks at retention times of approximately
12—14 min. Analytical HPLC showed two peaks at retention times of 1.315 and 26.412 min, with relative areas of 96.31% and
3.69%, respectively. Mass spectrometry showed a dominant ion at m/z 644.3157, which was consistent with the theoretical
[M+H]"ion of YYGSR-NH:. Based on these results, YYGSR-NH: was successfully synthesized and its molecular identity was
confirmed by mass spectrometry, supporting its use as a chemical starting point for further development of thyroid theranostic
radiopharmaceuticals.
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1. PENDAHULUAN

Kanker tiroid merupakan salah satu keganasan endokrin dengan insidensi yang tinggi dan terus menjadi perhatian
dalam pengembangan pendekatan diagnosis serta terapi yang lebih terarah. Berdasarkan GLOBOCAN 2022,
kanker tiroid menempati peringkat ketujuh berdasarkan jumlah kasus baru kanker di dunia, dengan sekitar 821.214
kasus baru dan 47.507 kematian. Insidensinya menunjukkan perbedaan yang nyata berdasarkan jenis kelamin dan
secara konsisten lebih tinggi pada perempuan [1]. Meskipun sebagian besar differentiated thyroid cancer (DTC)
memiliki prognosis yang baik, namun tata laksananya tetap membutuhkan pendekatan diagnosis, terapi, dan
pemantauan jangka panjang [2].

Radioiodine merupakan salah satu contoh paling awal dan paling mapan dari pendekatan theranostik dalam
kedokteran nuklir. Prinsip tersebut memanfaatkan kemampuan fisiologis sel folikular tiroid dalam mengambil
iodida melalui sodium-iodide symporter (NIS), sehingga isotop iodium dapat digunakan baik untuk pencitraan
maupun terapi [3]. Namun, perkembangan radiofarmaka modern tidak hanya bergantung pada radionuklida, tetapi
juga pada kualitas molekul pembawa atau targeting vector yang membawa radionuklida menuju jaringan sasaran.
Identitas kimia, kemurnian, stabilitas, dan kemampuan molekul pembawa untuk dimodifikasi menjadi aspek yang
penting sebelum suatu kandidat memasuki tahap radiolabeling dan evaluasi biologis [4].

Peptida menjadi salah satu kelas molekul yang menarik untuk pengembangan radiofarmaka karena ukurannya
relatif kecil, mudah dimodifikasi secara kimia, dan dapat disintesis secara terarah. Selain itu, dibandingkan
molekul biologis berukuran besar, peptida umumnya menawarkan penetrasi jaringan yang baik dan dapat
dirancang untuk mempunyai sifat farmakokinetik tertentu sehingga banyak dikembangkan sebagai vektor
molekuler dalam sistem diagnostik maupun terapeutik [5]. Salah satu pendekatan yang paling banyak digunakan
untuk menghasilkan peptida sintetik adalah solid-phase peptide synthesis (SPPS). Strategi Fmoc-SPPS
memungkinkan perakitan residu asam amino secara berurutan melalui siklus deproteksi dan kopling pada fase
padat serta memberikan fleksibilitas dalam pemilihan resin, gugus pelindung, dan reagen kopling. Pendekatan ini
sesuai untuk penelitian YYGSR-NH, karena rink amide resin memungkinkan pembentukan peptida dengan gugus
amida pada ujung C-terminal setelah proses cleavage [6].

Landasan rasional pengembangan YYGSR dalam penelitian ini berasal dari pentapeptida YIGSR (Tyr-Ile-Gly-
Ser-Arg), yaitu sekuens bioaktif yang berasal dari rantai f1 laminin. Iwamoto et al. (1987) melaporkan bahwa
YIGSR berperan dalam interaksi sel dengan laminin dan dapat menghambat invasi serta pembentukan metastasis
eksperimental [7]. Selain memiliki aktivitas biologis yang telah banyak dipelajari, keberadaan residu tirosin pada
N-terminal YIGSR memberikan peluang untuk modifikasi berbasis iodium. Koliakos et al. (1997) menunjukkan
bahwa YIGSR diradioiodinasi dan dievaluasi sebagai dasar radiopeptida untuk pencitraan tumor, dengan
radiopeptida tersebut menunjukkan akumulasi pada jaringan karsinoma paru [8]. Studi yang lebih baru oleh
Mendonga et al. (2024) juga melaporkan sintesis YIGSR menggunakan strategi Fmoc, pemurnian dengan RP-
HPLC, karakterisasi dengan spektrometri massa, serta evaluasi peptida berlabel radioiodine sebagai penarget
kanker [9]. Temuan-temuan tersebut menunjukkan bahwa YIGSR merupakan kerangka peptida yang relevan
sebagai landasan konseptual dalam eksplorasi radiopeptida. Berdasarkan kerangka YIGSR, peptida YYGSR-NH,
dirancang dengan mengganti residu isoleusin pada posisi kedua menjadi tirosin sehingga diperoleh urutan menjadi
Tyr-Tyr-Gly-Ser-Arg dengan gugus amida pada C-terminal. Modifikasi ini menghasilkan dua residu tirosin
berurutan pada bagian N-terminal yang menyediakan gugus fenolik aromatik yang berpotensi menjadi situs untuk
modifikasi kimia lebih lanjut, termasuk pendekatan berbasis iodium. Namun, substitusi Ile menjadi Tyr pada
penelitian ini diposisikan sebagai strategi desain kimia dan tidak dimaksudkan untuk menyatakan bahwa YYGSR -
NH; mempertahankan aktivitas biologis YIGSR. Residu glisin memberikan fleksibilitas terhadap rantai peptida,
sedangkan serin bersifat polar dan arginin yang bermuatan positif memberikan kontribusi terhadap karakter
fisikokimia dan hidrofilisitas molekul [10,11]. Kombinasi karakter tersebut menjadi dasar rasional pemilihan
YYGSR-NH; sebagai model peptida dalam penelitian ini.

Sebelum dikembangkan ke tahap modifikasi atau radiolabeling, produk peptida sintetik perlu dimurnikan dan
dikarakterisasi secara memadai. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) banyak
digunakan untuk pemurnian serta evaluasi profil kromatografi peptida, sedangkan spektrometri massa digunakan
untuk mengonfirmasi identitas molekul berdasarkan kesesuaian nilai massa eksperimental dengan massa teoritis
[12,13]. Pengembangan metode kromatografi untuk peptida dapat menjadi kompleks karena pemisahan
dipengaruhi oleh berbagai parameter, termasuk komposisi fase gerak, gradien, sifat kimia peptida, konsentrasi
sampel, serta kondisi instrumen [12].
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Beberapa penelitian sebelumnya mendukung penggunaan Fmoc-SPPS, HPLC, dan spektrometri massa dalam
sintesis serta karakterisasi peptida. Maharani et al. (2025) melaporkan sintesis analog linear bacicyclin
menggunakan strategi Fmoc-SPPS dengan HATU/HOAt sebagai reagen kopling dan DIPEA sebagai basa, yang
selanjutnya dimurnikan menggunakan RP-HPLC serta dikarakterisasi menggunakan HR-TOF-ESI-MS dan NMR
[13]. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa kombinasi Fmoc-asam amino, HATU, HOAt, DIPEA dapat
digunakan secara efektif dalam perakitan peptida linear. Sebelumnya, Maharani et al. (2022) juga melaporkan
sintesis reversed-bacicyclin melalui kombinasi sintesis fase padat dan fase larutan, yang memberikan dasar
metodologis untuk pengembangan analog peptida selanjutnya [14]. Aluri ef al. menunjukkan penerapan Fmoc-
SPPS pada Rink amide resin untuk sintesis peptida multiresidu, termasuk penggunaan gugus pelindung pada
residu seperti Arg(Pbf) dan Ser(tBu), serta evaluasi produk menggunakan RP-HPLC [15]. Meskipun berbagai
penelitian tersebut telah menunjukkan keberhasilan sintesis dan karakterisasi peptida menggunakan Fmoc-SPPS,
penelusuran literatur yang dilakukan belum menemukan laporan yang secara spesifik mendokumentasikan
sintesis, pemurnian, dan karakterisasi analitik YYGSR-NH, sebagai bahan kimia awal dalam konteks
pengembangan radiofarmaka theranostik tiroid. Berdasarkan kesenjangan tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
mensintesis YYGSR-NH: menggunakan metode Fmoc-SPPS, memurnikan produk menggunakan RP-HPLC
semi-preparatif, serta mengkarakterisasi produk hasil sintesis menggunakan RP-HPLC analitik dan Electrospray
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (ESI-TOF-MS) sebagai dasar penyediaan chemical starting point
untuk pengembangan radiofarmaka theranostik tiroid pada tahap penelitian selanjutnya.

2. METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: N,N-dimetilformamida (DMF), diklorometana (DCM),
metanol, N, N-diisopropiletilamina (DIPEA), asam trifluoroasetat (TFA), triisopropilsilana (TIS), dan piperidina
yang diperoleh dari Sigma-Aldrich (Singapura). Fmoc-Rink amide resin, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-
OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-1-ilmetilena]-N-
metilmetanaminum heksafluorofosfat N-oksida (HATU), dan 1-hidroksi-7-azabenzotriazol (HOAt) diperoleh
dari GL Biochem (Shanghai, China). Asetonitril dan air dengan grade HPLC/LC-MS digunakan pada tahap
pemurnian dan karakterisasi kromatografi.

Alat

Peralatan utama yang digunakan dalam penelitian ini meliputi rotary suspension mixer untuk sintesis peptida fase
padat, rotary evaporator untuk penguapan pelarut, instrumen analytical reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) yang dilengkapi dengan Waters 2998 Photodiode Array Detector dan kolom C18,
instrumen RP-HPLC semi-preparatif yang dilengkapi dengan Waters 2998 Photodiode Array Detector dan kolom
C18, spektrofotometer UV-Vis TECAN Infinite 200 PRO untuk penentuan loading resin, serta Waters Xevo
quadrupole time-of-flight mass spectrometer dengan sumber ionisasi electrospray (ESI-QTOF-MS) untuk
karakterisasi massa molekul produk hasil sintesis.

Prosedur

Sintesis Peptida YYGSR-NH:

Peptida YYGSR-NH: disintesis menggunakan metode solid-phase peptide synthesis (SPPS) dengan strategi Fmoc
pada Fmoc-Rink amide resin. Sebanyak 400 mg resin dimasukkan ke dalam reaktor sintesis dan dikembangkan
(swelling) dalam DMF selama 10-20 menit pada suhu ruang. Resin kemudian dicuci menggunakan DMF dan
DCM [11]. Deproteksi gugus Fmoc dilakukan menggunakan 4 mL piperidina 20% dalam DMF selama 15 menit
dan diulangi sebanyak dua kali [13]. Setelah deproteksi, resin dicuci menggunakan DMF dan DCM untuk
menghilangkan sisa piperidina dan produk hasil deproteksi. Keberadaan gugus amina bebas setelah proses
deproteksi dipantau menggunakan uji kloranil [31].

Perakitan rantai peptida dilakukan dari arah C-terminal menuju N-terminal melalui kopling Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, dan Fmoc-Tyr(tBu)-OH secara berurutan. Setiap tahap
kopling dilakukan menggunakan Fmoc-amino acid sebanyak 3 ekuivalen, HATU 3 ekuivalen, HOAt 3 ekuivalen,
dan DIPEA 6 ekuivalen dalam DMF. Reaksi kopling dilakukan pada suhu ruang dan keberhasilan kopling
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dipantau menggunakan uji kloranil [31]. Setelah setiap kopling, resin dicuci menggunakan DMF dan DCM
sebelum dilakukan deproteksi Fmoc berikutnya.

Capping

Setelah tahap kopling yang memerlukan penutupan gugus amina yang tidak bereaksi, dilakukan proses capping
menggunakan campuran asam asetat: DIPEA:DMF dengan perbandingan 5:5:90. Sebanyak 5 mL campuran
capping ditambahkan ke resin dan direaksikan selama 5 menit pada suhu ruang. Perlakuan capping dilakukan
sebanyak dua kali. Setelah proses selesai, larutan dibuang dan resin dicuci menggunakan DMF dan DCM sebelum
dilanjutkan ke tahap sintesis berikutnya [32].

Penentuan Loading Resin

Penentuan loading resin dilakukan setelah kopling residu pertama. Sejumlah resin (0,5 mg) ditambahkan larutan
piperidin 20% dalam DMF untuk melepaskan gugus Fmoc, kemudian absorbansi larutan diukur menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 290 nm. Nilai absorbansi sampel dikoreksi terhadap blanko
dan digunakan untuk menghitung kapasitas loading resin dalam mmol/g [33].

Cleavage dan Deproteksi global

Setelah seluruh tahapan elongasi peptida selesai, peptida dilepaskan dari resin sekaligus dilakukan deproteksi
global gugus pelindung rantai samping menggunakan campuran TFA:TIS:H,O dengan perbandingan 95:2,5:2,5
(v/v/v). Sebanyak 5 mL campuran cleavage cocktail ditambahkan ke resin dan direaksikan selama 2-3 jam pada
suhu ruang [34].

Preparasi crude peptida YYGSR-NH>

Hasil krud YYGSR-NH; dilarutkan dalam campuran air dan asetonitril dengan perbandingan 7:3 (v/v), sesuai
preparasi yang digunakan pada metode RP-HPLC. Kemudian larutan disonikasi hingga homogen, kemudian
saring menggunakan syringe filter sebelum dimasukkan ke dalam vial HPLC [13].

Pemurnian menggunakan RP-HPLC semi-preparatif

Produk kasar dimurnikan menggunakan RP-HPLC semi preparatif yang dilengkapi Waters 2998 Photodiode
Array Detector dan LiChrospher 100 C18 Sum, 10 x 250 mm. Pemurnian dilakukan dengan flow rate 2,0
mL/menit menggunakan sistem elusi gradien. Fase gerak terdiri atas fase A berupa air dan fase B berupa metanol.
Komposisi awal fase gerak adalah 60% A dan 40% B, kemudian secara bertahap diubah menjadi 10% A dan 90%
B pada menit ke-30. Komposisi tersebut dipertahankan hingga menit ke-45 dan dikembalikan menjadi 60% A dan
40% B pada menit ke-50. Pemisahan dilakukan pada suhu kolom 25 °C dan laju alir 2,0 mL/menit. Kromatogram
dipantau menggunakan detektor PDA pada panjang gelombang 210, 254, dan 365 nm. Fraksi yang dipilih
dikoleksi secara terpisah dan pelarut diuvapkan menggunakan rotary evaporator.

Karakterisasi menggunakan RP-HPLC analitik

Fraksi hasil pemurnian dianalisis menggunakan RP-HPLC analitik yang dilengkapi Waters 2998 Photodiode
Array Detector dan kolom C18. Analisis dilakukan menggunakan sistem elusi gradien dengan fase gerak A berupa
air dan fase gerak C berupa asetonitril (ACN). Komposisi awal fase gerak adalah 90% A dan 10% C, kemudian
diubah secara bertahap hingga mencapai 20% A dan 80% C pada menit ke-30. Analisis dilakukan dengan laju alir
1,0 mL/menit dan volume injeksi 50 pL. Kromatogram dipantau menggunakan detektor PDA pada panjang
gelombang 254 nm. Profil kromatografi dievaluasi berdasarkan waktu retensi dan area relatif masing-masing
puncak.

Karakterisasi menggunakan ESI-QTOF-MS

Massa molekul produk hasil sintesis ditentukan menggunakan Waters Xevo Q-TOF mass spectrometer dengan
sumber ionisasi electrospray ionization (ESI). Analisis dilakukan dalam mode ion positif. Identitas YYGSR-NH:
ditetapkan dengan membandingkan nilai mass-to-charge ratio (m/z) ion molekul hasil pengukuran dengan nilai
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teoritis ion [M+H]*. Formula molekul YYGSR-NH: adalah C29H41NsOs dengan massa monoisotopik sekitar
643,31 Da dan nilai teoritis [M+H]" sekitar m/z 644,31.

3. HASIL

Sintesis Peptida YYGSR-NH:

Peptida YYGSR-NH: berhasil disintesis menggunakan strategi Fmoc-SPPS pada Fmoc-Rink amide resin melalui
tahapan deproteksi, kopling, capping, elongasi rantai, serta cleavage dan deproteksi global. Tahapan sintesis
YYGSR-NH: ditunjukkan pada Gambar 1.

(@) sweliing (2) Deprotection (3) Coupling 1 (@ Deprotection

[ o
] ]
me"NH—O—C—NH—Q — N;NOC—NNO — Fm»Mg(PbO-NNO—C NHQ —>  H—Arg(Pbi)- MOC -nH—-Q)

Fmoc~—Rink amide resin HzN—Rink amide resin Fmoc—Arg(Pbf)—Rink amide resin H—Arg(Pbf)—Rink amide resin

(® Coupling 2 () Deprotection @ Coupling 3 Deprotection
i i § i
Frmoc—Ser(tBu)- wpnorm@—c-w—o — N—Se([&)—‘:g‘PM)-m@—C-NH—O — Fm‘c»-w:zs«»wm,mgc-m—o —_ H»GN—S&{M}-WMM@»GNN-O
Fmoc—Ser(tBu)—Arg(Pbf)—Rink amide resin H—Ser(tBu)—Arg(Pbf)—Rink amide resin Fmoc—Gly—Ser(tBu)—Arg(Pbf)—Rink amide resin H—Gly—Ser(tBu)—Arg(Pbf)—Rink amide resin
(9 Coupling 4 Deprotection (@ Coupling 5 (i) Deprotection

] 0 o
1 ;
Frmoc—Tyr(tBu)-Gly—Ser(tBu)-ArglPbe)- MOC NH—Q) —> H-TyrtBu)-Gy-Ser(u} WM»WQC—MO —> Fmoc-TyrtBu)-Tyr(Bu)-Gly - Ser{1Bu)- ArglPef) »O-?»O—» N—'yv“ﬁu.‘ir\ﬂu}—ﬁy—&e_‘ﬂdrhy’bﬁ‘wort‘*o

Fimoc—T y—Ser(tBu)-ArgiPbf)—Rink amide H-Tyr(18u) {1Bu)-ArglPbf)—Rink amide resin FocTyr(Bu)-Tyr(Bu)-Gy - Ser(Bul-ArglPb)-Rnk amideresn  H-Tyu)-TyeBo)-Giy-Sert)-ArgPef Rk amide s
HN NH;*
NH
@3 Cleavage OH
(TFA cocklnll) o
= Rink amide resin
Hy N),\ /'\ )l\ /k /lK/\ )k CNH,

YYGSR—NH,
(Tyr—Tyr—Gly—Ser—Arg—NH,)

Gambar. 1. Tahapan Sintesis YYGSR-NH, menggunakan strategi Fmoc-SPPS
Penentuan Loading Resin
Penentuan loading resin setelah kopling residu pertama menghasilkan absorbansi terkoreksi sebesar 0,6339 dan

kapasitas loading resin sebesar 0,546 mmol/g (Tabel 1)

Tabel 1. Hasil penentuan loading resin Fmoc-Rink amide

Parameter Hasil
Absorbansi blanko (piperidin 20% dalam DMF) 0,394
Absorbansi sampel + piperidin 20% dalam DMF 1,0279
Absorbansi terkoreksi 0,6339
Loading resin 0,546 mmol/g

Perhitungan Loading resin
. . Absorbansi sampel x volume piperidin
Loading resin = 2 PP (1)
5800 x massa resin

_0,6339x2,5
" 5800 x 0,00005

_1,58475
29

= 0,546 mmol/g

Rumus. (1). Perhitungan Loading Resin

Setelah seluruh siklus elongasi selesai, peptida dilepaskan dari resin melalui tahap cleavage dan deproteksi global.
Produk kasar yang diperoleh setelah penguapan pelarut memiliki massa rata-rata sebesar 0,4739 gram.
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Pemurnian YYGSR-NH: menggunakan RP-HPLC semi-preparatif
Produk kasar YYGSR-NH: dimurnikan menggunakan RP-HPLC semi-preparatif dengan pemantauan pada
panjang gelombang 210, 254, dan 365 nm. Kromatogram menunjukkan adanya beberapa komponen pada produk
kasar. Pada 365 nm, respons terbesar terdeteksi pada waktu retensi 14,234 menit dengan area relatif 53,49%
(Tabel 2).

Tabel 2. Puncak utama kromatogram RP-HPLC semi preparatif krud YYGSR-NH,

Panjang Gelombang (nm) RT (menit) Ar((i(z;l){elatlf
0
254 12,622 23,32
13,416 9,73
13,904 15,66
18,446 10,97
365 13,440 23,94
14,234 53,49

Karakterisasi YYGSR-NH: menggunakan RP-HPLC semi-preparatif

Fraksi hasil pemurnian selanjutnya dianalisis menggunakan RP-HPLC analitik. Kromatogram menunjukkan dua
puncak terintegrasi pada waktu retensi 1,315 menit dan 26,412 menit, dengan puncak dominan pada RT 1,315
menit yang memiliki area relatif 96,31% (Tabel 3 dan Gambar 3).

Tabel 3. Hasil RP-HPLC analitik fraksi hasil pemurnian
Area relatif

Peak RT (menit) Area %)
1 1,315 441,210 96,31
2 26,412 16,902 3,69

0.020]
0.015]

0.0101

AU

0.0057

0.0001

-0.005

B B e e e e e e B IS e s e B s s s s B e L s s e
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
Minutes

Gambar 3. Kromatogram RP-HPLC analitik fraksi hasil pemurnian pada panjang gelombang 254 nm

Karakterisasi menggunakan ESI-QTOF-MS

Analisis ESI-QTOF-MS menunjukkan ion dominan pada m/z 644,3157, yang sesuai dengan nilai teoritis ion
terprotonasi [M+H]" YYGSR-NH: sekitar m/z 644,31. Puncak isotop juga terdeteksi pada m/z 645,3201 dan
646,3239 (Tabel 4 dan Gambar 4).
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Tabel 4. Hasil Karakterisasi masa YYGSR-NH;

Parameter Hasil

Formula molekul C20Ha1NoOg
Massa monoisotopic teoritis +643,31 Da
[M+H]" teoritis +644,31

[M+H]" teramati 644,3157

Isotop 1 645,3201

Isotop 2 646,3239

VYGSRMH B (0.1719) Cm (2:5) TOF M3 ES+

1004 6443157 3074

6453201

1892119 1812092 453239
BRB 2048
s <

261.2612., 3002320

4532730
221.2047 62,4045 . |512.5402 540 soe A28 o 07 g3246em
S IR D ) T AT O L [ Toomiznas 112014501186 3020
manse T ) ; 7 ; ¢ t r ¥ } ; r T T T 7 T T T 7
100 200 300 40 500 BN o0 B0 900 1000 1100 1200

Gambar 4. Spektrum ESI-QTOF-MS produk hasil sintesis YYGSR-NH:

1287 4060
b iz

U am

4. PEMBAHASAN

Sintesis YYGSR-NH: menggunakan Fmoc-SPPS

Sintesis YYGSR-NH: dilakukan menggunakan strategi Fmoc-solid phase peptide synthesis (Fmoc-SPPS) pada
Fmoc-Rink amide resin. Metode Fmoc-SPPS memungkinkan perakitan rantai peptida secara bertahap pada fase
padat melalui siklus deproteksi, pencucian, dan kopling yang dilakukan berulang sampai seluruh residu tersusun
[11]. Pendekatan tersebut sesuai untuk sintesis YYGSR-NH: karena target yang diinginkan memiliki gugus amida
pada C-terminal, yang dapat diperoleh melalui penggunaan Rink amide resin setelah proses cleavage [11].

Perakitan rantai dilakukan dari arah C-terminal menuju N-terminal dengan urutan Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, dan Fmoc-Tyr(tBu)-OH. HATU dan HOAt digunakan sebagai
reagen kopling, sedangkan DIPEA digunakan sebagai basa. Strategi yang sangat sebanding dilaporkan Maharani
et al. (2022) pada sintesis analog linear bacicyclin menggunakan Fmoc-SPPS, yaitu penggunaan Fmoc-amino
acid, HATU, dan HOAt masing-masing sebanyak 3 ekuivalen dengan DIPEA 6 ekuivalen [13]. Penelitian
Maharani et al. (2022) tersebut dikembangkan dari pendekatan sintesis reversed-bacicyclin yang sebelumnya juga
menggunakan kombinasi metode fase padat dan fase larutan [14].

Penggunaan HATU/HOAt dalam sintesis peptida perlu dikombinasikan dengan pengendalian kondisi reaksi
karena tahap aktivasi asam amino dapat disertai pembentukan produk samping. Salah satu reaksi yang perlu
diperhatikan adalah epimerisasi. Duengo et al. (2023) menjelaskan bahwa epimerisasi selama sintesis peptida
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dapat dipengaruhi oleh jenis residu asam amino, reagen aktivasi, basa, temperatur, dan lama reaksi [17]. Oleh
sebab itu, pengendalian setiap siklus kopling penting untuk mempertahankan struktur peptida yang diharapkan.

Deproteksi, monitoring, dan elongasi rantai peptida

Deproteksi gugus Fmoc dilakukan menggunakan piperidina 20% dalam DMF selama 15 menit dan diulangi dua
kali. Piperidina dalam DMF merupakan sistem yang umum digunakan untuk menghilangkan gugus Fmoc
sehingga menghasilkan gugus amina bebas yang siap mengalami kopling berikutnya [11]. Mthembu et al. (2024)
juga menggunakan sistem piperidina 20% dalam DMF sebagai kondisi pembanding dalam evaluasi reagen
alternatif untuk pelepasan gugus Fmoc [18]. Keberhasilan deproteksi dan kopling pada penelitian ini dipantau
menggunakan uji kloranil. Pemantauan setiap tahap penting karena kegagalan deproteksi atau kopling dapat
menyebabkan terbentuknya rantai yang lebih pendek atau deletion sequence. Perkembangan metode monitoring
SPPS juga menunjukkan bahwa pengawasan kemajuan reaksi merupakan bagian penting dalam meningkatkan
konsistensi proses sintesis [19].

Strategi Fmoc-SPPS tidak hanya sesuai untuk peptida pendek, tetapi juga telah digunakan untuk menghasilkan
molekul peptida dengan jumlah residu yang lebih banyak dan struktur yang lebih kompleks. Aluri et al. (2025),
misalnya, menerapkan strategi Fmoc-SPPS dalam sintesis cetrorelix acetate [15]. Hal tersebut memperlihatkan
fleksibilitas sintesis fase padat dalam mengatur urutan residu, gugus pelindung, serta kondisi kopling sesuai
karakter peptida yang ditargetkan. Secara lebih luas, pemilihan resin, gugus pelindung, reagen kopling, dan
kondisi cleavage merupakan parameter yang saling berkaitan dalam keberhasilan sintesis fase padat [20].

Loading resin dan proses capping

Setelah pemasangan residu pertama, diperoleh nilai loading resin sebesar 0,546 mmol/g. Nilai loading
menunjukkan jumlah residu asam amino yang berhasil terikat pada resin dan menjadi dasar penting dalam
menentukan kebutuhan asam amino serta reagen kopling pada tahap elongasi berikutnya. Nilai yang diperoleh
dalam penelitian ini sebanding dengan penelitian Maharani et al. (2025), yang melaporkan loading resin sebesar
0,40-0,61 mmol/g pada sintesis analog linear bacicyclin [13]. Pada penelitian tersebut, nilai loading berada dalam
kisaran yang digunakan untuk melanjutkan sintesis peptida. Hal tersebut mendukung bahwa nilai 0,546 mmol/g
yang diperoleh pada sintesis YYGSR-NH2 memberikan kapasitas resin yang memadai untuk elongasi rantai.

Nilai loading perlu dikendalikan karena kepadatan rantai peptida pada fase padat dapat memengaruhi aksesibilitas
reagen terhadap gugus reaktif. Kepadatan yang terlalu tinggi dapat meningkatkan hambatan sterik dan interaksi
antarrantai, sedangkan nilai yang terlalu rendah dapat mengurangi efisiensi penggunaan resin [11,20]. Proses
capping pada penelitian ini dilakukan menggunakan campuran asam asetat: DIPEA:DMF (5:5:90) sebanyak 5 mL
selama 5 menit dan diulangi dua kali. Capping dilakukan untuk menonaktifkan gugus reaktif yang tidak
mengalami reaksi sehingga situs tersebut tidak melanjutkan elongasi pada tahap berikutnya. Dengan demikian,
tahap tersebut berperan dalam membatasi terbentuknya produk dengan urutan residu yang tidak lengkap.
Mabharani et al. (2025) juga memasukkan capping dalam tahapan sintesis peptida, tetapi menggunakan
metanol:DCM:DIPEA karena resin dan protokol sintesisnya berbeda [13]. Oleh karena itu, perbedaan komposisi
larutan capping tidak menunjukkan perbedaan tujuan, melainkan penyesuaian terhadap sistem sintesis yang
digunakan.

Cleavage dan perolehan senyawa krud peptida YYGSR-NH:

Setelah seluruh residu asam amino tersusun, peptida dilepaskan dari resin melalui proses cleavage sekaligus
deproteksi global menggunakan campuran TFA/TIS/Hz0. Pada tahap ini, TFA berperan dalam pelepasan peptida
dari Rink amide resin sekaligus penghilangan gugus pelindung yang bersifat acid-labile, sedangkan TIS dan air
berfungsi sebagai scavenger terhadap spesies reaktif yang terbentuk selama proses tersebut [11,20]. Pendekatan
cleavage berbasis TFA/TIS/Hz0 juga digunakan pada sintesis analog peptida oleh Maharani et al. (2025) setelah
seluruh siklus deproteksi dan kopling selesai [17]. Setelah cleavage, produk kasar YYGSR-NH: yang diperoleh
pada penelitian ini mempunyai massa rata-rata 0,4739 g. Massa tersebut menggambarkan jumlah produk kasar
setelah pelepasan dari resin dan penguapan pelarut, tetapi belum dapat digunakan sebagai rendemen produk murni
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karena sampel belum melalui proses pemurnian dan masih dapat mengandung produk target bersama komponen
lainnya.

Pemurnian menggunakan RP-HPLC semi-preparatif

Produk kasar YYGSR-NH: selanjutnya dimurnikan menggunakan RP-HPLC semi-preparatif. Hasil kromatografi
menunjukkan beberapa puncak pada panjang gelombang 210, 254, dan 365 nm. Pada 254 nm, puncak dengan
respons relatif besar terdeteksi pada RT 12,622; 13,416; 13,904; dan 18,446 menit dengan area relatif masing-
masing 23,32%; 9,73%; 15,66%; dan 10,97%. Pada 365 nm, respons dominan terdeteksi pada RT 13,440 dan
14,234 menit dengan area relatif 23,94% dan 53,49%. Keberadaan beberapa puncak menunjukkan bahwa produk
hasil cleavage masih merupakan campuran beberapa komponen. Hal tersebut dapat terjadi pada sintesis peptida
karena selain produk target dapat terbentuk deletion sequence, produk akibat deproteksi atau kopling yang tidak
sempurna, epimer, maupun produk samping yang terbentuk selama proses cleavage [11,12,15].

RP-HPLC merupakan teknik yang banyak digunakan untuk pemurnian peptida karena mampu memisahkan
komponen berdasarkan perbedaan interaksi hidrofobik dengan fase diam. Namun, pemisahan peptida dapat
menjadi kompleks karena target dan impuritasnya sering mempunyai struktur dan sifat fisikokimia yang sangat
mirip [11]. Cheung et al. (2022) menunjukkan bahwa selektivitas pemisahan peptida sangat dipengaruhi oleh
kombinasi fase diam dan fase gerak sehingga pengembangan metode perlu dilakukan secara spesifik untuk
masing-masing peptida [21]. Respons yang lebih kompleks pada 210 nm dapat berkaitan dengan absorpsi ikatan
peptida pada daerah UV rendah. Sementara itu, keberadaan dua residu tirosin dalam Y'Y GSR-NH: memungkinkan
molekul memberikan respons pada panjang gelombang yang lebih tinggi akibat keberadaan gugus aromatik.
Namun, waktu retensi maupun intensitas puncak tidak dapat digunakan sendiri untuk menentukan identitas
molekul. Oleh sebab itu, fraksi yang dikoleksi dari HPLC semi-preparatif dalam penelitian ini diperlakukan
sebagai fraksi kandidat yang selanjutnya dikarakterisasi menggunakan HPLC analitik dan spektrometri massa.

Evaluasi profil HPLC analitik

Analisis HPLC terhadap fraksi hasil pemurnian menunjukkan dua puncak terintegrasi pada RT 1,315 menit dan
26,412 menit, dengan area relatif masing-masing sebesar 96,31% dan 3,69%. Secara numerik, puncak pertama
terlihat sangat dominan. Namun, area 96,31% tersebut belum dapat dinyatakan sebagai kemurnian YYGSR-NHo..
Puncak dominan muncul pada waktu retensi yang sangat awal, sehingga komponen tersebut diduga memiliki
retensi yang sangat rendah pada sistem kromatografi yang digunakan dan dapat berkaitan dengan komponen yang
tidak tertahan secara optimal atau solvent front. Oleh karena itu, luas area relatif tidak dapat langsung diperlakukan
sebagai kemurnian target sebelum identitas puncak dan kualitas pemisahannya dipastikan.

Tantangan tersebut sesuai dengan karakter analisis peptida. Petersson et al. (2023) menunjukkan bahwa impuritas
yang memiliki karakter struktural sangat mirip dengan peptida utama dapat mengalami ko-elusi sehingga peak
purity tidak selalu dapat dinilai hanya berdasarkan profil satu puncak [22]. Stoll et al. (2023) selanjutnya
menunjukkan bahwa penyesuaian kondisi gradien dapat meningkatkan kemampuan kromatografi untuk
membedakan komponen peptida yang memiliki selektivitas serupa [23]. Dengan demikian, optimasi HPLC
analitik YYGSR-NH: masih diperlukan. Parameter yang dapat dievaluasi lebih lanjut meliputi komposisi awal
fase gerak, kemiringan gradien, jenis dan proporsi pelarut organik, volume injeksi, serta konsentrasi sampel
[11,21-23].

Konfirmasi identitas menggunakan ESI-QTOF-MS

Berbeda dengan HPLC analitik yang masih memerlukan optimasi, ESI-QTOF-MS memberikan bukti yang lebih
spesifik mengenai identitas molekul hasil sintesis. YYGSR-NH> mempunyai formula molekul C20H4:1NsOs dengan
massa monoisotopik teoritis sekitar 643,31 Da. Oleh karena itu, ion terprotonasi [M+H]" diperkirakan muncul
pada sekitar m/z 644,31. Hasil eksperimen menunjukkan ion dominan pada m/z 644,3157, disertai puncak isotop
pada m/z 645,3201 dan 646,3239. Kesesuaian tersebut mendukung keberadaan senyawa dengan massa molekuler
yang sesuai dengan YYGSR-NHo.

838



Jurnal Farmasimed (JFM), Volume 9, Nomor 1, Tahun 2026

Lian et al. (2021) menjelaskan bahwa spektrometri massa merupakan teknik penting dalam karakterisasi peptida
sintetik karena dapat digunakan untuk mengonfirmasi massa molekuler dan membantu mengidentifikasi impuritas
terkait sintesis [10]. Chrone et al. (2024) juga menekankan penggunaan spektrometri massa untuk verifikasi
identitas peptida berdasarkan massa molekuler yang diperoleh [24]. Pendekatan yang sebanding diterapkan
Maharani et al. (2025), di mana seluruh analog peptida yang disintesis dikarakterisasi menggunakan HR-TOF-
ESI-MS dan menghasilkan ion [M+H]* yang sesuai dengan nilai teoritis masing-masing peptida [13]. Dengan
demikian, data ESI-QTOF-MS penelitian ini memberikan bukti yang lebih kuat untuk mendukung identitas
YYGSR-NH: dibandingkan penetapan berdasarkan waktu retensi HPLC semata. HPLC dan spektrometri massa
pada penelitian ini karena itu harus dipandang sebagai metode yang saling melengkapi. HPLC menggambarkan
profil kromatografi dan kompleksitas campuran, sedangkan ESI-QTOF-MS mendukung identifikasi berdasarkan
massa molekuler [11,13,23].

Relevansi YYGSR-NH: sebagai chemical starting point

Keberhasilan sintesis dan konfirmasi identitas YYGSR-NH: merupakan tahap awal dalam penyediaan chemical
starting point untuk pengembangan struktur pada penelitian selanjutnya. Dalam pengembangan radiofarmaka,
karakterisasi kimia bahan awal merupakan tahapan penting sebelum senyawa memasuki proses derivatisasi atau
radiolabeling. Identitas, kemurnian, stabilitas, dan konsistensi bahan awal akan memengaruhi proses radiokimia
serta pengendalian mutu produk selanjutnya [4]. Gillings et al. (2022) menekankan pentingnya pendekatan
berbasis risiko terhadap kualitas dalam produksi dan evaluasi radiofarmaka [25]. Hooijman et al. (2022) juga
menunjukkan bahwa metode analitik, termasuk HPLC, mempunyai peran penting dalam evaluasi radiolabeling
dan pengendalian mutu radiofarmaka terapeutik [26]. Tahapan pengembangan radiofarmaka preklinik sendiri
berlangsung secara bertingkat, mulai dari desain molekuler, pemilihan radionuklida dan metode radiolabeling,
karakterisasi radiokimia, sampai evaluasi biologis [27].

Peptida merupakan salah satu platform molekuler yang menarik untuk pengembangan radioligand karena dapat
disintesis secara terarah dan relatif mudah dimodifikasi secara kimia [5,6,10,11]. Dalam YYGSR-NH:, dua residu
tirosin menyediakan gugus fenolik aromatik yang berpotensi menjadi titik modifikasi pada penelitian lebih lanjut.
Meskipun demikian, potensi kimia tersebut tidak dapat langsung diartikan sebagai kemampuan penargetan tiroid.
Penelitian ini belum melakukan radiolabeling, pengujian afinitas terhadap target biologis, internalisasi seluler,
selektivitas terhadap jaringan tiroid, stabilitas radiokimia, maupun biodistribusi. Oleh karena itu, YYGSR-NH:
pada tahap ini belum dapat dinyatakan sebagai peptida penarget tiroid ataupun radiofarmaka theranostik,
melainkan sebagai bahan kimia awal yang disiapkan untuk tahapan pengembangan berikutnya. Konteks ini
relevan dengan perkembangan theranostik kanker tiroid. Radioiodine tetap merupakan komponen penting dalam
diagnosis dan terapi DTC, tetapi sebagian tumor dapat kehilangan kemampuan mengakumulasi radioiodine dan
berkembang menjadi radioiodine-refractory differentiated thyroid cancer [28]. Kondisi tersebut telah mendorong
eksplorasi pendekatan pencitraan molekuler dan theranostik alternatif [29], meskipun radioiodine tetap memiliki
posisi fundamental dalam tata laksana pasien yang masih memenuhi indikasi terapi [30].

Secara keseluruhan, hasil penelitian menunjukkan bahwa strategi Fmoc-SPPS menggunakan Fmoc-Rink amide
resin menghasilkan produk dengan massa molekuler yang sesuai dengan YYGSR-NHo.. Nilai loading resin sebesar
0,546 mmol/g mendukung keberhasilan tahap awal perakitan rantai, sedangkan profil HPLC semi-preparatif
menunjukkan bahwa produk kasar masih mengandung beberapa komponen. HPLC analitik belum dapat
digunakan untuk menetapkan kemurnian produk secara definitif karena puncak dominan muncul pada waktu
retensi yang sangat awal. Sebaliknya, ESI-QTOF-MS menunjukkan ion m/z 644,3157 yang sesuai dengan [M+H]"
teoritis YYGSR-NHz. Temuan tersebut mendukung keberhasilan sintesis dan konfirmasi identitas molekul
YYGSR-NH: sebagai chemical starting point, sementara optimasi pemurnian dan metode HPLC merupakan
tahapan lanjutan sebelum dilakukan modifikasi struktur dan pengembangan radiokimia.

5. KESIMPULAN
YYGSR-NH: yang diperoleh dapat digunakan sebagai chemical starting point untuk pengembangan struktur
peptida pada tahap penelitian selanjutnya YYGSR-NH: berhasil disintesis menggunakan metode Fmoc-SPPS dan

839



Jurnal Farmasimed (JFM), Volume 9, Nomor 1, Tahun 2026

dimurnikan dengan RP-HPLC semi-preparatif. Karakterisasi menggunakan RP-HPLC analitik menunjukkan dua
puncak pada waktu retensi 1,315 dan 26,412 menit, sedangkan ESI-QTOF-MS menunjukkan ion dominan pada
m/z 644,3157 yang sesuai dengan [M+H]" teoritis YYGSR-NHo:. Hasil tersebut mendukung keberhasilan sintesis
dan konfirmasi identitas YYGSR-NH: sebagai chemical starting point untuk pengembangan radiofarmaka
theranostik tiroid pada tahap penelitian selanjutnya..
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  Loading   resin   =   Absorbansi   sampel   x   volume   piperidin  5800   x   massa   resin


  =   0 , 6339   x   2 , 5  5800   x   0 , 00005


  =   1 , 58475  2 , 9


  = 𝟎 , 𝟓 𝟒 𝟔   mmol / g

