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ABSTRAK

Nama . Hariyanti
Program Studi . Doktor IImu Farmasi
Judul Disertasi . Desain senyawa penghambat ER-a Analog Kurkumin

Tetrahidrolndazol, Sintesis, dan Uji Sitotoksik Terhadap
Beberapa Sel Kanker

Pembimbing . Prof. Dr. apt. Hayun, M.Si., Prof. Dr. apt. Arry Yanuar, M.Si. dan
Dr. Kusmardi, M.Si.

Analog Kurkumin Indazol (AKI) merupakan senyawa analog yang berpotensi
dikembangkan sebagai antikanker. Pengembangan analog kurkumin maupun sruktur
indazol merupakan struktur yang mempunyai potensi baik terhadap aktivitas antikanker.
Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh senyawa baru analog kurkumin
tetrahidroindazol yang mempunya akivitas penghambatan antikanker yang selektif.
Penelitian diawali dengan melakukan disain senyawa analog kurkumin tetrahidroindazol
secara in silico. Hasil skrining in silico 186 senyawa disain didasarkan pada penapisan
model farmakofor dengan cut off 3 fitur kimia dan terpilih 14 senyawa, kemudian
dilanjutkan dengan penambatan molekular yang menghasilkan 10 senyawa hit.
Berdasarkan acuan 10 senyawa tersebut, dilakukan sintesis dengan reaksi kondensasi
Clasein-Schmidth dan dihasilkan 6 senyawa agak berbeda dari senyawa hit yaitu senyawa
3-(4-metoksifenil)-7-(3-metoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol (10A), 3-(3,
4-dimetoksifenil)-7-(3-metoksi,  4-hidroksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol
(10B),  3-(3,4-dimetoksifenil)-7-(3-metoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol
(100), 3-(3,4-dimetoksifenil)-7-(3,4-dimetoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-
indazol (10D), 1-(7-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-
,3a,4,5,6,7-heksahidro- 2H-indazol-2-il)etan-1-on (10E), dan 1-(7-(4-
hydroksibenziliden)-3-(4-hidroksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol-2-il)etan-1-
on (10F). Enam senyawa hasil sintesis diuji aktivitas penghambatannya secara in vitro
terhadap sel kanker MCF-7, HeLa, WiDr dan selektivitasnya terhadap sel normal Vero.
Aktivitas penghambatan terhadap MCF-7 menunjukkan nilai ICsp antara 39,08-224,10
KM, Nilai ICso senyawa 10B lebih aktif daripada senyawa penuntun, kurkumin. Aktivitas
penghambatan terhadap HeLa menunjukkan nilai ICso antara 46,36-191,50 pM, Nilai 1Cso
senyawa 10D lebih aktif daripada senyawa penuntun, kurkumin. Aktivitas penghambatan
terhadap WiDr menunjukkan nilai ICsg antara 27,20-109,00 pM, Nilai ICso senyawa 10B,
10C, 10D, 10E lebih aktif daripada senyawa penuntun, kurkumin. Nilai selektivitas
terhadap sel normal Vero, beberapa senyawa hasil sintesis menunjukkan lebih selektif
dibandingkan senyawa kurkumin, dan kontrol positif (tamoksifen, dan doxorubicin)
dengan nilai IS >2,00 yaitu senyawa 10B pada sel kanker MCF-7, dan senyawa 10B pada
sel kanker HeLa. Senyawa 10A, 10B, dan 10C lebih selektif terhadap sel kanker WiDr.

Kata Kunci: pemodelan farmakofor, analog kurkumin tetrahidro indazol, sitotoksisitas,
selektivitas, MCF-7, HeLa, WiDr, Vero.
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ABSTRACT

Name . Hariyanti
Study Program . Doktor lImu Farmasi
Title : Design of ER-o inhibitor compounds, Tetrahydrolndazole

Analogs of Curcumin, Synthesis, and Its Cytotoxic Assay Against
Some Cancer Cells

Counsellor . Prof. Dr. apt. Hayun, M.Si., Prof. Dr. apt. Arry Yanuar, M.Si. dan
Dr. Kusmardi, M.S.

Indazole Analogs of Curcumin (IACs) Compound is an analog compound that has the
potential to be developed as anticancer activity. Development of curcumin analogues and
indazole structures are structures that have good potential for anticancer activity. This
study aims to obtain a new compound curcumin analogue tetrahydro-indazole which has
selective anticancer inhibitory activity. The research began with the design of the
curcumin analog compound tetrahydroindazole in silico. The results of screening in silico
186 design compounds were based on a pharmacophore model with a cut off of 3
chemical features and 14 compounds were selected, then continued with molecular
docking which produced 10 hit compounds. Based on the reference of these 10
compounds, the synthesis was carried out with the Clasein-Schmidth condensation
reaction and produced 6 slightly different compounds from the hit compound, namely 3-
(4-methoxyphenyl) -7- (3-methoxybenzilidene) -3a, 5,6,7-tetrahydro. -4H-indazole
(10A), 3- (3, 4-dimethoxyphenyl) -7- (3-methoxy, 4-hydroxybenzilidene) -3a, 5,6,7-
tetrahydro-4H-indazole (10B), 3- ( 3,4-dimethoxyphenyl) -7- (3-methoxybenzilidene) -
3a, 5,6,7-tetrahydro-4H-indazole (10C), 3- (3,4-dimethoxyphenyl) -7- (3,4-
dimethoxybenzilidene ) -3a, 5,6,7-tetrahydro-4H-indazole (10D), 1- (7- (4-hydroxy-3-
methoxybenzylidene) -3- (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) -, 3a, 4 , 5,6,7-hexahydro- 2H-
indazol-2-yl) ethan-1-one (10E), and 1- (7- (4-hydroxybenzylidene) -3- (4-
hydroxyphenyl) -3,3a, 4,5,6,7-hexahydro-2H-indazol-2-yl) ethan-1-one (10F). Six
compounds were tested for their inhibitory activity in vitro against cancer cells MCF-7,
HeLa, WiDr and their selectivity against Vero cells. The inhibitory activity against MCF-
7 showed an I1Csp value between 39.08-224.10 uM, the ICso value of 10B compound was
more active than the lead compound, curcumin. Inhibitory activity against HeLa showed
ICso values between 46.36-191.50 uM, ICso values for 10D compounds were more active
than the lead compound, curcumin. The inhibitory activity against WiDr showed ICso
values between 27.20-109.00 pM, ICso values of 10B, 10C, 10D, 10E compounds were
more active than the lead compound, curcumin. Selectivity values for normal Vero cells,
several compounds showed more selectivity than curcumin, and positive controls
(tamoxifen and doxorubicin) with an IS value > 2.00, namely 10B compounds in MCF-7
cells, and 10B compounds in HeLa cells. The three compounds that are 10A, 10B, and
10C compounds are more selective against WiDr cells.

Keywords: Pharmacophore modelling, Tetrahydro-Indazole analog of curcumin,
cytotoxicity, selectivity, MCF-7, HeLa, WiDr, Vero.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker adalah kelompok penyakit yang ditandai dengan pertumbuhan serta
penyebaran sel abnormal yang tidak terkontrol (American Cancer Society, 2020).
Penyakit kanker menempati posisi ketiga penyebab kematian di Indonesia setelah
penyakit Jantung dan stroke. Pada wanita dominan menderita kanker payudara dan kanker
serviks, dan pada pria terbanyak kanker paru, dan kolorektal (Kemkes, 2019).
Berdasarkan GLOBOCAN 2020 pada penelitian kanker di seluruh dunia, diperkirakan
19,3 juta kasus kanker baru (18,1 juta tidak termasuk kanker kulit nonmelanoma) dan
hampir 10,0 juta kematian akibat kanker (9,9 juta tidak termasuk kanker kulit
nonmelanoma) terjadi pada tahun 2020. Kematian tertinggi pada tiga jenis kanker adalah
kanker payudara, kanker paru-paru, dan kanker kolorektal (Sung et al., 2021). Kanker
merupakan penyakit yang kompleks dengan ciri- ciri transduksi sinyal proliferasi dalam
waktu lama, terjadinya penurunan penekan pertumbuhan, penurunan kematian sel,
replikasi yang berlangsung terus-menerus, perangsangan angiogenesis, dan terjadi invasi
serta metastasis. Kemampuan kanker tersebut terjadi akibat ketidakstabilan genetik
(Hanahan & Weinberg, 2011).

Beberapa obat antikanker telah digunakan untuk mengobati penyakit kanker.
Namun dalam penggunaannya obat antikanker tersebut memberikan beberapa efek
samping. Antikanker yang ditujukan untuk membunuh sel kanker juga diketahui dapat
membunuh sel normal sehingga memberikan efek samping terkait kemoterapi seperti
kelelahan, mual, muntah, rambut rontok, dan kematian juga dapat terjadi pada kasus berat
(Majeed et al., 2014). Oleh karena itu, untuk mengurangi efek samping tersebut perlu
ditemukan obat yang bersifat selektif pada sel kanker.

Akhir-akhir ini bahan alam berperan penting dalam proses penemuan obat baru
dan sekitar 67% dari obat yang beredar di pasaran sekarang ini terinspirasi dari sumber
alam. Salah satunya yaitu kurkumin. Kurkumin diisolasi dari akar tumbuhan Curcuma
longa Linn., merupakan salah satu dari sekian banyak senyawa alam yang telah diteliti
selama puluhan tahun. Secara tradisional, Curcuma longa Linn. telah digunakan sebagai
antiseptik, anti inflamasi, dan senyawa penyembuh luka. Selain itu, kurkumin juga telah

diteliti dapat memberikan efek sebagai antioksidan, antimikroba, antivirus, antimalaria,
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dan antikanker (Manohar et al., 2013). Penelitian in vitro menunjukkan bahwa kurkumin
merupakan agen sitotoksisitas yang poten terhadap beberapa turunan sel line dari
leukimia, kanker serviks, kanker kolorektal, kanker kulit, kanker prostat, dan sel kanker
payudara, dan lain-lain (Manohar et al., 2013; Ohori et al., 2006). Namun demikian,
kurkumin belum dapat diterima sebagai senyawa obat (agen terapeutik). Hal ini
disebabkan karena rendahnya bioavaibilitas di dalam tubuh yang disebabkan oleh
absorpsinya yang buruk, cepat dimetabolisme, metabolik yang tidak aktif, dan cepatnya
eliminasi dari dalam tubuh sehingga menghasilkan aktivitas biologis yang rendah. Selain
itu, kurkumin juga memiliki kelarutan yang buruk (Anand et al., 2007; Mirzaei et al.,
2017). Kurkumin telah terbukti memiliki stabilitas yang rendah dalam larutan air pada
pH fisiologis dan mudah terdegradasi. Kurkumin dalam buffer fosfat pada pH 7,4, sekitar
90% kurkumin terdegradasi dalam 30 menit (Shen, Liu, An, & Ji, 2016). Penelitian
kurkumin dalam bidang formulasi menghasilkan studi klinis membuktikan bahwa
nanopartikel kurkumin menunjukkan kelarutan dan bioavailabilitas yang meningkat.
Khasiat terapi dari nanopartikel kurkumin meningkat dengan menerapkan obat dalam
nanoform yang berbeda (Rajsekhar, Arvind Bharani, Jini Angel, Ramachandran, &
Rajsekhar, 2015) dan juga membuat terobosan pembuatan nanopartikel kurkumin food
grade dengan penurunan kristalinitas dan memaksimalkan pemanfaatan kurkumin karena
peningkatan bioaccessibility (Ubeyitogullari & Ciftci, 2019). Selain pengembangan
formulasi, pengembangan struktur kurkumin juga dilakukan modifikasi struktur
kurkumin agar dapat meningkatkan kestabilan dan memberikan efek antikanker yang
lebih baik.

Analog kurkumin monokarbonil (AKM) merupakan salah satu bentuk modifikasi
kurkumin yang dapat meningkatkan potensi 10-30 kali lipat terhadap cell lines dan
protein protein selular jika dibandingkan dengan kurkumin (Ohori et al., 2006; Shetty et
al., 2015; Yin, et al., 2013). Profil farmakokinetik AKM akan jauh lebih stabil jika
dibandingkan dengan kurkumin apabila berada dalam kondisi pH 6,5. Hal tersebut
berdasarkan modifikasi struktur kurkumin yang meningkatkan stabilitas dan kelarutan
melibatkan penghilangan gugus keto-enol yang rentan hidrolisis (Shetty et al., 2015;
Liang et al., 2009). AKM dan Analog kurkumin monokarbonil asimetrik (AKMA)
memiliki kemampuan menginhibisi proliferasi sel kanker SMMC-7221, MCF-7, dan PC-
3 lebih baik dari kurkumin (Li et al., 2015). Modifikasi senyawa AKM menjadi AKMA
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bertujuan menghilangkan salah satu gugus hidroksil yang berperan dalam mempercepat
metabolisme obat di dalam tubuh, gugus hidroksi adalah kelompok hidrofilik yang paling
umum dihasilkan oleh fungsionalisasi metabolisme (El-haj et al., 2018).

Substitusi basa Mannich dietilamin pada cincin fenil AKM menunjukan
peningkatan aktivitas dan selektivitas sebagai antikanker (Yerdelen, Gul, Sakagami, &
Umemura, 2014). Basa Mannich berperan sebagai gugus farmakofor penting pada obat
dengan potensi tinggi (Bala, Sharma, Kajal, Kamboj, & Saini, 2014). Substitusi basa
Mannich juga telah berhasil dilakukan pada kurkumin, pirazol kurkumin dan siklovalon
(Untung, Iskandarsyah, & Hayun, 2017). AKMA tersubtitusi basa Mannich juga telah
menunjukkan potensi terhadap aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dan MCF-7
(Prasetyaningrum, Bahtiar, & Hayun, 2018).

Pengembangan senyawa AKMA dapat dilanjutkan dengan memodifikasi struktur
monokarbonil menjadi struktur heksahidro-2H-indazol, mengacu pada beberapa
penelitian yang telah memodifikasi strukur AKM simetrik menjadi Analog Kurkumin
Heksahidro-2H-Indazol simetrik (AKI) dan telah menunjukkan aktivitas antioksidan dan
antitumor yang baik pada sel Hep G2, W38, VERO and MCF-7) (Bayomi et al., 2015;
Bayomi et al., 2013). Beberapa penelitian juga menunjukkan aktivitas antikanker yang
lebih baik pada senyawa hasil modifikasi dengan pembentukkan gugus indazol (Reddy et
al., 2014; Plescia, Raffa, Plescia, & Casula, 2010). Sruktur indazol merupakan bagian
struktur yang mempunyai potensi baik terhadap aktivitas antikanker. Struktur tersebut
jarang diperoleh dari alam, umumnya diperoleh melalui sintesis kimia (Zhang, 2018).
Pengembangan struktur indazol juga pada beberapa penelitian telah menunjukkan potensi
yang baik pada sel kanker serviks (Sreenivasulu et. al., 2017; Kornicka A. et. al., 2017)
dan juga menghasilkan aktivitas yang tinggi pada sel kanker kolon WiDr baik secara in
vitro maupun in vivo (Solano et. al., 2020). Oleh karena itu, pada penelitian ini akan
dikembangkan rancangan senyawa baru menjadi senyawa analog kurkumin indazol
(AKI). Pengujian sitotoksisitas dilakukan pada 3 sel kanker dengan prevalensi tinggi yaitu
sel kanker payudara (MCF-7), sel kanker serviks (HelLa), dan kanker kolorektal (WiDr)
(Kemkes, 2019). Pada penelitian ini diawali dengan penapisan dengan pemodelan
farmakofor dan penambatan molekular terhadap ER-o. (Estrogen receptor- o). ER-a
merupakan faktor kunci pada perkembangan kanker payudara dan juga ER-o

dieskpresikan pada bagian stroma kanker serviks (Gupta, et.al., 2011; Hong, 2017), tetapi
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ER-a tidak diekspresikan secara bermakna pada kanker kolorektal (Caiazza, 2015). Pada
beberapa penelitian sebelumnya telah banyak dilaporkan bahwa pengembangan senyawa
AKM dan Indazol aktif terhadap kanker kolorektal WiDr (Zhang et al., 2018; Solano,
2020; Kurnia et al., 2019). Oleh karena itu pada penelitian ini akan melakukan eksploitasi
lebih jauh pada senyawa AKI pada 3 jenis sel line yaitu sel kanker payudara (MCF-7),
sel kanker serviks (HeLa), dan kanker kolorektal (WiDr).

Pengembangan obat kanker berdasarkan pendekatan in silico diharapkan dapat
menghasilkan obat yang lebih berdaya guna. Pencarian obat secara in silico dapat
dilakukan melalui perancangan obat berdasarkan Computer Aided Drug Design (CADD)
(Bourgoin-Voillard & Shaw, 2012). Perancangan dengan metode ini dapat dilakukan
dengan pendekatan farmakofor untuk mempermudah komparasi terhadap kemiripan
energi dengan senyawa lain yang sudah diketahui memiliki aktivitas tinggi
(pharmacophore query) (Muchtaridi, 2014; de Kloe, Bailey, Leurs, & de Esch, 2009).
Senyawa hasil farmakofor dilakukan virtual screening berdasarkan model hipotesis dan
dievaluasi berdasarkan structure based drug design (SBDD) (Sliwoski, Kothiwale,
Meiler, & Lowe, 2014; Mclnnes, 2007). Senyawa hit juga dilakukan analisis prediksi
profil farmakokinetika dengan menggunakan prediksi Absorbsi, Distribusi, Metabolisme,
Ekskresi, dan Toksisitas (ADMET). Parameter farmakokinetika adalah besaran yang
diturunkan secara matematis dari model yang berdasarkan hasil pengukuran kadar obat
utuh atau metabolitnya dalam darah, urin atau cairan hayati lainya. Parameter
farmakokinetik suatu obat dapat digunakan untuk memperoleh gambaran dan
mempelajari suatu kinetika absorpsi, distribusi dan eliminasi di dalam tubuh (Darvas et
al., 2001).

Mensintesis senyawa turunan lebih efektif dibandingkan dengan sintesis acak
yang sulit, mahal dan memakan waktu (Hughes, Rees, Kalindjian, & Philpott, 2011).
Keuntungan melakuan sintesis turunan ini diantaranya adalah memiliki probabilitas
tinggi untuk menghasilkan senyawa yang lebih aktif dari senyawa penuntun (Carey &
Sundberg, 2007; Hunziker, Koch, & Press, 2016). Oleh karena itu pengembangan
modifikasi struktur kurkumin menjadi AKI diarahkan pada studi in silico meliputi
pemodelan farmakofor, panambatan molekular terhadap ER-a, prediksi sifat fisikokimia,
profil farmakokinetika, dan drug-likeness. Senyawa AKMA dan AKI terpilih hasil studi
in silico, dilakukan sintesis dan elusidasi struktur. Kemudian dilanjutkan uji selektivitas
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terhadap sel normal, dan pengujian aktivitas sitotoksik pada tiga jenis kanker MCF-7,
HelLa, dan WiDr.

1.2 Rumusan Masalah

Prevalensi kanker masih tinggi baik di dunia maupun di Indonesia. Terapi dengan

obat yang sudah ada masih belum memberikan hasil maksimal. Pengembangan obat yang

terinspirasi dari bahan alam terus dikembangkan, salah satunya adalah pengembangan

senyawa turunan kurkumin yaitu AKM dan AKMA, dan telah memberikan hasil baik

terhadap aktivitas pada beberapa sel kanker diantaranya sel kanker payudara
(Prasetyaningrum, Bahtiar, & Hayun, 2018; Bayomi et al 2015, Li et al, 2015).

Pengembangan senyawa AKM dan AKMA dengan modifikasi menjadi kurkumin indazol

yaitu AKI berpotensi mendapatkan senyawa analog kurkumin baru yang aktif sebagai

antikanker a. Rumusan penelitian ini adalah:

1.

Apakah studi in silico dengan kombinasi metode pemodelan farmakofor dan
penambatan molekuler dapat mempercepat proses penapisan senyawa AKMA dan
AKI?

Apakah senyawa rancangan baru yaitu senyawa AKI dapat disintesis melalui senyawa
intermedietnya yaitu AKMA dengan rendemen baik?

Apakah senyawa baru AKI yang diperoleh melalui sintesis organik terbukti lebih aktif
secara in vitro terhadap sel kanker MCF-7, HelLa, dan WiDr dibandingkan dengan
senyawa penuntun kurkumin?

Bagaimana selektivitas aktivitas antikanker senyawa AKI baru terhadap sel normal

Vero?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:
Memperoleh senyawa AKMA dan AKI yang potensial pada reseptor estrogen o
kanker melalui studi in silico
Memperoleh senyawa-senyawa baru AKI melalui sintesis organik dengan rendemen
baik.
Mendapatkan data sitotoksik senyawa AKI melalui pengujian aktivitas sitotoksik

secara in vitro terhadap sel kanker MCF-7, HeLa, dan WiDr.
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4. Mengetahui selektivitas aktivitas antikanker senyawa AKI baru terhadap sel normal
Vero

1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah

1. Studi in silico dengan kombinasi metode pemodelan farmakofor dan penambatan
molekuler dapat digunakan untuk melakukan penapisan senyawa AKMA dan AKI

2. Senyawa rancangan baru AKI hasil penapisan secara in silico dapat dibuat secara
sintesis organik dengan rendemen baik.

3. Senyawa baru AKI mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker pada sel line
payudara MCF-7, HeLa, dan WiDr dibandingkan dengan kurkumin.

4. Senyawa baru AKI mempunyai data selektivitas aktivitas antikanker terhadap sel
kanker pada sel line MCF-7, HeLa, dan WiDr dibandingkan dengan kurkumin

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain:

1. Mengembangkan ilmu pengetahuan khususnya dalam ilmu kimia medisinal dalam
penemuan obat baru. Menambahkan kandidat senyawa baru yang berpotensi sebagai
obat antikanker.

2. Melakukan pengembangan ilmu pengetahuan dengan diseminasi hasil penelitian
melalui publikasi hasil penelitian di jurnal terindeks atau seminar internasional.

3. Memperoleh senyawa baru AKI yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker MCF-7, HeLa, dan WiDr dan selektivitas terhadap sel Vero

4. Menambah wacana bidang perancangan obat berbasis komputer, sintesis dan uji
sitotoksik senyawa hasil sintesis, khususunya aktivitas sitotoksik terhadap
pertumbuhan sel kanker MCF-7, HeLa, dan WiDr

1.6 Batasan Penelitian

Batasan kegiatan penelitian yang akan dilakukan sebagai berikut:
1. Studi in silico senyawa AKMA dan AKI berdasarkan farmakofor model, penambatan
molekul, simulasi molekuler dinamik yang berinteraksi dengan reseptor estrogen a.

2. Sintesis senyawa AKI melalui sintesis organik serta mengkonfirmasi strukturnya
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3.

Pengujian aktivitas sitotoksik terhadap sel line kanker MCF-7, HeLa, dan WiDr dan
selektivitas pada sel Vero.

1.7 Model Operasional Penelitian

Model operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: merancang desain

senyawa AKMA dan AKI yang diperkirakan aktif dalam menghambat pertumbuhan sel

kanker pada mekanisme inhibisi ER-a, menskrining hasil rancangan dengan farmakofor

model, penambatan molekular, sifat fisiko-kimia, profil ADME, dan memilih senyawa

AKI dengan acuan hasil penambatan molekul untuk disintesis di laboratorium dan

mengkonfirmasi strukturnya, menguji aktivitas sitotoksik dan menemukan mekanisme

kerja antikanker senyawa baru AKI secara in silico terhadap sel line kanker MCF-7,

HelLa, dan WiDr dan selektivitas pada sel Vero.

1.8 Kebaruan Penelitian

1.

Desain dan skrining senyawa AKMA dan AKI sebagai penghambat reseptor estrogen
a kanker payudara berdasarkan Computer Aided Drug Design (CADD) dengan
pendekatan skrining terhadap senyawa desain berdasarkan farmakofor model (ligan

base) dan molecular docking (structure base).

. Mensintesis senyawa AKI yang merupakan senyawa baru belum pernah disintesis, hal

ini ditelusuri dengan menggunakan Molbase dan Pubchem Compound.
Belum ada publikasi senyawa baru AKI sebelumnya sebagai penghambat
perkembangan sel kanker terhadap sel line kanker payudara MCF-7, sel line kanker

serviks HeLa, dan sel kanker kolon WiDr serta selektivitasnya pada sel Vero.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker

Kanker merupakan penyakit tidak menular yang banyak diderita oleh masyarakat
dunia akhir-akhir ini. Pada tahun 2012 diperkirakan terdapat 8 juta kasus kanker baru di
seluruh dunia, 5,3 juta kematian akibat kanker dan 15,6 juta orang yang hidup dengan
kanker. Banyaknya jumlah kematian yang diakibatkan karena kanker menyebabkan penyakit
ini menjadi salah satu penyakit yang paling banyak menyebabkan kematian di dunia.
Penyakit kanker menempati posisi ketiga penyebab kematian di Indonesia setelah penyakit
Jantung dan stroke. Pada wanita dominan menderita kanker payudara dan kanker serviks,
dan pada pria terbanyak kanker paru, dan kolorektal (Kemkes, 2019).

Kanker dapat didefenisikan sebagai suatu penyakit yang timbul ketika adanya
pertumbuhan sel abnormal yang tidak terkontrol yang mengabaikan aturan pembelahan sel
normal. Sel normal secara teratur tergantung pada sinyal yang mengontrol apakah sel akan
membelah, berdiferensiasi menjadi sel lain, atau mati. Sel kanker berkembang secara
mandiri dalam sinyal sehingga menghasilkan pertumbuhan dan pembelahan yang tidak
terkontrol. Pembelahan ini akan berakibat fatal jika terus berlajut dan menyebar. Hampir
90% dari kematian terkait kanker disebabkan karena kanker yang menyebar (metastasis)
(Hejmadi, 2010).

Kanker berbeda dengan tumor. Tumor adalah kondisi dimana pertumbuhan sel tidak
normal sehingga membentuk suatu lesi atau dalam banyak kasus terjadi benjolan di tubuh.
Kanker terjadi karena adanya perubahan mendasar dalam fisiologi sel yang akhirnya tumbuh
menjadi malignan (tumor ganas) serta mempunyai ciri-ciri umum: mandiri dalam signal
pertumbuhan, tidak peka terhadap signal anti pertumbuhan, menghindari apoptosis,
memiliki potensi replikasi yang tidak terbatas, angiogenesis, invasi dan metastase ke
jaringan lain. Ciri-ciri kanker terdiri dari enam kemampuan biologis yang diperoleh selama
beberapa tahap perkembangan tumor manusia. Keunggulan ini merupakan prinsip
pengorganisasian untuk merasionalisasi kerumitan penyakit neoplastik. Mereka termasuk
mempertahankan pensinyalan proliferatif, menghindari penekan pertumbuhan, melawan
kematian sel, memungkinkan keabadian replikatif, menginduksi angiogenesis, dan
mengaktifkan invasi dan metastasis. Yang mendasari ciri-ciri ini adalah ketidakstabilan

genom, yang menghasilkan keragaman genetik yang mempercepat perolehannya, dan

Universitas Indonesia



10

pembengkakan, yang mendorong berbagai fungsi tanda-tanda. Kemajuan konseptual dalam
dekade terakhir telah menambahkan dua ciri yang muncul dari potensi umum ke dalam daftar
ini pemrograman ulang metabolisme energi dan menghindari pengurangan kekebalan. Selain
sel kanker, tumor menunjukkan dimensi lain dari kompleksitas: tumor mengandung
repertoar sel yang direkrut dan tampaknya normal yang berkontribusi pada perolehan ciri-
ciri hall-mark dengan menciptakan " lingkungan mikro tumor. " Pengakuan akan penerapan
luas konsep-konsep ini akan semakin mempengaruhi perkembangan cara baru untuk

mengobati kanker pada manusia (Hanahan & Weinerberg, 2011).

2.1.1 Kanker Payudara

Kanker payudara adalah kanker yang paling sering ditemukan pada wanita, baik yang
tinggal di negara maju maupun di negara berkembang. Berdasarkan data WHO, pada tahun
2011, diperkirakan lebih dari 508.000 wanita di seluruh dunia meninggal karena kanker
payudara. Insidensi terjadinya kanker payudara arbeda-beda di setiap belahan dunia, yaitu
sebesar 19,3 per 100.000 wanita di Afrika Timur dan 89,7 per 100.000 wanita di Eropa Barat,
sedangkan di Amerika pada tahun 2011, terdapat 220.097 wanita dan 2.078 pria didiagnosis
mengalami kanker payudara, dengan angka kematian sebesar 40.931 pada wanita dan 443
pada pria (American Cancer Society, 2020). Pada 2018, diperkirakan 2,1 juta wanita baru
lahir didiagnosis dengan kanker payudara, kurang lebih satu kasus baru didiagnosis setiap
18 detik; selain itu, 626.679 wanita penderita kanker payudara meninggal (Harbeck, 2019)

Kanker payudara adalah keganasan yang paling sering terjadi pada wanita di seluruh
dunia dan dapat disembuhkan pada ~ 70-80% pasien dengan stadium awal, penyakit non-
metastasis. Kanker payudara stadium lanjut dengan metastasis organ jauh dianggap tidak
dapat disembuhkan dengan terapi yang tersedia saat ini. Pada tingkat molekuler, kanker
payudara adalah penyakit heterogen; fitur molekuler termasuk aktivasi reseptor faktor
pertumbuhan epidermal manusia 2 (HER2, dikodekan oleh ERBB2), aktivasi reseptor
hormon (reseptor estrogen dan reseptor progesteron) dan / atau mutasi BRCA. Strategi
pengobatan berbeda menurut subtipe molekuler. Penatalaksanaan kanker payudara adalah
multidisiplin; itu termasuk lokoregional (pembedahan dan terapi radiasi) dan pendekatan
terapi sistemik. Terapi sistemik termasuk terapi endokrin untuk reseptor hormon positif
penyakit, kemoterapi, terapi anti-HER2 untuk penyakit HER2-positif, zat penstabil tulang,
poli (ADP-ribosa) polimerase penghambat untuk pembawa mutasi BRCA dan, baru-baru ini,

imunoterapi. Konsep terapi masa depan dalam kanker payudara bertujuan untuk
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individualisasi terapi serta pengobatan de-eskalasi dan eskalasi berdasarkan biologi tumor
dan respon terapi dini. Di samping inovasi perawatan lebih lanjut, akses yang sama di seluruh
dunia kemajuan terapeutik tetap menjadi tantangan global dalam perawatan kanker payudara
di masa depan (Harbeck, 2019).

Kanker payudara bisa turun-temurun atau sporadis. Mutasi yang paling sering
dikaitkan dengan kanker herediter termasuk yang memengaruhi gen perbaikan kerusakan
DNA (DDR), yang paling penting adalah mutasi pada gen BRCA1, BRCA2, dan TP53.
Kanker sporadis mewakili sekitar 85% dari semua kasus kanker payudara dan dikaitkan
dengan beberapa faktor risiko yang disebutkan di atas; Namun, itu juga telah dikaitkan
dengan paparan karsinogen, seperti polutan udara, radiasi elektromagnetik, dan disregulasi
ekspresi gen DDR. Karsinoma duktal in situ merupakan jenis kanker payudara yang paling
terdiagnosis, diikuti oleh karsinoma lobular in situ. Kanker payudara dibagi menjadi subtipe
yang berbeda berdasarkan ada atau tidak adanya reseptor estrogen (ER), reseptor progesteron
(PR), dan reseptor HER2. Dengan demikian, kita dapat membedakan antara subtipe luminal,
menjadi ER / PR +, subtipe Her2 +, yang memiliki reseptor yang diekspresikan berlebih, dan
subtipe triple negative atau basal-like (TNBC). Mengikuti klasifikasi ini, subtipe luminal
dapat dibagi menjadi luminal A, dicirikan oleh ekspresi ER / PR +, HER2—, dan Ki67 rendah,
dan luminal B, yang ditandai dengan ekspresi ER / PR +, HER2 +, dan Ki67 tinggi. Subtipe
Her2 + adalah ER / PR negatif, dan triple negatif menunjukkan kurangnya semua reseptor
ini (Ortega, 2020).

Pada sel kanker payudara jalur pensinyalan sel pada respon dimediasi oleh reseptor
peka kalsium atau faktor yang diinduksi hipoksia atau mekanisme sel apoptosis itu sendiri.
Perubahan yang langsung terlibat dalam perkembangan jalur kanker payudara adalah yang
dimediasi oleh ER dan reseptor tipe-2 faktor pertumbuhan epidermal manusia (HER2 / Neu
atau c-ErbB2). Aktivitas reseptor HER2 pada gilirannya mendorong pensinyalan jalur lain
seperti jalur protein yang diaktifkan mitogen (MAPK) atau komponen sel seperti glikogen
sintase kinase-3 (GSK-3) dan jalur PI3K / Akt / mTOR, mekanisme keduanya dapat dilihat
pada Gambar 2.1 yang menunjukkan pentingnya proses integrasi dan transduksi sinyal
dalam perkembangan dan perkembangan kanker payudara. Pensinyalan sel kanker payudara
yang dimediasi oleh reseptor tirosin kinase (RTKSs) Her2 / Neu dan reseptor estrogen (ER),
merupakan dua komponen kunci perkembangan kanker payudara. Aktivasi mereka memulai

jalur PI3K /Akt/mTOR dan MAPK, yang akhirnya mendorong pertumbuhan sel, proliferasi,
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kelangsungan hidup, dan ciri khas kanker lainnya. Pada Gambar 2.1, menyajikan dua jalur
yaitu Ras dan PI3K. Ras dapat mempromosikan aktivasi PI3K, dan beberapa AGC kinase
(seperti SGK-3) yang diaktifkan oleh mTORC2 juga berinteraksi dengan jalur MAPK
(Ortega, 2020).

Reseptor RTK teraktivasi : Her2/Neu
Estrogen Estrogen

O O
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AGCs Kinase //
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(i) Pertumbuhan sel 1

_ (ii) Proliferasi _ mTORCI

(iii) Kelangsungan hidup
(iv) Ciri kanker “hallmarks™ lain

Gambar 2.1 Jalur persinyalan pada pembentukkan sel kanker payudara
(Sumber: Ortega, 2020, telah diolah kembali).

Beberapa penelitian juga mengkaji hubungan pensinyalan Wnt dengan
perkembangan kanker payudara. Protein Wnt, sekelompok glikoprotein yang disekresikan,
terutama bergabung dengan reseptor Frizzled (FZD) dan / atau low-density lipoprotein
receptor-related proteins 5/6 (LRP5 / 6), memulai Jalur pensinyalan -catenin-dependent
dan -independent. Jalur ini diatur oleh beberapa antagonis Secreted Frizzled-related proteins
(SFRP) dan dickkopf-related protein (DKK), memainkan peran penting dalam
perkembangan embrio dan homeostasis orang dewasa. Aktivasi yang berlebihan dari
pensinyalan Wnt terlibat dalam beberapa hal penyakit manusia termasuk kanker. Tikus
transgenik Wnt memberikan bukti yang meyakinkan itu. Pensinyalan Wnt terlibat dalam
inisiasi dan perkembangan kanker payudara, yang selanjutnya diperkuat dengan pengamatan
pada pasien kanker payudara klinis dan studi pada in vitro sel kanker payudara manusia yang
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dibudidayakan. Menargetkan ligan / reseptor Wnt telah terbukti efektif pada pertumbuhan
tumor payudara pada model hewan dan xenograft manusia, tetapi efeknya pada metastasis
kanker payudara masih belum jelas. (Yin, 2018)

Studi dari tikus transgenik Wnt dengan jelas menunjukkan bahwa pensinyalan Wnt,
terutama jalur B-catenin, mampu memulai karsinogenesis payudara. Pengamatan pada pasien
klinis manusia menunjukkan sinyal Wnt yang terlalu aktif di bagian kanker payudara sebagai
hasil dari regulasi ligan dan atau reseptor Wnt, serta menurunnya regulasi antagonis Whnt.
CSC (cancer stem cells) diperkaya pada kanker payudara transgenik Wnt tikus dan kanker
payudara yang terlalu aktif pada manusia. Kanker payudara yang digerakkan oleh Wnt
menunjukkan fenotipe basal-like/triple-negative dan EMT (epithelial-mesenchymal
transition), dan jalur Wnt canonical dan noncanonical keduanya berkontribusi pada
pembentukan MIC (metastasis-initiating cells) dan penyebaran dini kanker. Meskipun tidak
cukup, terdapat fakta menunjukkan bahwa inaktivasi pensinyalan Wnt dapat membantu MIC
ke dalam keadaan tidak aktif untuk menghindari serangan kekebalan sebelum metastasis
nyata terjadi. (Yin, 2018). Beberapa laporan pasien kanker payudara telah
mendokumentasikan pentingnya aktivasi jalur Wnt dan komponennya sedemikian rupa
sehingga regulasi tersebut dapat dimanfaatkan secara terapeutik dengan hasil yang
menjanjikan. Selain itu, penelitian terbaru telah memberikan penekanan pada pentingnya
jalur Wnt pada kanker payudara triple negatif, subtipe molekuler dari kanker payudara. Oleh
karena itu, pemahaman tentang pensinyalan Wnt dan penargetannya untuk merawat pasien
kanker payudara dapat menjadi pendekatan yang meyakinkan. (Kazi, 2016)

Penyakit metastasis tetap menjadi penyebab utama kematian pada pasien kanker
payudara. Basal-like breast cancer (BLBC) dikaitkan dengan perilaku agresif, fenotipe
seperti batang, tingkat histologis tinggi, gambaran klinis yang buruk, dan tingkat
kekambuhan dan atau metastasis yang tinggi. Namun, mekanisme pembentukan fenotipe
BLBC masih belum jelas. Dalam studi ini, kami mengevaluasi berbagai faktor yang
berkontribusi terhadap fenotipe fisik dan fisiologis BLBC dan mengidentifikasi Wnt5h
sebagai faktor regulasi kunci yang mengatur fenotipe BLBC dengan mengaktifkan
pensinyalan Wnt canonical dan non-canonical. Wnt5b menunjukkan spesifisitas basal-like
dalam sel dan sampel klinis pada tingkat mMRNA dan protein, dan juga menunjukkan korelasi
yang baik dengan fenotipe mirip basal pada tingkat mRNA. Selain itu, Wnt5b merupakan

target terapeutik yang menjanjikan untuk pengobatan LGK-974. Ini akan memberikan
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wawasan baru tentang diagnosis dan pengobatan BLBC. Selain itu, kami mengidentifikasi
bahwa CKla diekspresikan pada tingkat rendah dalam BLBC dan aktivasi CKla oleh
pyrvinium merupakan strategi alternatif untuk pengobatan BLBC. Wnt5b tidak hanya
merupakan biomarker diagnostik tetapi juga merupakan target terapi potensial dari BLBC.
(Jiang, 2019).

2.1.2 Kanker Serviks

Kanker Serviks adalah tumor yang sangat agresif dan merupakan salah satu penyebab
utama kematian terkait kanker pada wanita, dengan perkiraan 570.000 kasus baru dan
311.000 kematian pada tahun 2018 di seluruh dunia (Bray, 2018). Wanita dengan kanker
serviks dianggap memiliki kualitas hidup yang lebih rendah. Perkembangan kanker serviks,
dari epitel mukosa serviks normal menjadi neoplasia intraepitel serviks (CIN) grade 1, 2,
dan 3, menjadi kanker serviks dikaitkan dengan infeksi human papillomavirus (HPV) risiko
tinggi yang persisten. Selain itu, sejumlah faktor risiko, termasuk aktivitas seksual dini,
banyak pasangan seksual, penggunaan kontrasepsi oral jangka panjang, faktor genetik
seperti onkogen aktif dan p53, penggunaan tembakau dan infeksi virus lainnya seperti HIV
dan virus herpes simpleks (HSV) tipe Il. Infeksi HPV memainkan peran utama dalam kanker
serviks (16). DNA HPV berintegrasi ke dalam genom sel inang seperti HPV16 dan HPV18,
mengganggu kerangka pembacaan terbuka dan menyebabkan gen E6 dan E7 berlebih. Telah
diverifikasi bahwa E6 dan E7 memberikan efek karsinogenik dengan mengikat pada
regulator siklus sel, p53 dan retinoblastoma (Rb). Sementara protein E6 dan E7 diregulasi,
EG6 dapat berinteraksi dengan protein terkait untuk membentuk kompleks dan mengikat p53.
Pengikatan ini menghidrolisis p53 dan mengakibatkan hilangnya regulasi negatif yang
diinduksi oleh p53 dari proliferasi sel, sehingga menyebabkan proliferasi sel yang tidak
terkendali dan analisis gen dan jalur komprehensif dari perkembangan kanker serviks
transformasi maligna. E7 memiliki afinitas tinggi untuk Rb, yang mengontrol siklus sel.
Pengikatan E7 ke Rb dapat mendisosiasi kompleks Rb-E2F, sehingga melepaskan E2F untuk
menjalankan perannya sebagai faktor transkripsi, yang mengarah pada siklus sel yang tidak
terkendali dan keabadian seluler. Selain itu, sentrosom adalah pusat pengatur mitosis yang
sering meningkat jumlahnya dalam sel kanker. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
peningkatan jumlah sentrosom yang tidak normal dikaitkan dengan kelainan kromosom
struktural pada lesi serviks dengan risiko tinggi infeksi HPV (Yi, 2020).
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HPV memainkan peran penting dalam inisiasi dan perkembangan kanker serviks. -
catenin telah terbukti mempercepat karsinogenesis serviks yang dimediasi HPV tipe-16 pada
tikus transgenik; Selain itu, transformasi HPV yang mengekspresikan keratinosit manusia
membutuhkan aktivasi jalur Wnt. Oleh karena itu, mengaktifkan jalur canonical Wnt
diperlukan dan cukup untuk mendorong transformasi sel yang diabadikan HPV. Selain itu,
percobaan telah menunjukkan bahwa onkogen virus E6 dan E7 secara aktif diekspresikan
dalam jaringan kanker serviks. Karenanya, ekspresi E6 dan E7 dalam sel epitel dan
interaksinya dengan protein seluler menjadi pusat penelitian karsinogenik HPV. Namun,
tidak semua pasien yang terinfeksi HPV akan mengembangkan kanker serviks. Beberapa
temuan menunjukkan bahwa aktivasi jalur Wnt canonical merupakan persyaratan sekunder
untuk memulai transformasi ganas. Ada juga beberapa studi terbaru yang menunjukkan
dampak onkogen E6 dan E7 dalam pensinyalan Wnt, seperti yang terlihat pada Gambar 2.2
Baik E6 dan E7 mengatur ekspresi $-catenin dan meningkatkan transkripsi yang dimediasi
TCF. Hal ini disebabkan oleh penurunan protein ubiquitin ligase tipe 3 Siah-1, yang
bertindak sebagai protein yang mengandung pengulangan beta-transdusin (B-TrCP) dan
menginduksi degradasi B-catenin. Lebih lanjut, protein terkait E6 / E6 (E6AP) menstabilkan
B-catenin. Mekanisme interaksi antara E6 / E6AP dan B-catenin belum diklarifikasi, tetapi
E6 / E6AP secara alternatif dapat berpartisipasi dalam sekuestrasi regulator negatif dalam
pensinyalan Wnt. Kemungkinan lain adalah bahwa E6 menginduksi ekspresi Myeloid zinc
finger 1 (MZF1), dan akibatnya mengaktifkan transkripsi NK2 homeobox 1 (NKX2-1).
Karena promotor Forkhead box protein M1 (FOXM1) mengandung tiga lokasi putatif untuk
NKX2-1, dan karena FOXM1 dapat menginduksi translokasi inti B-catenin dengan mengikat
langsung ke B-catenin, E6 secara tidak langsung mengaktifkan jalur pensinyalan Wnt. Selain
itu, studi in vivo menunjukkan bahwa interaksi E6 dan Dvl2 meningkatkan aktivitas
transkripsi TCF. E7 juga berikatan kuat dengan subunit katalitik PP2A untuk menghambat
aktivitasnya, dan selanjutnya berkontribusi pada stabilisasi B-catenin dalam sitoplasma
(Wang, 2018).
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Gambar 2.2 Dampak onkogen E6 dan E7 dalam pensinyalan Wnt
(sumber: Wang, 2018)

Pada Gambar 2.2 menunjukkan: A) Pengikatan E6 dan Dvl dapat memblokir
degradasi [-catenin dan meningkatkan aktivitas transkripsi TCF, B) E6 dan E7 mengikat
subunit katalitik dari PP2A untuk menghambat aktivitasnya dan selanjutnya berkontribusi
pada stabilisasi B-catenin dalam sitoplasma, C) E6 / E6GAP dapat melindungi -catenin dari
degradasi, D) E6 menginduksi ekspresi MZF1 dan akibatnya mengaktifkan transkripsi
NKX2-1 sebelum mempromosikan ekspresi FOXM1. FOXM1 kemudian dapat menginduksi
translokasi nuklir f-catenin, E) E6 dan E7 mengatur ekspresi B-catenin dan meningkatkan
transkripsi yang dimediasi TCF; Hal ini terkait dengan penurunan protein Siah-1 (Wang,
2018).

Selain korelasi dengan jalur pensinyalan Wnt/p-catenin, telah banyak penelitian juga
melaporkan hubungan korelasi bermakna antara kanker serviks dengan ekspresi ER-a. Hasil
penelitian Kwasniewska (2011) mengungkapkan bahwa ekspresi RE dan Reseptor
Progesteron (RP) pada kanker planoepitelial dan adenokarsinoma serviks mengalami
penurunan hingga tidak terdeteksi. Hanya dalam kasus tunggal dalam pola pewarnaan
ekspresi RE dan RP dicatat. Dalam sel stroma dari neoplasma yang diuji, ekspresi yang lebih

tinggi dari kedua jenis reseptor ditemukan. Perbandingan ekspresi RE dan RP dalam pola
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pewarnaan dan stroma pada karsinoma sel skuamosa dan adenokarskioma serviks,
menunjukkan ekspresi yang lebih tinggi secara statistik pada sel stroma (Kwasnhiewska,
et.al., 2011). Pada penelitian Hong (2017) juga melaporkan bahwa ER-a dan PRB terutama
diekspresikan di stroma tetapi tidak di jaringan karsinoma kanker serviks, dan ekspresi
mereka sangat berkorelasi. ER-a stroma lebih banyak ditemukan pada tumor stadium awal
dibandingkan pada tumor stadium lanjut. Penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi ERa
dan PRB stroma merupakan indikator prognostik independen karsinoma sel skuamosa
serviks (Hong, et.al., 2017).

Gambar 2.3 Mekanisme hubungan pensinyalan terkait estrogen dan kanker dengan HPV
positif. A: HPV dan estrogen dalam karsinogenesis, dan B: HPV dan estrogen

sebagai kemungkinan paradigma pengobatan.
(Sumber: James, et.al., 2020, telah diolah kembali)

Pada penelitian James (2020) mengungkapkan berdasarkan Gambar 2.3 bahwa
estrogen yang bersirkulasi berinteraksi dengan reseptornya dan berbagai interaksi dapat
berkontribusi pada pertumbuhan dan kematian sel yang terinfeksi HPV. (A): HPV dan
estrogen dalam karsinogenesis. Interaksi antara estrogen dan GPER1 atau ER telah terbukti
mengaktifkan jalur PI3K. Ini meningkatkan ekspresi Bcl2 dan menghambat apoptosis. Jalur
PI3K juga mengaktifkan c-Myc dan cyclin D1. Ini meningkatkan perkembangan siklus sel
dan promosi transisi G1 ke S meningkatkan replikasi virus. Selain itu, penelitian pada tikus
menunjukkan bahwa ekspresi HPV E7 dan ER diperlukan untuk perkembangan kanker
serviks. (B): HPV dan estrogen sebagai kemungkinan paradigma pengobatan. Aktivasi
estrogen dari phosphodiesterase 3A (PDE3A) menstabilkan pergantian protein dari Schlafen
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12 (SLFN12). SLFN12 mengikat ribosom dan menghentikan terjemahan protein ER,
termasuk memblokir Bcl2 dan Mecll. Ini menginduksi pelepasan sitokrom C dari
mitokondria dan memulai apoptosis. Estrogen dan ER-a juga terbukti berinteraksi dengan
HPV 16 E6 dan E7 untuk meningkatkan sensitivitas sel HPV + terhadap estrogen. Selain itu,
estrogen dan ER-o telah terbukti berinteraksi dengan HPV16 LCR untuk menghambat
transkripsi HPV. Akhirnya, HPV telah terbukti meningkatkan ekspresi ER-a dan ini
berkorelasi dengan peningkatan ekspresi ER-a dan ini berkorelasi dengan peningkatan hasil
klinis (James, et.al., 2020).

2.1.3 Kanker Kolorektal

Kanker kolorektal adalah jenis kanker paling umum kedua dalam keganasan dan
penyebab utama keempat dari kematian terkait kanker di seluruh dunia (Bray, 2018). Sonic
Hedgehog (SHH), virus tumor mammae tikus tipe sayap Wnt/B-catenin, mengubah faktor
pertumbuhan-B/SMAD, reseptor faktor pertumbuhan epidermal, dan Notch adalah jalur
pensinyalan utama yang terlibat dalam perkembangan kanker kolorektal. Terapi yang
ditargetkan memerlukan informasi mengenai jalur menyimpang tertentu. Kemajuan dalam
terapi gen telah menghasilkan pengenalan target terapeutik baru yang terkait dengan kaskade
transduksi sinyal ini. Kanker kolorektal adalah proses bertahap di mana mutasi terjadi
sepanjang waktu dan aktivasi onkogen serta penonaktifan gen penekan jaringan terjadi.
Perubahan genetik yang bertanggung jawab atas induksi karsinogenesis termasuk hilangnya
heterozigositas pada gen penekan tumor seperti adenomatous polyposis coli, mutasi atau
penghapusan gen seperti p53 dan K-ras. Oleh karena itu, banyak pendekatan terapi gen
seperti koreksi gen, terapi prodrug yang diarahkan oleh virus, manipulasi imunogenetik, dan
viroterapi saat ini sedang dieksplorasi. Pengembangan strategi baru untuk pengiriman obat
yang aman dan efektif ke lokasi kanker adalah kebutuhan saat ini. (Khopkar, 2018).

Jalur utama yang dapat ditargetkan untuk terapi kanker kolorektal adalah, Sonic
Hedgehog (SHH), Wnt/B-catenin, transformasi faktor pertumbuhan-p (TGF-p) / SMAD,
EGFR dan jalur Notch dapat dilihat pada Gambar 2.4. Jalur Hh sangat penting dalam
perkembangan normal berbagai organ seperti epitel usus. Ligan Hh berikatan dengan
reseptor Patched protein (Ptch), yang menundukkan aktivitas reseptor Smoothened (Smoh).
Pengikatan ligan ke PTCH1 menghasilkan aktivasi faktor transkripsi GLI yang dimediasi
Smoh, yang kemudian memodulasi ekspresi berbagai gen target Hh. Ekspresi mMRNA SHH,

SMO, GLI1 dalam jaringan kanker usus besar sangat meningkat dibandingkan dengan sel
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normal. Vismodegib adalah penghambat Hh yang bekerja dengan menargetkan Smoothened
yang merupakan modulator jalur Hh. Untuk menanyakan antagonis Hh novel dengan
aktivitas yang memicu munculnya gangguan, sekelompok ~ 300 antagonis yang berpotensi
dihaluskan disaring. Pada sel kanker usus besar, Hh003 memicu apoptosis tergantung
kaspase sedangkan tidak ada aktivitas apoptosis yang digambarkan oleh vismodegib.
Dibandingkan dengan vismodegib, Hh003 menampilkan penekanan serupa di jalur Hh.
Hh003 menggambarkan lebih banyak penekanan pada koloni pembentuk tumor in vitro dan

proliferasi kanker usus besar secara in vivo (Tiwari, 2018).
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Gambar 2.4 Jalur persinyalan pada pembentukkan sel kanker Kolorektal

(Sumber: Tiwari, 2018, telah diolah kembali).

Reseptor Frizzled (Fz) dan protein 5 atau 6 terkait reseptor lipoprotein densitas
rendah (LRP5 atau LRP6) adalah target dari keluarga protein Wnt. Elemen utama dari jalur
pensinyalan Wnt / B-catenin adalah kompleks penghancuran B-catenin; yang terdiri dari
protein penekan tumor yang dikodekan oleh gen antigen presenting cells (APC), Axin, CKI,
dan GSK3. Ketika pengikatan reseptor tidak terjadi, kompleks ini mengalami pengikatan
dengan protein B-catenin (dikodekan oleh gen CTNNBL1), yang kemudian mengalami
degradasi melalui jalur ubiquitin-proteasome. Sebaliknya, pengikatan reseptor oleh ligan
Wnt menyebabkan deaktivasi kompleks penghancuran B-catenin dan akumulasi -catenin.

Ini kemudian ditranslokasi ke nukleus untuk pembentukan kompleks dengan faktor sel-T /

Universitas Indonesia



20

faktor peningkat limfoid, faktor transkripsi, menyebabkan aktuasi transkripsi dari gen target.
Pada sebagian besar kanker usus besar (sporadis) mutasi kedua alel APC (gen penekan
tumor) terjadi yang mengarah pada stabilisasi -catenin dan stimulasi gen jalur WNT, seperti
TCF, yang diperlukan untuk pemeliharaan crypt usus besar. Pada beberapa kanker kolon,
identifikasi mutasi titik pada APC B-catenin yang membawa alel tipe liar telah dilakukan.
Aquaporin5 (AQP5), saluran protein air, memiliki aktivitas onkogenik pada banyak jenis
kanker ganas seperti kanker kolorektal (Tiwari, 2018).

Kanker kolorektal juga menunjukkan adanya hubungan dengan reseptor estrogen.
Pada penelitian Maingi (2020) mengungkapkan bahwa sinyal reseptor estrogen yang tidak
normal dapat meningkatkan risiko perkembangan berbagai penyakit termasuk kanker
kolorektal. Estrogen Receptor-p (ER-B) adalah subtipe utama dalam epitel kolon dan
memberikan efek anti tumor melalui berbagai mekanisme. Banyak peneliti telah memulai
pencarian mekanisme biologis di mana estrogen dan senyawa mirip estrogen dapat
mempengaruhi patogenesis kanker kolorektal. Ulasan ini mengeksplorasi temuan terbaru
tentang peran terapeutik ER-p dalam epitel kolon sebagai calon kandidat untuk terapi
endokrin yang ditargetkan pada kanker kolorektal (Maingi, et.al., 2020). Caiazza (2015)
menyatakan pensinyalan estrogen memiliki peran anti-tumorigenik dalam mukosa kolon,
melalui aktivasi selektif dari pensinyalan pro-apoptosis yang dimediasi oleh ER-B,
penghambatan sinyal inflamasi, dan modulasi lingkungan mikro tumor dan mekanisme
pengawasan imun yang berbeda. Hilangnya ekspresi ER-B secara selektif selama progresi
kanker kolorektal menyoroti pentingnya pensinyalan onkosupresif ini, dan memberikan
kesulitan dalam menggunakan pensinyalan yang sama ini sebagai target terapeutik. ER-f
adalah reseptor estrogen utama yang diekspresikan dalam epitel kolon normal dan maligna,
dengan ekspresi ER-a yang terbatas atau tidak teramati pada kolon (Caiazza, et.al., 2015).

2.1.4 Tamoksifen

Tamoksifen biasa diberikan secara oral. Konsentrasi puncak plasma dicapai dalam 4-
7 jam setelah pemberian. Tamoksifen memiliki dua fase eliminasi, sehingga half-life
tamoksifen yang pertama adalah 7-14 jam di sirkulasi dan 4-11 hari pada fase eliminasi
kedua. Tamoksifen kebanyakan diekskresi melalui hati oleh enzim-enzim CYP, dan
dikonversi menjadi metabolit dalam 4-6 jam setelah pemberian obat secara oral.15,16 Agen
kemoterapi yang biasa digunakan pada kanker payudara stadium awal adalah kombinasi

cyclophosphamide, methotrexate, dan Fluorouracil (CMF) atau kombinasi fluorouracil,
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doxorubicine, cyclophosphamide (FAC). Penelitian-penelitian yang ada masih
membuktikan bahwa kanker payudara cukup responsif terhadap terapi ini (katzung, 2012).
Tamoksifen mempunyai mekanisme kerja yang kompleks karena struktur molekulnya.
Secara kimiawi sangat mirip dengan estrogen / estradiol namun estradiol adalah steroid
mengandung karbon sedikit dan tamoksifen memiliki rantai karbon lebih banyak yang
penting untuk aksi antagonisnya. Tamoksifen sendiri merupakan pro-obat dengan afinitas
yang relatif rendah terhadap reseptor estrogen. Ini dimetabolisme oleh keluarga sitokrom
Psso (lebih khusus CYP2D6) menjadi metabolit aktif seperti endoksifen (4-OH-N-desmetil-
tamoksifen). Menariknya, metabolit ini telah terbukti mengikat estrogen receptor (ER)
dengan afinitas hampir 100 kali lipat lebih besar daripada tamoxifen. Tindakan pro- dan anti-
estrogenik tamoxifen dimediasi oleh ikatan kompetitifnya dengan ER-a dan atau B yang
kemudian mengalami perubahan konformasi. Kompleks inti yang membentuk mengubah
ekspresi gen yang bergantung pada estrogen untuk menghasilkan banyak sinyal pemacu

pertumbuhan baik di dalam maupun di luar nucleus (Sporn et. al., 2003).

2.1.5 Doxorubicin

Doxorubicin merupakan obat antikanker golongan anthracycline. Obat ini bekerja
dengan menghambat enzim topoisomerase IlI, menghambat sintesis DNA dan RNA,
menghasilkan radikal bebas semiquinone dan oksigen melalui proses reduksi, dan berikatan
dengan membran seluler yang mengubah transpor ion dan cairan. Efikasinya meningkat jika
diberikan secara kombinasi (Thorn, 2011)

Mekanisme aksi doxorubicin yang tepat masih kompleks dan masih belum jelas.
Doksorubisin  berinteraksi dengan DNA dengan interkalasi sehingga menghambat
biosintesis makromolekul.  Hal ini selanjutnya menghambat perkembangan enzim
topoisomerase |1, dan melemaskan superkoil dalam DNA untuk transkripsi. Doksorubisin
menstabilkan kompleks topoisomerase 11 setelah ia memutuskan rantai DNA untuk replikasi,
mencegah heliks ganda DNA disegel kembali dan dengan demikian menghentikan proses
replikasi dapat dilihat pada Gambar 2.5. Mekanisme doksorubisin HCI lainnya adalah
kemampuannya untuk menghasilkan radikal bebas yang menyebabkan kerusakan DNA dan

membran sel (Rivankar, 2014).
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Gambar 2.5 Mekanisme Kerja Doxorubicin
(Sumber: Rivankar, 2014, telah diolah kembali)

2.1.6 Sel line MCF-7

Cancer cell line MCF-7, kanker payudara jenis luminal A, menunjukkan gambaran
histopatologis dengan reseptor estrogen positif, yang menandakan kanker jenis ini juga
bergantung pada faktor hormonal (Kumar et al., 2015). Pada kanker payudara reseptor
estrogen positif, ditemukan juga amplifikasi gen BCL2, protein anti apoptosis yang berperan
dalam resistensi sel kanker terhadap kemoterapi. Penelitian yang dilakukan oleh Wang dan
Phang pada tahun 1995 menunjukkan adanya hubungan antara estrogen dengan amplifikasi
gen BCL2 pada kanker payudara. Selain itu, MCF-7 juga menunjukkan adanya perubahan
ekspresi pada protein kinase C berupa peningkatan aktivitas yang berperan dalam transduksi
sinyal pada patogenesis dan progresi dari sel kanker. Mutasi genetik pada gen-gen inilah
yang kemudian berperan dalam patofisiologi dan patogenesis dari kanker payudara, yaitu
dengan menghambat respon pertahanan tubuh normal terhadap sel kanker (Fix, Shah,
Efferth, Farwell, & Zhang, 2010).

Sel line MCF-7 merupakan sel kanker payudara yang pertama kali diisolasi pada
tahun 1970 dari jaringan kanker payudara adenocarcinoma pasien wanita usia 69 tahun.
MCF-7 merupakan singkatan dari Michigan Cancer Foundation-7, yang 24 Universitas
Indonesia merupakan suatu Institut di Detroit. Sel MCF-7 sangat berguna untuk penelitian

in vitro kanker payudara karena sel ini memiliki beberapa karakeristik ideal terhadap epitel
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kelenjar susu. Hal ini meliputi kemampuannya untuk memproses esterogen via reseptor
esterogen. Sel MCF-7 juga sensitif terhadap sitokeratin. Ketika ditumbuhkan secara in vitro,
sel ini akan tumbuh secara monolayer. Sel ini telah menghasilkan data yang banyak
mengenai kanker payudara. Sel ini positif esterogen reseptor (ER) dan positif progesteron
reseptor (PR) dan memiliki subtipe molekuler luminal A. Sel MCF-7 merupakan sel yang
tidak agresif dan noninvasif, serta telah dipertimbangkan memiliki potensial metastatik yang
rendah (Comsa et al., 2015).

2.1.7 Sel line HelLa

Sel Line HeLa merupakan sel line manusia pertama yang dapat kultur, dan sejak saat
itu telah banyak digunakan untuk penelitian biologi (Landry, et al., 2013). Penerapannya
telah memberikan kontribusi pada lebih dari 70.000 pulikasi. Sel line ini berasal dari serviks
seorang pasien yang menderita kanker serviks bernama Henrietta Lacks, yang kemudian
meninggal pada tahun 1957. Salah satu penggunaan awal sel HelLa adalah untuk
pengembangan vaksin terhadap virus polio (Landry et al., 2013). Sel ini bersifat imortal dan
produktif sehingga banyak digunakan dalam penelitian ilmiah (Watts and Denise, 2010).

2.1.8 Sel line WiDr

Sel line WiDr merupakan sel yang diisolasi dari kolon pasien wanita umur 78 tahun
yang menderita kanker kolon primer. Sel WiDr memproduksi karsinoembrionik antigen dan
membutuhkan waktu kurang lebih 15 jam satu siklus sel. Pada sel WiDr 25 Universitas
Indonesia terjadi mutasi p53 GA pada posisi 273 sehigga terjadi perubahan residu arginin
menjadi histidin Hasil pengujian tumorigenisitas menunjukkan bahwa hewan uji yang
diinokulasi dengan sel WiDr dapat meningkatkan volume tumor pada hewan uji normal
(Noguchi et al., 1979).

2.1.9 Sel line Vero

Sel Vero merupakan jalur sel (continuous cell line) yang berasal dari ginjal monyet
hijau afrika (African green monkey). Monyet ini merupakan salah satu jenis mamalia yang
biasanya digunakan dalam penelitian biologi molekuler dan mikrobiologi. Salah satu
penggunaan sel vero adalah dalam pembuatan vaksin. Sel Vero merupakan sel
monolayer dan termasuk jenis epithelial-like (borhani, Beier-Sexton, & Azad, 2000). Sel ini

menempel dengan kuat pada lapisan substrat yang berbahan polistiren dan
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membentuk ikatan kovalen. Sel Vero berbentuk poligonal dan pipih Sel Vero sensitif
terhadap infeksi SV-40, SV-5,campak, arboviruses, reoviruses, rubella, simian
adenoviruses,poliovirus, virus influenza, virus Para-influenza, pernapasan virus syncytial,
vaksinia, dan lainnya. Sel HepG2, yang mudahuntuk menangani, pertahankan banyak
karakteristik morfologi hati sel parenkim dan mengandung beberapa enzim yang

bertanggung jawab untuk aktivasi berbagai xenobiotik (Senthilraja & Kathilresan,, 2015).

2.2 Reseptor Estrogen

Reseptor estrogen merupakan salah satu reseptor intraseluler (nuclear receptor) yang
memperantarai aksi hormon 17-estradiol (estrogen) di dalam tubuh. Estrogen, ketika
berikatan dengan reseptornya, bekerja meregulasi pertumbuhan dan diferensiasi sel sistem
reproduksi baik pada wanita dan pria. Estrogen juga dapat meningkatkan kadar HDL dan
menurunkan kadar LDL, sehingga berpotensi mengurangi risiko penyakit kardiovaskular.
Estrogen juga berperan penting pada perkembangan otak, penyakit autoimun, dan
metabolisme tulang. Hal yang juga penting dari estrogen adalah dapat memicu pertumbuhan,
proliferasi dan metastase berbagai tipe kanker (payudara, ovarium, colorectal, prostat, dan
endometrial) (gao & Silveyra, 2019).

Ada dua subtipe reseptor estrogen. Subtipe pertama, reseptor estrogen a yang klasik,
pertama kali diklon tahun 1986; dan subtipe kedua, reseptor estrogen § ditemukan paling
terkini. Kedua subtipe reseptor ini bervariasi dalam struktur, dan gen-gen pengenkode
mereka di dalam kromosom-kromosom yang berbeda (Bourgoin-Voillard et al., 2010).

Jika suatu reseptor estrogen berikatan dengan ligannya, maka akan terjadi perubahan
konformasi reseptor yang memungkinkan berikatan dengan koaktivator. Kompleks
estrogen-reseptornya kemudian akan berikatan dengan ERE yang terletak di dekat gen yang
akan dikontrol transkripsinya. Setelah berikatan dengan suatu protein koaktivator dan
mengaktifkan faktor transkripsi. Aktivasi transkripsi gen tadi akan menghasilkan mRNA
yang mengarahkan pada sintesis protein tertentu, yang kemudian mempengaruhi berbagai
fungsi sel, tergantung sel targetnya. Ligan yang mengikat reseptor estrogen dan berkompetisi
dengan estrogen untuk berikatan dengan reseptornya disebut Selective Estrogen Receptor
Modulators (SERMs), suatu golongan obat yang cukup penting. Selektivitas ini mungkin
dicapai karena ternyata reseptor estrogen pada jaringan berbeda bervariasi struktur kimianya,
hal ini memungkinkan obat sejenis SERMs untuk berinteraksi secara selektif pada reseptor

estrogen pada jaringan tertentu (Bourgoin-Voillard et al., 2010).
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ER subtipe ER-a dan ER- mempengaruhi perkembangan dan perkembangan kanker
terkait hormon dengan mengerahkan fungsi biologis yang berbeda. ER-a berhubungan
dengan proliferasi yang menyimpang, peradangan dan perkembangan keganasan. ER-f
tampaknya menentang tindakan ER-o pada proliferasi sel dengan memodulasi ekspresi dari
banyak gen yang diregulasi oleh ER-a dan menunjukkan antimigrator dan anti-invasif sifat
dalam sel kanker (Thomas & Gustafsson, 2011). Mekanisme molekular reseptor estrogen
dapat dilihat pada Gambar 2.1.

ER-a diekspresikan terutama dalam uterus, hati, ginjal dan jantung dapat pula di
ko-ekspresikan pada beberapa jaringan termasuk kelenjar susu, epididimis, tiroid, adrenal,
tulang dan area otak. ER-a terletak pada lokus kromosomal 6g25.1. Fungsi transaktivasi
ER-a dimediasi oleh dua transkripsi activation functions (AFs) yang memperbolehkan
reseptor untuk menstimulasi transkripsi gen pengatur estrogen yaitu N-terminal ligan-
independent activation function (AF-1) dan C-terminal ligan-dependent activation function
(AF-2) terletak dalam ligan-binding domain (LBD) (Matthews, 2003).

ER-a merupakan faktor kunci dalam perkembangan kanker payudara pada manusia.
Ekspresi dan aktivitas ER-a diatur oleh banyak sinyal intraseluler dan ekstraseluler. Pada
beberapa penelitian menunjukkan bahwa ada keterkaitan antara ER-o dengan B-katenin.
Penelitian Gupta et. al. (2011) menunjukkan adanya cross-talk antara [3-catenin dan ER-a.
dalam sel kanker payudara manusia. Pelemahan pB-catenin oleh RNAi menghasilkan
penurunan yang signifikan dari mRNA ER-a dan atau level protein pada sel kanker
payudara MCF-7, T-47D, dan BT-474 dan dalam pengurangan yang signifikan ekspresi
estradiol dari gen target ER-o pS2 dan GREBI. Selain itu, pembungkaman [-catenin
mengakibatkan penurunan pertumbuhan sel MCF-7 yang signifikan baik dengan tidak
adanya maupun adanya estradiol. f-catenin dan ER-a tidak dapat di-imunopresipitasi oleh
antibodi ER-a dari lisat sel. Disimpulkan bahwa f-catenin merupakan regulator positif ER-
a mMRNA dan ekspresi protein (Gupta, et.al., 2011).

Pada penelitian Lombardi (2020), aktivasi ER-o juga berperan dalam invasi dan
pertumbuhan sel PC-3 yang tidak bergantung pada penjangkaran. Efek ini diblokir oleh
pretreatment dengan PKF 118-310, senyawa yang mengganggu kompleks 3-catenin/ TCF/
LEF, menunjukkan bahwa ER/B-catenin terlibat dalam semua karakteristik seluler
perkembangan tumor secara in vitro (Lombardi, et.al., 2020). Liu (2019) melaporkan

bahwa reseptor estrogen (ERs) berpartisipasi dalam karsinogenesis dengan mengatur
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langsung NOD-likereceptors (NLRs). Hasil penelitian menunjukkan bahwa NLR dan ER
diekspresikan secara berbeda pada jaringan neoplasma yang berbeda. Perbedaan ekspresi
tersebut dapat mempengaruhi regulasi inflamasi dan tumorigenesis. Kesimpulan penelitian
ini adalah ER dapat mengatur jalur pensinyalan Wnt/B-catenin pada kanker dengan
menargetkan NLR (Liu, et.al., 2019). Penelitian Gao (2013) menyimpulkan pensinyalan
ER bekerja secara sinergis dengan Wnt3A dalam mempromaosikan diferensiasi osteogenik,
Wnt3A dapat saling silang dengan pensinyalan ER dengan mengatur ekspresi ERa dan
mengatur ekspresi ER-f dalam MPCs (Gao, et.al., 2013).

2.3 Kurkumin, dan Antikanker

Kurkumin (1,7-bis-4 (4’-hidroksi-3’-metoksi fenil) hepta-1,6-diene-3,5-dion)
dikenal sebagai bahan alam berwarna kuning yang diisolasi dari Curcuma longa, L. Pertama
kali ditemukan oleh Vogel dan Pelletier (Van Der Goot, 1997). Di alam kurkumin selalu
terdapat bersama dengan dua turunan senyawa lainnya yaitu dimetoksi kurkumin dan bis-
demetoksikurkumin, yang dikenal dengan nama kurkuminoid, struktur pada Gambar 2.6
(Shetty et al., 2015). Kurkumin praktis tidak larut dalam air, tetapi larut dalam pelarut
organik, praktis tidak larut dalam air pada pH asam dan netral, larut dalam alkali dan sangat
rentan terhadap perubahan pH. Kurkumin dapat larut dalam air dengan pH alkali karena
gugus fenol pada kurkumin menyumbangkan unsur hidrogennya membentuk ion fenolat
yang larut dalam air. Stabilitas kurkumin meningkat dalam kondisi asam dengan pH di
bawah 6,5 namun stabilitasnya menurun seiring dengan peningkatan pH membentuk produk
degradasi kurkumin yaitu asam ferulat dan vanillin. Kurkumin memiliki berat molekul
368,38 g/mol dengan titik lebur sekitar 183°C (Majeed et al., 2014; Gantait, Barman, &
Mukherjee, 2011; Kumavat et al., 2013).
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bis-Demetoksikurkumin (3) 3%

Gambar 2.6 Struktur Kurkumin di Alam
(Sumber: Shetty et al., 2015, telah diolah kembali)

Kurkumin memiliki beberapa aktivitas biologis seperti, antiinflamasi, antioksidan,
antiinfeksi, antikanker, dan untuk pengobatan luka (Wilken, Veena, Wang, & Srivatsan,
2011; Arfeen, Bhagat, Patel, Prasad, & Roy, 2016; Rainey, Motte, Aggarwal, & Petit, 2015)
Kurkumin memodulasi karsinogenesis payudara melalui efeknya pada siklus sel dan
proliferasi, apoptosis, penuaan, penyebaran kanker dan angiogenesis. Sebagian besar NFkB,
PI3K / Akt / mTOR, MAPK dan JAK / STAT adalah jalur signaling kunci yang terlibat
(Banik, Parasuraman, Adhikary, & Othman, 2017). Kurkumin mengalami metabolisme
dalam tubuh menjadi senyawa yang lebih polar melalui reaksi glukoronidasi dan sulfatasi
(Prasad, Tyagi, & Aggarwal, 2014). Studi yang dilakukan oleh Sharma, et al. (2007)
menunjukkan rendahnya kadar kurkumin dalam plasma darah manusia setelah diberikan
secara oral. Rendahnya bioavailabilitas dan ketidakstabilan kurkumin dalam larutan inilah
yang kemudian membuat banyak peneliti melakukan berbagai upaya modifikasi guna
menghasilkan analog kurkumin yang memiliki tingkat kestabilan dan bioavailabilitas yang
lebih baik, namun tetap memiliki efek terapeutik yang besar.

Penelitian analog kurkumin banyak menunjukkan ktivitas terhadap antikanker

diantaranya AKM dan Analog kurkumin monokarbonil asimetrik (AKMA) memiliki
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kemampuan menginhibisi proliferasi sel kanker SMMC-7221, MCF-7, dan PC-3 lebih baik
dari kurkumin (Li et al., 2015). Sementara itu substitusi basa Mannich dietilamin pada cincin
fenil AKM menunjukan peningkatan aktivitas dan selektivitas sebagai antikanker (Yerdelen
et al., 2014). Basa Mannich berperan sebagai gugus farmakofor penting pada obat dengan
potensi tinggi (Bala et al., 2014)( Substitusi basa Manncih juga telah berhasil dilakukan pada

kurkumin, pirazol kurkumin dan siklovalon (Untung et al., 2017).

2.3.1 Pengembangan senyawa kurkumin monokarbonil sebagai antikanker

Modifikasi kurkumin menjadi analog kurkumin monokarbonil (AKM) dapat
meningkatkan potensi 10-30 kali lipat dibandingkan kurkumin pada sejumlah cell lines dan
protein-protein seluler. Derivat senyawa siklovalon telah diketahui mempunyai efek
antiinflamasi, antioksidan, dan antikanker (Mohd Aluwi et al., 2016; Bayomi et al., 2013;
Bayomi et al., 2015) dan mampu menghambat kerja siklooksigenase (COX) (Nurrochmad,
1998). AKM jauh lebih stabil pada pH 6,5, sehingga menunjukkan profil farmakokinetik
lebih baik dan regresi tumor yang lebih besar dalam xenografts kanker in vivo dibandingkan
kurkumin (Shetty, Kim, Shim & Snyder, 2015; Liang et al., 2009). Senyawa gamavuton-0
(GVT-0) [1,5- bis(4'-hidroksi-3’-metoksifenil)-1,4-pentadien-3-on] (Gambar 2.7)
merupakan salah satu senyawa analog kurkumin. Senyawa ini mempunyai jembatan rantai
karbon yang lebih pendek (pentadienon) dari pada kurkumin (heptadiendion), satu gugus
karbonil dan sama sekali tidak mempunyai gugus metilen. Senyawa ini lebih stabil pada pH
di atas 6,5 dibandingkan dengan kurkumin dan tetapmempunyai sifat antioksidan. Senyawa
ini mempunyai aktivitas antioksidan dan antiinflamasi (Masuda et al., 1993; Sardjiman et
al., 1997; Sardjiman,2000). Senyawa ini juga dilaporkan mempunyai aktivitas antitumor
(Youssef and EI-Sherbeny, 2005).

H4CO

HO

Gambar 2.7 Struktur Senyawa Gamavuton-0 (GVT-0)

(sumber : Sardjiman et al., 1997)
Sementara itu substitusi cincin fenil AKM dengan basa Mannich menunjukkan

peningkatan aktivitas dan selektivitas sebagai antikanker dan basa Mannich dietilamin
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(Gambar 2.8) merupakan salah satu senyawa dengan aktivitas terbaik (Yerdelen, Gul,
Sakagami & Umemura, 2014). Basa Mannich berfungsi sebagai gugus farmakofor penting
pada obat dengan potensi tinggi (Bala, et al., 2014; Subramaniapillai,2013). Substitusi basa
Manncih pada pirazol kurkumin menghasilkan senyawa yang mempunyai kelarutan lebih
baik dibandingkan kurkumin dan kurkumin pirazol (Hayun, Iskandarsyah & Untung, 2015).
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Gambar 2.8 Analog Kurkumin Monokarbonil Tersubstitusi Basa Mannich (Aminometil,A)

(Sumber : Yerdelen, Gul, Sakagami & Umemura, 2014)

2.3.2 Analog Kurkumin Monokarbonil Asimetrik (AKMA), Analog Kurkumin Indazol
(AKI) dan Antikanker

Riset-riset pengembangan AKM asimetrik (AKMA) dengan gugus fungsi pada kedua
cincin fenil berbeda masih sedikit (Zao, Liu & Liang, 2013). Beberapa AKMA menunjukkan
aktivitas anti inflamasi (Zhang et al., 2014a; Zhang et al., 2014b). Qingyong Li (2015) telah
melakukan desain dan sintesis dari 12 senyawa analog monokarbonil kurkumin asimetrik
dan lima senyawa analog monokarbonil kurkumin simetrik, berdasarkan hasil pengujian,
seluruh senyawa yang disintesis memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang lebih kuat jika
dibangingkan dengan Vitamin C (Li et al., 2015). Seluruh senyawa analog yang disintesis
menunjukan performa yang baik sebagai anti proliferasi jika dibandingkan dengan kurkumin
pada sel kanker SMMC-7221, MCF-7, dan PC-3. Substitusi basa Mannich pada AKM
simetrik terjadi pada kedua cincin fenil senyawa tersebut pada posisi orto dari gugus hidroksi
(Yerdelen, Gul, Sakagami & Umemura, 2014; Hayun, Iskandarsyah & Untung, 2017). Hal
tersebut menyebabkan peningkatan bobot molekul (BM) yang besar. BM > 500 dalton
merupakan salah satu penyebab penghambatan permeabilitas pada membran biologis
(Lipinski et al., 1997). Aktivitas antikanker dua senyawa AKMA tersubstitusi basa Mannich
dietilamin yaitu senyawa yang salah satu cincin fenilnya tidak tersubstitusi atau tersubstitusi

metil menunjukkan akativitas antiproliferasi pada sel HeL a, sel MCF-7 setara cisplatin tetapi
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mempunyai toksisitas pada sel secara umum lebih rendah (Prasetyaningrum et al., 2017).
Senyawa aminometil dari kurkumin asimetris tersubtitusi metil menunjukkan aktivitas

sitotoksik yang tinggi dan selektif terhadap kanker kolorektal (Kurnia et al., 2019).

.
_____________________ 'J--‘f
0:0 G 0
| | :) A B+
HO L o HO
Kurkumin . . . AKMA
Penghilangan bagian B-diketon agar
diperoleh struktur AKM yang stabil
O
. N XN Y | o
1 / n
n=3

Gambar 2.9 Analog Kurkumin Monokarbonil Asimetrik. R # R’

(Sumber: Zhang et al., 2014a, telah diolah kembali)

Pengembangan senyawa AKM simetris telah dilanjutkan dengan memodifikasi
struktur monokarbonil menjadi struktur heksahidro-2H-indazol pada beberapa penelitian
menjadi analog kurkumin heksahidro-2H-heksahidro-2H-indazol (AKI) (Gambar 2.10) dan
telah menunjukkan aktivitas antioksidan dan antitumor yang baik pada senyawa Analog
Kurkumin Heksahidro-2H-Indazol pada sel Hep G2, WI38, VERO and MCF-7) (Bayomi et
al., 2015; Bayomi et al., 2013). Beberapa penelitian juga menunjukkan aktivitas antkanker
yang baik pada senyawa hasil modifikasi dengan gugus indazol (Reddy et al., 2014;Plescia,
Raffa, Plescia, & Casula, 2010).
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Gambar 2.10 Sintesis Analog Kurkumin Heksahidro-2H-Indazol (AKI) simetrik.
(Sumber: Bayomi et al., 2015 telah diolah kembali).

2.4 Senyawa Derivat Indazol dan Aktivitas Antikanker

Indazol dan analognya adalah bagian struktur penting dengan berbagai aktivitas
farmakologis. Ada minat yang meningkat dalam pengembangan senyawa yang mengandung
bagian indazol untuk melawan berbagai jenis penyakit. Berbagai gugus bioaktif dapat
dengan mudah dimasukkan ke dalam turunan indazol dan sejumlah pengembangan obat dan
evaluasi aktivitas biologisnya termasuk aktivitas penghambatan sitotoksik terhadap sel
kanker payudara, kanker serviks, dan kanker kolorektal (Zhang et al., 2018). Penelitian
Reddy (2018) terhadap sintesis senyawa analog Benzotiazol-1H-indazol menunjukkan
aktivitas penghambatan sitotoksik tinggi terhadap sel kanker payudara MCF-7, sel kanker
paru A549, sel kanker melanoma A375, dan sel kanker kolon HT-29 (Reddy et al., 2018).
Penelitian Solano (2020) senyawa Diarylurea berbasis N-fenilindazol baru telah dirancang,
disintesis dan dievaluasi sebagai agen antikanker potensial. Studi viabilitas sel in vitro dari
turunan ini menggambarkan potensi yang baik dengan nilai 1Cso dalam kisaran 0,4-50 uM
di beberapa sel kanker termasuk kanker payudara metastasis murine 4T1, murine
glioblastoma GL261, kanker payudara triple negative manusia MDA-MB-231, manusia
kanker pankreas MIAPaCa-2, dan sel kanker kolorektal WiDr. Sepuluh novel hidrazida-
hidrazon terkait indole dan indazol dirancang dan disintesis. Semua senyawa yang disintesis
dievaluasi sitotoksisitasnya terhadap empat sel kanker manusia (HeLa, MDA-MB-231,
MCF-7, dan A549). Tiga dari senyawa hasil sintesis menunjukkan sitotoksisitas yang
menjanjikan khususnya pada beberapa sel yang diuji dengan nilai I1Cso berkisar antara 1,93
dan 25,6 uM (Sreenivasulu et. al., 2017).
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2.5 Substitusi Basa Mannich

Reaksi Mannich adalah reaksi adisi nukleofilik yang melibatkan kondensasi dari
senyawa dengan hidrogen aktif dengan amina (primer atau sekunder) dan aldehid
(formaldehid atau paraformaldehid) (Gambar 2.11). Basa Mannich berfungsi sebagai gugus
farmakofor penting yang selanjutnya digunakan untuk sintesis dari berbagai agen terapi
dengan potensi tinggi yang memiliki rantai aminoalkil. Selain sebagai gugus farmakofor
yang penting, adanya rantai samping Mannich dapat meningkatkan kelarutan sehingga
meningkatkan bioavailabilitas dari molekul obat (Subramaniapillai, 2013). Kelarutan suatu
senyawa dalam air dapat meningkat dengan adanya atom nitrogen yang terkuarternisasi
dalam derivat aminometil. Atom nitrogen yang terdapat dalam gugus basa Mannich dapat
terionisasi, maka dapat meningkatkan kelarutan senyawa organik dalam air (Roman, 2015).
Beberapa contoh obat yang dengan basa Mannich antara lain yaitu kokain, fluoxetine,
atropin, asam ethakrinat, triheksifenidil, prosiklidin, ranitidin, biperiden, dan sebagainya
(Bala et al., 2014; Subramaniapillai, 2013).
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Gambar 2.11 Mekanisme Reaksi Mannich
(Sumber: Bala et al., 2014, telah diolah kembali)

Substitusi basa Mannich pada pirazol kurkumin menghasilkan senyawa yang
mempunyai kelarutan lebih baik dibandingkan kurkumin dan kurkumin pirazol, sedangkan
bioaktivitasnya masih dalam proses pengujian (Hayun, Iskandarsyah & Untung, 2015).
Selain itu, substitusi basa Mannich morfolin, metilpiperazin, piperidin dan pirolidin pada
diklofenak, asam mefenamat dan sejumlah senyawa fenolik (benzofenon, kalkon)

Universitas Indonesia



33

meningkatkan aktivitas antiinflamasinya (Bandgar & Hote, 2012; Roman, 2015). Substitusi
basa Mannich pada AKM simetrik dapat menyebabkan peningkatan bobot molekul (BM)
yang besar. BM > 500 dalton merupakan salah satu penyebab penghambatan permeabilitas
pada membran biologis (Lipinski, Lombardo, Dominy, & Feeney, 1997). Basa Mannich dan
turunannya merupakan intermediet untuk sintesis molekul bioaktif dan reaksi Mannich
banyak digunakan untuk pembentukkan senyawa-senyawa yang mengandung nitrogen
(Kurnia, et al., 2018).

2.6 Sintesis Analog Kurkumin Monokarbonil Asimetrik (AKMA)

Studi yang dilakukan Zhang et al (2014) menunjukkan bahwa sintesis AKMA dapat
dapat dilakukan mengikuti skema pada Gambar 2.12. Reagen kimia dan kondisi yang
diperlukan adalah: (i) Asam p-toluen sulfonat (p-TSA), sikloheksan, 90°C, refluks, 4 jam.
Pelarut diuapkan diperoleh senyawa enamin berupa cairan kental berwarna kuning, yang
kemudian segera direaksikan dengan senyawa 1 dengan kondisi: (ii) etanol, 90°C, refluks, 4
jam, larutan HCI jenuh. Pelarut diuapkan, diperoleh residu produk senyawa 2 yang kemudian
dimurnikan dengan kromatografi kolom. Senyawa 2 kemudian direaksikan dengan senyawa
aldehid yang mempunyai substitusi berbeda dengan kondisi: (iii) gas HCI, etanol, 50-70°C,
refluks, 3-5 jam. Campuran reaksi kemudian dituangkan ke dalam air es, endapan disaring
dan dimurnikan akan diperoleh senyawa 3. Pada reaksi ini menggunakan keton siklik

[siklopentanon (n=2) atau sikloheksanon (n=3)].

R'=Me, R2=H R1O
R3 = substituen yang berbeda iii X 3
n=023 — n | /—R

o 0
() R0 3

n n=23 0
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9 n
RbD,CHo R0 0
2 Rlo QA
R20 i,V

1 R%0 3
Gambar 2.12 Sintesis AKMA

(Sumber: Zhang et al., 2014, telah diolah kembali)

Selain dengan membentuk senyawa enamin pada tahap awal sintesis salah satu rantai
AKMA, sintesis tahap awal AKMA juga dapat dilakukan dengan langsung mereaksikan

aseton atau sikloalkanon dengan benzaldehida atau turunannya seperti metode yang
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dilakukan oleh Furniss et al. (1989). Berdasarkan metode tersebut, benzilidenaseton dapat
disintesis dengan mencampurkan benzaldehida 42,5 gr (40,5 ml, 0,4 mol) dan aseton 63,5 gr
(80 ml, 1,1 mol) dengan penambahan NaOH 10% sebanyak 10 ml secara perlahan dalam
waktu 30 menit agar suhu dalam campuran tersebut tetap berada pada suhu antara 25-30°C.
Selanjutnya campuran diaduk dengan magnetic stirer selama 2 jam, dinetralkan dengan HCI
cair, dan dipindahkan ke dalam corong pisah. Lapisan organik pada bagian atas dipisahkan
dan lapisan air pada bagian bawah lalu diekstrak dengan 20 ml toluen. Ekstrak tersebut
kemudian ditambahkan ke dalam lapisan organik berwarna kuning, dipisahkan, lalu dicuci
dengan aquadest dan dikeringkan dengan sedikit magnesium sulfat. Selanjutnya dilakukan
distilasi pada tekanan atmosfer untuk menghilangkan toluen dan residu yang diperoleh
didistilasi dengan tekanan yang lebih rendah.

Studi yang dilakukan olenh Rahman et al. (2012) juga menunjukkan bahwa senyawa
(E)-4-Fenilbut-3-en-2-on atau benzilidenaseton (7) 96% dapat disintesis dengan
mereaksikan aseton (5) berlebih (5 ekivalen) dengan benzaldehida (2) (1 ekivalen) tanpa
pelarut dengan katalis padatan natrium hidroksida (basa) (Gambar 2.13). Senyawa produk
(7) yang diinginkan kemudian dimurnikan dengan metode flash kromatografi dengan silika
gel sebagai fase diam. Sintesis benzilidenaseton melibatkan reaksi kondensasi Claisen-
Schmidt yang merupakan kondensasi aldol di mana konversi antara aromatik aldehid dan
keton membentuk B-hidroksi keton dengan katalis asam atau basa, yang selanjutnya terjadi
dehidrasi sehingga membentuk keton tidak jenuh.

0 0
0 o CHO NaOH % = J\ . 2 L >
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5 2 trace 7
5 ekuivalen 96%

Gambar 2.13 Kondensasi Claisen-Schmidt antara Aseton dengan Benzaldehida Tanpa
Pelarut dengan Katalis Padatan NaOH

(Sumber: Rahman, Ali, Jahng, & Kadi, 2012, telah diolah kembali)
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Gambar 2.14 Mekanisme Reaksi Kondensasi Claisen-Schmidt dalam Suasana Basa

(Sumber: Crowley, 2007, telah diolah kembali)

Studi yang dilakukan pada kelompok penelitian kami teah berhasil melakukan
sintesis senyawa AKMA dengan mengadopsi metode Furniss et al. (1989) pada dua tahap
reaksi (Prasetyaningrum, Bahtiar, & Hayun, 2018). Mekanisme reaksi yang terjadi sebagai

berikut:
Fesorlone

Ril-=: iy Q0Hg, £ Gl Gk (2E)-2-(Phenylmethylidene)cyclohexan-1-one and analogs
0

R2 HCI dil
R2=H, OCH, reflux 30 min
R3=0H
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R2 Farmaldshyds
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R4 = CH,-H(CH,CH,),

Gambar 2.15 Mekanisme reaksi pembuatan senyawa AKMA

(Sumber: Prasetyaningrum et al., 2018)

Pada penelitian Garepalli 2018 menunjukkan pemkain kondisi basa (NaOH) dan
memberikan produk sama tetapi menghasilkan reaksi yg lebih sederhana dan produk yang

lebih stabil dan rendemen yang baik. Reaksi yang terjadi pada Gambar 2.16 (Garepalli,

2016).
NaOH 10 % x
suhu kamar

Senyawa 3

Senyawa 1 Senyawa 2

Gambar 2.16 Mekanisme reaksi kondensasi tahap 1
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2.7 Sintesis Analog Kurkumin Heksahidro/Tetrahidro--Indazol (AKI)

Senyawa7-(benziliden-tersubtitusi)-3-(fenil-tersubtitusi)-2-(tersubtitusi)-3,
3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol merupakan senyawa turun senyawa siklovalon. Penelitian
Wasi (2013) menginformasikan senyawa tersebut dibuat dengan mereaksikan siklovalon
dengan hydrazine dengan bantuan radiasi gelombang mikro. Prinsip reaksi yang terjadi
adalah reaksi adisi nukleofilik gugus karbonil pada siklovalon dan amina primer pada
hidrazin terbentuk senyawa imina. Senyawa ini juga memberikan hasil yang sangat baik
dalam melawan bakteri Multi Drug Resistence (MDR). Penelitian Bayomi et al. juga
menunjukkan aktivitas antikanker baik secara in vitro maupun in vivo meningkat ketika
AKM dimodifikasi dengan senyawa hidrazin tersubtitusi menjadi Analog Kurkumin Indazol
(AKI) (Bayomi et al., 2015). Aktivitas antikanker AKI asimetrik belum diketahui.

Sintesis senyawa AKI dapat dilakukan berdasarkan Bayomi et al., 2013. Metode umum
untuk sintesis AKI adalah senyawa AKI simetrik (1 mmol), dan hidrazin hidrat (1 ml, 20
mmol) dalam etanol absolut (15 ml) dipanaskan pada refluks sambil diaduk selama 21 jam.
Campuran reaksi kemudian diuapkan, dan residu yang diperoleh dicuci dengan air, disaring,

dikeringkan, dan direkristalisasi dari etanol untuk menghasilkan senyawa target.

R4

R;

Gambar 2.17 Struktur 7-(benziliden tersubtitusi)-3-(fenil tersubtitusi)-2-(tersubtitusi)-
3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol
(Sumber: Wasi, Sharma, Gupta, & Intodia, 2013)

Mekanisme reaksi yang terjadi pada pembentukkan senyawa AKI adalah melalui 2
mekanisme reaksi yaitu reaksi kondensasi gugus karbonil keton dengan senyawa nukleofil
nitrogen dan sikloadisi 1,3 dipolar intramolekular. Mekanisme pertama merupakan
pembentukkan senyawa imina dapat digambarkan seperti pada Gambar 2.18 sebagai
berikut:
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Gambar 2.18 Skema reaksi kondensasi gugus keton dengan senyawa nukleofil nitrogen
(Sumber: Carey & Sundberg, 2007, telah diolah kembali)

Mekanisme kedua melalui mekanisme sikloadisi 1,3 dipolar intramolekular dapat

digambarkan seperti pada Gambar 2.19 sebagai berikut:

Gambar 2.19 Skema reaksi sikloadisi 1,3-dipolar dengan azometin imina

(Sumber: Néjera, Carmen; Sansano, José M; Yus, 2015, telah diolah kembali)

2.8 CADD (Computer Aided Drug Design)

Pendekatan komputasi dalam desain obat, proses penemuan dan pengembangan
mendapatkan eksplorasi, implementasi, dan kekaguman yang sangat cepat. Penemuan obat
baru adalah proses yang sangat kompleks, berisiko dan mahal dalam hal waktu, uang, dan
tenaga kerja. metode desain obat berbantuan komputer/computer-aided drug design
(CADD) banyak digunakan sebagai pendekatan desain obat baru. Telah terlihat bahwa
dengan menggunakan pendekatan CADD Kkita dapat mengurangi biaya penemuan dan
pengembangan obat hingga 50%. CADD terdiri dari penggunaan proses berbasis program
perangkat lunak apa pun untuk menetapkan standar yang menghubungkan aktivitas dengan
struktur (Talevi, 2018).

Virtual screening atau in silico dilakukan dengan tujuan untuk mengurangi jumlah
senyawa kimia yang sangat besar (pada umumnya, sebuah database senyawa kimia berisi
102-1015 senyawa) secara virtual hingga diperoleh jumlah yang sangat kecil untuk
kemudian akan disintesis dan dianalisis lebih lanjut sampai diperoleh beberapa kandidat obat
untuk target protein yang diharapkan. Meskipun penggunaan metode komputasi telah
dimulai sejak tahun 1970-an, namun, teknik virtual screening baru dipergunakan pada tahun
1972. Sejak saat itu, beberapa fakta sukses yang didapatkan dari aplikasi teknik ini pada

beberapa studi kasus penyakit tertentu serta ditemukannya beberapa obat baru (dan telah
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disetujui oleh institusi yang berwenang, seperti FDA di Amerika) menunjukkan adanya
relevansi antara beberapa keberhasilan tersebut dengan CADD, salah satunya adalah melalui
penggunaan teknik virtual screening. Selain itu, teknik virtual screening juga dapat
digunakan untuk mengidentifikasi beberapa senyawa kimia baru yang relevan untuk
menggantikan peranan suatu obat. Ada dua metode dalam perancangan senyawa obat baru
yang menggunakan penapisan in silico, yaitu metode berdasarkan struktur target baik berupa
enzim maupun reseptor yang bertanggung jawab atas toksisitas atau aktivitas suatu senyawa
di dalam tubuh (structure-based drug design) dan metode yang didasarkan pada senyawa

yang diketahui berikatan dengan target atau dikenal sebagai ligan (ligan-based drug design).

2.8.1 SBDD (Structure-Based Drug Design)

Dalam SBDD, struktur protein target diketahui dan interaksi atau bio-afinitas untuk
semua senyawa yang diuji (Talevi, 2018). Metode kimia komputasi SBDD memanfaatkan
informasi dari struktur protein target guna mencari sisi aktif protein yang berkaitan dengan
senyawa. Prediksi sisi aktif sebagai dasar perancangan senyawa yang diharapkan berikatan
dengan protein target tersebut dan memiliki aktivitas biologis.yang menunjukkan interaksi
yang lebih baik dengan protein target. Pemanfaatan informasi dari struktur target maupun
sifat fisikokimia ligan, dapat dilakukan penapisan uji interaksi senyawa-senyawa yang
dietahui aktif (ligan) pada sisi aktif protein, dan informasi yang diperoleh maka perancangan
senyawa baru diharapkan lebih poten dari senyawa yang sudah ada. (Pranowo & Hetadi,
2011).

Penambatan molekul adalah metode in silico yang memprediksi penempatan molekul
kecil atau ligan dalam situs aktif protein target mereka (reseptor). Itu terutama digunakan
untuk estimasi akurat dari mode pengikatan yang paling menguntungkan dan bio-afinitas
ligan dengan reseptornya, saat ini telah secara luas diterapkan pada penyaringan virtual
untuk optimalisasi senyawa (Talevi, 2018). Penambatan molekul digunakan untuk
memperoleh suatu perkiraan dan orientasi ikatan ligan, afinitas ikatan dan peran dari bahan
pelarut di dalam interaksi ligan-protein, untuk menentukan apakah dua molekul saling
berinteraksi. Penambatan molekul dapat digunakan untuk memilih substrat protein spesifik
yang potensial dari sejumlah besar database kimia dan untuk meramalkan ADME (Absorpsi,
Distribusi, Metabolisme dan Ekskresi) dari obat-obat baru dan calon obat. Keuntungannya
adalah tidak menghabiskan uji, pelarut dan tidak meninggalkan residu kimia yang beracun

bagi lingkungan hidup. Metode docking dapat memprediksikan struktur 3D dari kompleks
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ligan protein. Ligan dapat melekat pada binding site protein, sehinga interaksi intramolekuler
dapat dipelajari. Metode komputasi docking mempunyai potensi sebagai penapisan virtual.
Alat-alat komputasional harus otomatis, cepat dan data dipercaya dalam memperkirakan
hubungan kompleks-protein ligan sesuai dengan tempat ikatannya.

2.8.2 LBDD (Ligand-Based Drug Design)

LBDD adalah metode kimia komputasi berdasarkan informasi sifat fisikokimia
senyawa dapat dikalkulasi dengan bantuan komputer guna menurunkan suatu persamaan
yang dapat digunakan untuk memprediksi aktivitas suatu senyawa (Purnomo, 2009). Dalam
LBDD, struktur 3D dari protein target tidak diketahui tetapi pengetahuan tentang ligan yang
mengikat dengan yang diinginkan situs target diketahui. Ligan ini dapat digunakan untuk
mengembangkan model atau molekul farmakofor yang memiliki semua fitur struktural yang
diperlukan untuk mengikat ke situs aktif target. Secara umum teknik berbasis ligan adalah
pendekatan berbasis farmakofor dan hubungan aktivitas struktur-kuantitatif (QSAR). Dalam
LBDD diasumsikan bahwa senyawa yang memiliki kesamaan dalam strukturnya juga
memiliki aksi biologis dan interaksi yang sama dengan protein target (Talevi, 2018).

1. Pemetaan Farmakofor

Farmakofor merupakan posisi geometrik tiga dimensi dari gugus-gugus yang
terdapat di dalam suatu ligan yang membentuk suatu pola yang unik yang dapat dikenali oleh
reseptor secara spesifik yang bertanggung jawab terhadap proses pengikatan ligan dengan
suatu reseptor dan aktivasi reseptor tersebut (Thomas, 2007). Farmakofor mempunyai
beberapa komponen berupa atom atau gugus fungsi spesifik seperti cincin aromatic, akseptor
atau donor ikatan H dan pusat muatan hubungan geometri antar gugus fungsi. Farmakofor
juga memperhitungkan jarak sudut ikatan dan sudut torsi dari struktur 3D (Jorgensen, 2004).
2. Hubungan Kuantiatif Strutur Aktivitas (HKSA)

Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) merupakan sebuah usaha, yang
termasuk di dalam Ligand Based Drug Design (LBDD) yang digunakan untuk menganalisa
hubungan antara deskriptor-deskriptor fisika kimia terhadap aktivitas biologis yang
ditimbulkannya, untuk mengurangi faktor keberuntungan dari proses penemuan. Struktur
tiga dimensi (3D) yang tidak ada pada target obat potensial, sehingga desain obat berbasis
ligan (LBDD) adalah salah satu pendekatan populer untuk penemuan obat dan
pengoptimalan senyawa penuntun. Hubungan aktivitas struktur 3D (3D QSAR) dan

pemodelan farmakofor adalah alat yang paling penting dan banyak digunakan dalam desain
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obat berbasis ligan yang dapat memberikan wawasan penting tentang sifat interaksi antara
target obat dan molekul ligan dan memberikan model prediksi yang sesuai untuk optimasi
senyawa penuntun. QSAR menggunakan parameter-parameter fisika-kimia yang diduga
memiliki pengaruh besar pada aktivitas biologis dari suatu obat. Parameter-parameter di
dalam QSAR haruslah merupakan sifat-sifat fisika-kimia yang dapat direpresentasikan
dengan nilai yang berupa angka-angka. Hubungan kuantitatif struktur aktivitas atau QSAR
memadukan statistika dengan sifat fisikokimia senyawa yang diprediksi dengan bantuan
komputer untuk menurunkan suatu persamaan yang digunakan untuk memprediksi aktivitas
suatu senyawa. Predictor yang digunakan dalam studi QSAR diperoleh dari hasil pengukuran
(measurable) seperti kerapatan, energy ionisasi, titik didih, masa molekul, momen dipol,
tetapan keasaman dan lipofilisitas. Nilai-nilai tersebut digunakan untuk menghasilkan
persamaan-persamaan umum (general) yang menunjukkan hubungan sifat-sifat fisika-kimia

dengan aktivitas biologisnya (Muhammad, 2018)

2.9 Pemodelan Farmakofor

Konsep dasar farmakofor telah dipelajari selama satu dekade, dan penggunaan teknik
pemodelan farmakofor sebagai sarana untuk penemuan obat baru meningkat sejak studi
CADD. Menurut pengertian IUPAC tahun 1998 (Union, Pure, & Chemistry, 1998),
farmakofor adalah bagian dari fitur sterik dan elektronik yang diperlukan untuk memastikan
interaksi supermolekular yang optimal dengan struktur biologi yang spesifik dan untuk
memicu atau memblok respon biologis. Terdapat beberapa macam fitur farmakofor yang
biasa digunakan, yaitu diantaranya adalah donor ikatan hidrogen, akseptor ikatan hirogen,
hidrofobik, dan area-area yang terionisasi negatif maupun positif. Sebuah fitur farmakofor
menggambarkan sebuah sifat tertentu dan tidak terikat hanya oleh suatu gugus tertentu saja.
Dengan demikian, gugus-gugus yang mempunyai sifat yang sama akan mempunyai fitur
farmakofor yang sama (Wermuth et al., 1998).

Pemodelan farmakofor sangat berguna dalam skrining virtual, terutama jika
informasi tentang target sangat kurang (dengan menggunakan ligan-based pharmacophore).
Bahkan jika informasi tentang target tersedia cukup lengkap, penggunaan farmakopor sangat
berguna untuk mengurangi waktu dalam skrining virtual secara signifikan, karena skrining
dengan pemodelan farmakofor dapat mengeliminasi senyawa-senyawa yang tidak memiliki
fitur-fitur farmakofor yang sesuai dengan cepat. Berdasarkan cara pembuatannya farmakofor

dapat dibedakan menjadi dua jenis, yaitu farmakofor yang dibuat berdasarkan fitur-fitur
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kimia yang overlap dari sekumpulan ligan-ligan aktif yang telah dijajarkan secara fleksibel
(ligand-based pharmacophore) dan farmakofor yang dibuat berdasarkan kesamaan interaksi
antara ligan-ligan dengan situs aktif reseptornya (structure-based pharmacophore) (Wolber
et al., 2008). Structure-based pharmacophore dapat dibedakan lebih 14 lanjut menjadi dua
sub-kategori, yaitu: macromolecule-ligan complex based (berdasarkan kompleks reseptor
dengan ligan) dan macromolecule based (hanya berdasarkan stuktur reseptor saja) (Yang,
2010).

2.9.1 Ligand Based Pharmacophore

Ligand Based Pharmacophore atau pemodelan famakofor berbasis ligan menjadi
kunci dari strategi komputasional untuk memfalisitasi penemuan obat saat target struktur
makromolekunya belum diketahui. Pada pemodelan farmakofor berbasis ligan, fitur kimia
umum dari struktur 3D dari set ligan yang telah diketahui yang mempresentasikan interaksi
esensial antara ligan dengan makromolekul target yang spesifik. Secara umum,
pembentukkan farmakofor dari multi ligan (disebut sebagai senyawa training set) yang
meliputi dua langkah utama yaitu pembuatan ruang konformasi untuk setiap ligan pada
training set untuk mempresentasikan fleksibilitas konformasi ligan, dan mengatur multi ligan
pada training set dan mendeterminasikan fitur kimia umum yang esensial untuk
mengkontruksi model farmakofor. Pengaturan fleksibilitas konformasional ligan
mengkonduksi alignment molecular mempresentasikan teknik kunci juga merupakan
pemodelan farmakofor berbasis ligan (Yang, 2010; Kumar P, Singh, Sharma, Mukta, &
Anupama, 2015).

Saat ini berbagai generator farmakofor otomatis telah dikembangkan, termasuk
software  komersial telah tersedia, antara lain Hypogen (Accelrys Inc.,

http://www.accelrys.com) (Li et al., 2000), MOE (Chemical Computing Group,

http://www.chemcomp.com) dan beberapa program akademik lainnya.

2.9.2 Structure based Pharmacophore

Structure based Pharmacophore atau pemodelan farmakofor berbasis struktur
bekerja secara langsung dengan struktur 3D dari target makromolekular atau kompleks
makromolekul ligan. Protokol pemeodelan farmakofor berbasis struktur melibatkan analisis
komplemen fitur kimia pada situs aktif dan hubungan spasialnya, serta subsekuen model

farmakofor dengan fitur yang telah dipilih. Metode pemodelan farmakofor berbasis struktur
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lebih lanjut dapat diklasifikasikan ke dalam dua sub kategori: kompleks malromolekul ligan
dan makaromolekul tanpa ligan. Pendekatan kompleks makromolekul-ligan adalah
mnempatkan situs ikatan ligan pada target makrmolekul dan mendeterminasi poin interaksi
kunci antara ligan makromolekul (Yang, 2010). Contoh software yang digunakan untuk
pemodelan farmakofor berbasis struktur adalah LigandScout (Wolber & Langer, 2005),
Pocket v.2 (Chen & Lai, 2006) dan GPBM (Ortuso, Langer, & Alcaro, 2006). LigandScout
merupakan software dengan representasi terbaik untuk kompleks makromolekul-ligan.

2.10 Validasi berdasarkan nilai RMSD

Validasi metode pada penambatan molekular dilakukan dengan melakukan
penambatan ligan ko-kristal pada reseptor. Ligan ko-kristal dibuat seperti halnya pada
preparasi senyawa uji. Validasi metode penambatan yang dilakukan dengan redocking ligan
ko-kristalpada binding site. Nilai RMSD < 2,0 dianggap sebagai acuan dalam simulasi
docking, apabila RMSD < 2,0 maka bias maju ke langkah selanjutnya, jika tidak maka harus
dikonfigurasi kembali (Kellenberger, Rodrigo, Muller, & Rognan, 2004).

Protokol skrining virtual berdasarkan struktur disarankan menggunakan validasi
restropektif utuk meningkatkan kualitasnya. Pada umumnya sumber data untuk validasi
restropektif untuk beberapa target molecular protein disediakan di a directory of usefull
decoys (DUD). Dalam data set DUD terdapat 2950 senyawa aktif terhadap 40 target yang
berbeda. Untuk setiap senyawa aktif terdapat 36 decoy dengan sifat fisika sama tetapi
memiliki topologi yang berbeda, validasi ini dilakukan untuk melihat kemampuan protokol
untuk mengidentifikas senyawa aktif terhadap protein target secara restropektif dengan
EF200 dan EFmax (faktor pengayaan) sebagai fungsi obyektif. Nilai EF200 dihitung dengan
membandingkan nilai antara true positive dengan false positive terhadap 20% false positive,
sedangkan nilai EFmax membandingkan nilai antara true positive dengan false positive
terhadap 100% false positive (Huang, Shoichet, & Irwin, 2006).

2.11 Isolasi dan Pemurnian

Isolasi terhadap hasil akhir dari suatu reaksi, dibutuhkan untuk mendapatkan suatu
produk yang murni dari campuran reaksi. Hasil reaksi yang masih berada dalam campuran
mungkin saja masih mengandung pelarut, reagen yang berlebihan ataupun kemungkinan
produk yang diinginkan bercampur dengan hasil reaksi lain yang tidak diinginkan (Furniss

et al., 1978). Beberapa teknik yang berhubungan dengan isolasi dan pemurnian:
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2.11.1 Teknik filtrasi

Filtrasi terhadap suatu campuran setelah reaksi berlangsung merupakan hal yang penting
karena dapat mengisolasi produk yang berada dalam bentuk padatan dari pelarutnya maupun
dapat memisahkan zat pengotor dan reaktan yang tidak larut dari produk reaksi yang masih
berada dalam larutan.
2.11.2 Teknik rekristalisasi

Senyawa organik berbentuk padat yang diisolasi dari suatu hasil reaksi organik jarang
yang sudah berada dalambentuk murni. Pemurnian dari senyawa tersebut umumnya efektif
dengan cara kristalisasi menggunakan pelarut maupun campuran pelarut yang sesuai. Proses
rekristalisasi terdiri dari: (a) melarutkan senyawa yang belum murni kedalam pelarut yang
sesuai pada waktu titik didihnya; (b) menyaring larutan panas tersebut sehingga zat pengotor
yang tidak larut akan terpisah; (c) mendinginkan filtrat panas tersebut, hal ini akan membuat
zat yang tadinya terlarut akan mengkristal; (d) pisahkan Kristal dari supernatant, keringkan.
Contoh pelarut yang umum digunakan untuk teknik kristalisasi adalah, metanol, etanol,
aseton, etil asetat, asam asetat glacial, kloroform, dietil eter, benzena, dioksan, sikloheksan.
2.11.3 Ekstraksi pelarut

Untuk tahap pertama pemisahan dan pemurnian komponen hasil reaksi umumnya
melibatkan proses ekstraksi pelarut. Pelarut yang umumnya digunakan untuk ekstraksi
adalah dietil eter atau diisopropil eter, benzena, toluen, kloroform, dan metilen klorida.
Pelarut-pelarut tersebut dipilih berdasarkan sifat kelarutan zat yang akan diekstraksi
terhadap pelarut.

2.12 ldentifikasi dan Karakterisasi Senyawa Hasil Sintesis

2.12.1 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis merupakan jenis kromatografi yang menggunakan fase diam
berupa padatan adsorben dan fase gerak berupa cairan. KLT menggunakan fase diam berupa
lapisan adsorben yang seragam pada permukaan bidang datar yang didukung oleh lempeng
kaca, plat aluminium atau plat plastik, dan fase gerak yang digunakan berupa campuran dari
beberapa jenis pelarut. Prinsip umum KLT yaitu pemisahan campuran karena adanya
pergerakan fase gerak melewati permukaan datar, analit akan bermigrasi dengan kecepatan
yang berbeda-beda tergantung dari afinitasnya terhadap fase diam dan fase gerak
(Muderawan, 2009). Campuran yang akan dipisahkan berupa larutan, ditotolkan berupa
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bercak atau pita. Setelah pelat ditaruh dalam bejana tertutup rapat berisi larutan pengembang
yang cocok (fase gerak), pemisahan terjadi selama perambatan kapiler. Selanjutnya,
senyawa yang tidak berwarna harus ditampakkan atau dideteksi (Stahl, 1985).

Kelebihan KLT dibandingkan kromatografi kertas adalah keserbagunaan, kecepatan
dan kepekaannya. Keserbagunaan KLT disebabkan karena kenyataan bahwa disamping
selulosa, sejumlah penyerap yang berbeda-beda dapat disaputkan pada pelat kaca atau
penyangga lain yang digunakan untuk kromatografi. Keuntungan KLT yang lain adalah
hanya diperlukan jumlah cuplikan yang sedikit kira-kira 0,1 g, kebutuhan ruang minimal dan

penanganannya sederhana (Stahl, 1985).

2.12.2 Titik Lebur

Kristal senyawa organik murni pada umumnya memiliki titik lebur yang jelas dan
tajam. Dimana jarak lebur, yang merupakan perbedaan antara temperatur ketika kristal mulai
hancur pertama kali dengan temperatur dimana zat telah melebur sempurna, sempit. Jarak
lebur yang lebar (lebih dari 5°C) mengindikasikan bahwa senyawa tidak murni, sedangkan
jarak lebur yang sempit (0,5-2°C) mengindikasikan bahwa senyawa murni. Pengujian titik
lebur dapat menghasilkan sedikit perbedaan (kurang lebih 2-3°C) disebabkan oleh perbedaan
teknik pengerjaan atau akurasi termometer. Kehadiran pengotor dalam jumlah kecil dapat
menghasilkan peningkatan jarak lebur dan menyebabkan peleburan terjadi pada temperatur
yang lebih rendah daripada titik lebur senyawa murni (Vinod & Craine, 2011). Dalam
menentukan nilai titik lebur suatu zat yang belum diketahui secara pasti nilainya, secara
praktis disarankan untuk mengisi dua pipa kapiler dengan zat tersebut. Kemudian salah satu
pipa kapiler dimasukkan ke dalam alat penentu titik lebur yang suhu alatnya dinaikkan secara
cepat untuk memperkirakan nilai titik lebur zat tersebut. Setelah itu keluarkan pipa kapiler
tersebut dan suhu alat penentu titik lebur diturunkan hingga suhunya 30°C. Lalu pipa kapiler
yang kedua dimasukkan ke dalam alat untuk ditentukan titik leburnya secara lebih akurat
dengan menggunakan perkiraan suhu lebur dari pipa kapiler pertama tadi (Furniss et al.,
1978).

2.12.3 Spektroskopi Inframerah

Spektrofotometri inframerah merupakan teknik analisis suatu senyawa yang
digunakan untuk menentukan gugus fungsi senyawa dan karakteristik senyawa yang sudah

diketahui strukturnya. Daerah bilangan gelombang dituliskan dalam satuan cm™. Daerah
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radiasi spektrofotometri inframerah berkisar antara bilangan gelombang 4000-400 cm™.
Pada spektrum absorbsi dibuat dengan bilangan gelombang pada sumbu x dan persentase
transmitan (T) pada sumbu y (Khopkar, 1990). Spektrofotometri inframerah dapat
digunakan untuk analisis sampel berupa cairan maupun padatan. Analisis pada sampel cairan
mempunyai sel khusus berupa pelat NaCl. Cairan diteteskan pada pelat berupa lapisan tipis.
Untuk sampel berupa padatan digunakan teknik pelet KBr. Teknik ini dilakukan dengan cara
menumbuk (0,1-2,0)% sampel dengan KBr, kemudian ditekan dengan tekanan tinggi dalam
cetakan hingga membentuk pelet KBr yang transparan. Pelet tersebut diletakkan dalam sel
alat spektrofotometer inframerah kemudian didapatkan spektrum IR sampel (Harmita,
2006).
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Gambar 2.20 Tabel Sederhana Data IR Beberapa Gugus Fungsi yang Umum

Ket: s=kuat; m=menengah; w=lemah; sh=tajam; br=lebar
(Sumber : Silverstein et al., 2005)

Daerah yang paling banyak digunakan untuk berbagai keperluan praktis adalah 4000-
690 cm™ yang biasa disebut sebagai daerah IR tengah. Spektroskopi IR juga digunakan
dalam penentuan struktur, khususnya senyawa organik dan juga untuk analisis kuantitatif,
seperti analisis kuantitatif untuk pencemar udara, misalnya karbon monoksida dalam udara
dengan teknik non-dispersif. Spektrum infra merah memberikan puncak-puncak maksimal
yang jelas sebaik puncak minimumnya. Spektrum absorpsi dibuat dengan bilangan
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gelombang pada sumbu X dan persentase transmitan (T) pada sumbu Y. Karakteristik gugus
fungsional spektrum inframerah suatu zat diidentifikasi berdasarkan posisi atau frekuensi
(cm™), bentuk (broad) dan intensitas relatif serapan (strong, medium, weak) (Silverstein,
Webster, & Kiemle, 2005)

Bila sinar infra merah dilewatkan melalui cuplikan senyawa organik, maka sejumlah
frekuensi akan diserap sedang frekuensi yang lain diteruskan atau ditransmisikan tanpa
diserap. Gambaran antara persen absorbansi atau persen transmitansi lawan frekuensi akan
menghasilkan suatu spektrum infra merah. Transisi yang terjadi didalam serapan infra merah
berkaitan dengan perubahan-perubahan vibrasi dalam molekul (Sastrohamidjojo, 2001).
Energi dalam spektroskopi infra merah dibutuhkan untuk transisi vibrasi, maka radiasi infra
merah hanya terbatas pada perubahan energi setingkat molekul. Untuk tingkat molekul,
perbedaan dalam keadaan vibrasi dan rotasi digunakan untuk mengadsorbsi sinar infra
merah. Jadi untuk dapat mengadsorbsi, molekul harus memiliki perubahan momen dipol
sebagai akibat dari vibrasi. Radiasi medan listrik yang berubah-ubah akan berinteraksi
dengan molekul dan akan menyebabkan amplitudo salah satu gerakan molekul (Khopkar,
1990). Spektroskopi infra merah mengandung banyak serapan yang berhubungan dengan
sistem vibrasi yang berinteraksi dalam suatu molekul akan memberikan puncak-puncak yang
sangat karakteristik dalam spektra. Corak puncak ini dikenal sebagai “sidik jari” molekul
yang merupakan daerah yang mengandung sejumlah besar vibrasi yang tidak dapat
dimengerti. Dengan membandingkan spektra infra merah dari dua senyawa yang
diperkirakan identik maka dapat dinyatakan kedua senyawa tersebut identik atau tidak. Akan
jauh lebih sulit untuk membedakan ikatan-ikatan tertentu dalam area sidik jari daripada
dalam area yang lebih ‘bersih’ yang berada dalam area dengan bilangan gelombang yang
lebih besar. Hal penting dalam area sidik jari ini adalah setiap senyawa yang berbeda

menghasilkan pola lembah yang berbeda-beda pada spektrum bagian ini (Khopkar, 1990).

2.12.4 Spektroskopi Massa

Spektrometer massa adalah suatu instrumen yang menghasilkan berkas ion dari suatu
zat uji, memilah ion tersebut menjadi spektrum sesuai dengan perbandingan massa terhadap
muatan (m/e) dan merekam kelimpahan reaktif tiap jenis ion yang ada (Harmita, 2006).
Spektroskopi massa ini untuk mengetahui berat molekul senyawa dan ditunjang dengan
adanya fragmentasi ion molekul yang menghasilkan pecahan-pecahan spesifik untuk suatu

senyawa berdasarkan m/e dan masing-masing fragmen yang terbentuk. Terbentuknya
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fragmen-fragmen dengan terjadinya pemutusan ikatan apabila disusun kemudian akan dapat
menentukan kerangka struktur senyawa yang diperiksa. Molekul senyawa organik pada
spektrometer massa, ditembak dengan berkas elektron dan menghasilkan ion bermuatan
positif yang mempunyai energi yang tinggi karena lepasnya elektron dari molekul yang dapat
pecah menjadi ion yang lebih kecil (Sastrohamidjojo, 2004).

Spektrometer massa terdiri dari sistem pemasukan cuplikan, ruang pengion dan
percepatan, tabung analisis, pengumpul ion dan penguat dan pencatat. Keuntungan utama
spektrometri massa sebagai metode analisis yaitu metode ini lebih sensitif dan spesifik untuk
identifikasi senyawa yang tidak diketahui atau untuk menetapkan keberadaan senyawa
tertentu. Hal ini disebabkan adanya pola fragmentasi yang khas untuk setiap senyawa
sehingga dapat memberikan informasi mengenai bobot molekul dan rumus molekul. Puncak
ion molekul penting dikenali karena memberikan bobot molekul senyawa yang diperiksa.
Puncak paling kuat pada spektrum, disebut puncak dasar (base peak), dinyatakan dengan
nilai 100% dan kekuatan puncak lain, termasuk puncak ion molekulnya dinyatakan sebagai

persentase puncak dasar tersebut (Silverstein, Bassler, & Kiemle, 2005).

2.12.5 Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti

Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti (RMI) atau Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) didasarkan pada pengukuran absorbsi radiasi elektromagnetik pada daerah frekuensi
radio 4-600 MHz oleh partikel inti atom yang berputar di dalam medan magnet. Untuk
menentukan struktur senyawa organik, cuplikan yang diperiksa harus murni. Tetra metil
silane (TMS) dipakai sebagai standar pada spektroskopi ini karena mempunyai kerapatan
elektron paling tinggi (Harmita, 2006).

Spektrum dapat diperoleh dari senyawa yang mengandung atom-atom yang intinya
mempunyai momen magnet tidak sama dengan nol. Di antara inti-inti atom tersebut adalah
proton (*H), inti fluor (*°F), isotop nitrogen, dan banyak yang lain. Inti karbon (*2C) yang
sangat penting dalam kimia organik tidak memiliki momen magnet sehingga studi NMR

dengan karbon hanya terbatas pada isotop 3C (Silverstein et al., 2005).
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lingkungan atom yang berbeda yang ada dalam molekul, beberapa atom hidrogen pada
masing-masing jenis lingkungan hidrogen, serta berapa banyaknya atom hidrogen yang ada

pada atom karbon tetangga. Banyak inti (atau lebih tepat, inti dengan paling tidak jumlah
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Gambar 2.21 Nilai Geseran Kimia *H Pada Spektroskopi NMR Proton
(Sumber : Silverstein et al., 2005)
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Gambar 2.22 Nilai Geseran Kimia **C Pada Spektroskopi NMR Karbon
(Sumber : Silverstein et al., 2005)

Spektrometri resonansi
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proton atau neutronnya ganjil) dapat dianggap sebagai magnet kecil. Inti seperti proton (*H
atau H-1) dan inti karbon-13 (**C atau C-13; kelimpahan alaminya sekitar 1%). Karbon-12
(*2C), yang dijadikan standar penentuan massa, tidak bersifat magnet. Bila sampel yang
mengandung *H atau *C (bahkan semua senyawa organik) ditempatkan dalam medan
magnet, akan timbul interaksi antara medan magnet luar tadi dengan magnet kecil (inti).
Karena ada interaksi ini, magnet kecil akan terbagi atas dua tingkat energi (tingkat yang
sedikit agak lebih stabil (+) dan keadaan yang kurang stabil (-) yang energinya berbeda.
Spektra RMI biasanya ditentukan dari larutan substansi yang akan dianalisis. Untuk itu
pelarut yang digunakan tidak boleh mengandung atom hidrogen, karena adanya atom
hidrogen pada pelarut akan mengganggu puncak-puncak spektrum (Harmita, 2006).

Pada analisis dengan spektroskopi NMR, terdapat juga analisis dua dimensi (2D)
yang merupakan kombinasi hasil dua spektrum NMR satu dimensi untuk mendapatkan
gambaran hubungan proton dan karbon yang lebih jelas. HMQC (Heteronuclear Multiple
Quantum Correlation) adalah salah satu jenis NMR 2D yang dapat dimanfaatkan dalam
elusidasi struktur karena dapat menggambarkan hubungan *H dan **C yang saling berikatan,
sehingga dapat diketahui jumlah proton yang terikat dengan karbon yang sama maupun
karbon yang tidak berikatan dengan proton (Duddeck & Dietrich, 1992). Contoh spektrum
dapat dilihat pada Gambar 2.23.
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Gambar 2.23 Spektrum HMQC senyawa Kuinidin dalam CDCl3z (500 MHz)
(Sumber: Duddeck & Dietrich, 1992)
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HMBC (Heteronuclear Multiple bond correlation) menggambarkan korelasi
jarak jauh (long range coupling) antara **C dengan 'H pada posisi dua sampai dengan tiga
ikatan, sehingga dengan spektrum ini dapat diketahui posisi tetangga karbon dan proton
(Duddeck & Dietrich, 1992; Richards & Hollerton, 2010). Contoh spektrum dapat dilihat
pada Gambar 2.24.
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Gambar 2.24 Spektrum HMBC senyawa Kuinidin dalam CDCls (500 MHz)
(Sumber: Duddeck & Dietrich, 1992)

2.13 Uji Sitotoksisitas

Uji sitotoksik adalah uji toksisitas secara in vitro menggunakan kultur sel yang
digunakan untuk mendeteksi adanya aktivitas antineoplastik dari suatu senyawa.
Penggunaan uji sitotoksik pada kultur sel merupakan salah satu cara penetapan in vitro untuk
mendapatkan obat-obat sitotoksik. Sistem ini merupakan uji kuantitatif dengan cara
menetapkan kematian sel. Parameter yang digunakan untuk uji sitotoksik yaitu nilai 1Csg.
Nilai 1Csp menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan proliferasi sel
sebesar 50% dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Nilai 1Cso
dapat menunjukkan potensi suatu senyawa sebagai sitotoksik. Semakin besar harga ICso

maka senyawa tersebut semakin tidak toksik (Haryoto et al., 2013).
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Beberapa pengujian dapat digunakan dalam menentukan efek penghambatan pada
sel secara in vitro. Mulai dari pengujian sederhana dengan mengukur viabilitas sel setelah
terpapar molekul uji, seperti dye exclusion yang mengukur integritas dan efek pada
pertumbuhan sel, sampai pengujian yang mengukur viabilitas sel secara tidak langsung
dengan menguji kemampuan sel untuk mereduksi senyawa seperti MTT, MTS, SRB, dan

alamar Blue atau pembentukan ATP (Longo-Sorbelo et al., 2006).

2.13.1 MTT Assay

Salah satu cara pengujian sitotoksisitas yaitu dengan pengujian cell-based. Pengujian
cell-based sering digunakan dalam menskrining kumpulan senyawa untuk menentukan
bahwa molekul uji memiliki efek pada pembelahan sel atau memperlihatkan secara langsung
efek sitotoksisitas yang berkaitan dengan kematian sel. Tanpa memperhatikan jenis atau tipe
sel yang digunakan, yang paling penting adalah seberapa banyak viabilitas sel yang tersisa
pada akhir pengujian (Riss et al., 2016).

Salah satu metode dalam menentukan viabilitas sel adalah dengan menggunakan
metoda pengujian MTT (4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide). Sel hidup
akan mereduksi MTT menjadi formazan yang berwarna ungu dengan bantuan oleh enzim
dehidrogenase (NADH dan NADPH) (Gambar 2.5). Formazan yang terbentuk akan
dikuantifikasi menggunakan spektrofotometer dengan absorbansi maksimum pada panjang
gelombang 570 nm. Ketika sel mati, sel akan kehilangan kemampuan untuk mereduksi MTT
tersebut sehingga formazan yang dihasilkan sedikit. Pembentukan warna inilah yang

menandakan sel yang hidup (Riss et al., 2016).
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MTT Formazan

Gambar 2.25 Konversi MTT menjadi Formazan

(Sumber : Riss et al., 2016)
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Jumlah langkah uji telah diminimalkan sebisa mungkin untuk mempercepat
pengolahan sampel. Reagen MTT menghasilkan nilai absorbansi latar belakang yang rendah
dengan tidak adanya sel. Untuk setiap jenis sel, hubungan linear antara jumlah sel dan sinyal
yang dihasilkan dapat ditetapkan, sehingga memungkinkan suatu kuantifikasi akurat dari

perubahan dalam tingkat proliferasi sel (Anonim, 2011).

2.13.2 Indeks Selektivitas (1S)

Indeks Selektivitas (IS) menggambarkan perbedaan aktivitas senyawa pada sel
normal dan sel kanker. Nilai IS didapatkan membandingkan nilai 1Csg sel normal dengan
nilai 1Cso sel kanker. Semakin besar nilai IS maka semakin selektif senyawa tersebut
terhadap target yang diinginkan. Nilai IS kurang dari 2 mengindikasikan toksisitas senyawa

secara umum yang artinya senyawa tidak selektif (Badisa et al., 2006).
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2.14 Kerangka Teori

Analog Kurkumin Potensi aktivitas Derivat struktur
(AKM/AKMA) antikanker [0 EVA]|

-Perubahan gugus 186 Desain Baru
menjadi Indazol Analog Kurkumin
-Variasi Subtituen Indazol (AKI)

Reseptor Estrogen

Penapisan CADD: (RE-a) — Adanya

Pemodelan overekspresi pada

Farmakofor Kanker Payudara &
Serviks

Sintesis Senyawa

AKI terpilih

Aktivitas Antikanker (ICso) Indeks Selektivitas (1S)
- Kanker Payudara (MCF-7) (Sel Vero)
- Kanker Serviks (HeLa)

- Kanker Kolorektal (WiDr)
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2.15 Kerangka Konsep

Perbedaan Struktur Senyawa AKI
- Perubahan gugus fungsi — Indazol
- Variasi Subtituen
- Konformasi Molekul
- Sifat Fisika kimia

Aktivitas Antikanker (ICso)
- Kanker Payudara (MCF-7)
- Kanker Serviks (HelLa)

- Kanker Kolorektal (WiDr)

Indeks Selektivitas (IS)
(Sel Vero)
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Alur Penelitian

Rancangan penelitian dilakukan melaui tahapan in silico, sintesis dan uji aktivitas.
Tahap pertama desain senyawa AKI melalui pendekatan simulasi in silico. Hasil skrining
secara in silico dilakukan sintesis dan diidentifikasi dengan KLT, FTIR, LCMS, dan
NMR. Senyawa hasil sintesis diuji aktivitas berupa uji selektivitas terhadap sel normal,
uji sitotoksik terhadap sel kanker (MCF-7, HeLa, WiDr), dan sel normal Vero. Alur
penelitian lengkap dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.2 Tempat Penelitian

Penelitian Rancangan obat berbasis komputer dilakukan di Laboratorium
Komputasi Biomedik dan Rancangan Obat Fakultas Farmasi Universitas Indonesia,
Depok. Sintesis senyawa dan analisis FTIR dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi
dan Medisinal Fakultas Farmasi Ul. Analisis tH-NMR, 3C-NMR, dan LCMS dilakukan
Di Kimia LIPI, Puspiptek, Serpong. Uji sitotoksik di LAPTIAB, BPPT, Serpong.

3.3 Alat

Alat alat yang digunakan untuk skrining senyawa secara in silico adalah piranti keras
yang digunakan pada penelitian ini adalah komputer dengan spesifikasi: Desktop-
AF57S8U, Processor Intel(R) Core(TM) i5-5200 CPU@ 2.20 GHz 2.20 GHz, RAM 16
GB, Operating System Windows 10, 64 bit, Graphic Card AMD Radeon R9-M275 4GB.
Komputer terhubung dengan jaringan internet. Piranti lunak yang digunakan pada
penelitian ini antara lain: Program Marvinsketch, LigandScout 4.2, dan LigandScout 4.4;
AutoDockTools (v 4.2) yang terintegrasi pada program LigandScout 4.2, dan
LigandScout 4.4; SwissADME http://swissadme.ch/. Alat-alat yang digunakan adalah

alat gelas untuk sintesis dan pemurnian: timbangan analitik, kertas saring, tabung reaksi,
penangas air, termometer, pelat pemanas, pengaduk magnetik, oven vakum, bejana KLT,
UV-cabinet, penguap vakum putar, kolom kromatografi, vial dan botol penampung
berbagai ukuran, mikropipet, lemari pendingin, alat uji antioksidan, corong pisah, corong
Buchner, kertas Whatmann, alat uji titik lebur, spektrofotometer UV-Vis,
spektrofotometer FTIR, spektrofotometer H-NMR dan 3C-NMR, LC-MS atau HRMS.
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Alat-alat yang digunakan untuk aktvitas biologis: Biosafety Cabinet Level-2,
(Nuaire, USA), Inkubator CO. (Binder, Germany), Alat Sentrifugasi (Tommy, Japan),
Inverted Microscope (Nikon, Japan), flask T25 (Corning, USA), tabung 15 mL (Corning,
USA), tabung 1.5 mL (Axygen, USA), perangkat hemositometer, Improved Neubauer,
96-wells Tissue Culture Plate (Corning, USA), 12-wells Tissue Culture Plate (Corning,
USA), micropippet, 200ul, 1000ul (Gilson,USA), pipet tips 200ul, 1000ul (Axygen,
USA).

3.4 Bahan

Bahan uji in silico tahap 1:

Bahan yang digunakan adalah data sekuens dan data struktur tiga dimensi (3D)
Estrogen Reseptor Homo sapiens yang diperoleh dari online diperoleh dari database:
NCBI, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank

http://www.pdb.org/pdb/home/.

Tabel 3.1 Kode PDB dari Reseptor Estrogen o (ER-a)

No Kode Resolusi Tahun Keterangan Ref Ligan Nativ
PDB (A)

1 1SJO 1,9 2004 Hormon/Faktor Kim, S E4D600
Pertumbuhan

2 20Uz 2,0 2007 Hormon/Faktor Vajdos, FF C3D999
Pertumbuhan

3 2P7Z 2,5 2008 Reseptor hormon Abad, MC OHT201

4 30S8 2,03 2010 Hormon/Faktor Bruning KNO1
Pertumbuhan

Data tes set dari penghambat reseptor estrogen o (RE a) diperoleh dari 30 senyawa

dari www.pubchem.com dan 4 senyawa merupakan ligan nativ. Decoy diperoleh dari

basis data A Directoryof Useful Decoys (DUD) http://dude.docking.org/, dengan cara

memasukkan data “tes ser”. Data set untuk validasi model juga didapatkan dari
Directoryof Useful Decoys (DUD) http://dude.docking.org/ untuk sel target 1SJO

sebanyak 383 senyawa aktif dan 20.674 decoys_(Mysinger, Carchia, Irwin, & Shoichet,
2012). Data parameter farmakokinetik dan Nilai Synthesis Accesibiity (SA) diperoleh dari
SwissADME http://swissadme.ch/.

Bahan-bahan untuk sintesis, pemurnian: vanillin (Merck, Jerman), benzaldehida

(Merck Jerman), p-metoksibenzaldehida (Merck, Jerman), p-flourobenzaldehida (Merck,
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Jerman), p-klorobenzaldehida (Merck, Jerman), p-metilbenzaldehida(Merck, Jerman),
sikloheksanon (Merck, Jerman), 3,4-dimetoksibenzaldehida (Merck, Jerman), sodium
hidroksida (Merck, Jerman), asam klorida 37 % (Merck, Jerman), n- heksana (Merck,
Jerman), metanol (Merck, Jerman), etil asetat (Merck, Jerman), metanol (Merck, Jerman),
aquades, natrium sulfat anhidrat (Merck, Jerman), etanol absolut (Merck, Jerman),
Hidrazin (Merck, Jerman), fenilhidrazin (Merck, Jerman), silika gel kromatografi kolom
(Merck, Jerman), lempeng KLT Silika Gel F245 (E. Merck 05554) dan Lempeng Kaca
Silika Gel F254 (Merck, Jerman).

Bahan-bahan yang digunakan untuk uji aktivitas biologis: Media Pertumbuhan
{Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM), RPMI, (Gibco, USA), Fetal Bovine
Serum (FBS) (Hyclone, USA)}, Penisilin-streptomisin (Invitrogen, USA), Phosphate
buffer saline (PBS), (Gibco, USA), Trypsin (Gibco, USA), DMSO (Sigma USA), Etanol
(Merck, Germany), MTT (Sigma, USA), Vero cell line, HeLa cell line , WiDr cell line,
dan MCF-7 cell line.

3.5 Cara Kerja

3.5.1 Perancangan senyawa AKMA dan AKI

Sebanyak 186 Senyawa yang akan diuji aktivitas penghambat Estrogen Reseptor a
secara in silico merupakan derivat senyawa AKMA dan 7-(benziliden tersubtitusi )-3-
(fenil tersubtitusi)- 2-(tersubtitusi)- 3,3a,4,5,6,7-heksahidro  -2H-indazol/Analog
Kurkumin Heksahidro-2H-indazol Asimetrik (AKI) dan dirancang berdasarkan skema
sintesis pada Lampiran 2.

Perancangan senyawa AKMA dan AKI dilakukan menggunakan Program
Marvinsketch, dengan output .smi. Perancangan senyawa lengkap dapat dilihat pada

Lampiran 3.
3.5.2 Farmakofor 3D

3.5.2.1 Persiapan data sebagai data set

Pada tahap ini disiapkan data set dari penghambat reseptor estrogen o (RE o)
diperoleh sebanyak 34 senyawa, dan diperoleh file .smi. Nama senyawa penghambat RE
a lengkap dapat dilihat pada Lampiran 4.
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3.5.2.2 Pembuatan model farmakofor 3D

Pembentukan model farmakofor 3D menggunakan LigandScout 4.2 melalui (ligan-

based) dengan tahapan sebagai berikut:

1.

Persiapan ligan set dengan cara mengumpulkan berkas senyawa yang telah diketahui
aktif (dalam format .pdb, .mol atau .smi).

Senyawa aktif yang telah dikelompokan berdasarkan cluster-nya kemudian disusun
menjadi training set dan test set.

Pembentukan konformasi training-set

g & ©
| 4

Generate Conformations for Ligand-Set
I

Pengelompokan (clustering) senyawa aktif berdasarkan kemiripan fitur kimia.

@ﬂ?

4

Cluster Ligand-Set
Pembentukan model farmakofor 3D menggunakan training set.

< & O

4
Create Ligand-Based Pharmacophore

3.5.2.3 Validasi model farmakofor 3D

Sepuluh model farmakofor 3D yang telah terbentuk, masing-masing dipindahkan ke

Screening perspective.

1.

2.

Pembuatan file database dari test set dan decoy melalui input file .smi dan output file
Adb.

Test set dan decoy dalam format .ldb dimasukan ke screening databases tandai
database test set dengan warna hijau dan database decoy dengan warna merah, pilih
satu model farmakofor kemudian dilakukan proses screening (klik icon perform
screening), proses ini akan berjalan selama beberapa waktu.

Setelah proses screening selesai, plotkan kurva ROC (Receiver Operating
Characteristic) yang terdiri dari nilai AUC (Area Under Curve) dan EF (Enrichment

Factor).
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ROC adalah teknik untuk memvisualisasikan, mengatur dan memilih
pengklasifikasi berdasarkan kerjanya. Kurva ROC adalah fungsi dari Sp (spesifitas)
terhadap Se (sensitivitas). Nilai di bawah area ROC (AUC) adalah metode penting
untuk mengukur kinerja tes. Nilai dari kurva ROC hanya terdiri dari 0 sampai 1.
Semakin nilai kurva ROC mendekati 1 maka akan semakin baik. Rumus perhitungan
nilai Sensitivitas, Spesifitas dan Akurasi sebagai berikut:

TP
Se = 5 (2.1)
TN
SP = Tnerp (22)
Akurasi = 220 (2.3)
P+N

di mana Se adalah Sensitivitas, Sp adalah spesifitas atau selektivitas, TP adalah jumlah

positif benar, TN adalah jumlah senyawa negatif benar, FP adalah jumlah senyawa postif

palsu, P adalah jumlah keseluruhan senyawa positif, dan N adalah jumlah keseluruhan

senyawa negatif.

3.5.2.4 Virtual screening berdasarkan ligan

1.
2.

Database senyawa 168 senyawa rancangan dalam bentuk format file .mol

Model farmakofor terbaik dipilih untuk dilakukan proses skrining terhadap database
turunan ldb.

Database turunan ldb. dimasukkan ke dalam screening database dan tandai dengan
warna hijau.

Pilih model farmakofor kemudian dilakukan proses screening (klik icon perform
screening), proses ini akan berjalan selama beberapa waktu. Lakukan hal yang sama
pada model farmakofor model lain.

Hasil senyawa hit hasil skrining database senyawa rancangan kemudian diurutkan
berdasarkan nilai farmakofor fit terbaik.

Visualisasi fitur farmakofor senyawa hit yang meliputi HBA (Hidrogen Bond
Acceptor), HBD (Hidrogen Bond Donor), AR (Aromatic Ring), dan interaksi
hidrofobik.
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Tabel 3.2 Definisi fitur farmakofor pada Aplikasi LigandScout

Gambaran pada Ligansout Fitur farmakofor
\ Hidrogen Bond Donor (HBD)
“
\ Hidrogen Bond Akseptor (HBA)
[ Positive lonizable area
' Negatively lonizable area

-

Interaksi Hidrofobik

Cincin aromatic

Lokasi pengikatan Fe

Lokasi pengikatan Zink

3.5.2.5 Penambatan molekuler dengan metode Autodock 4.2 terintegrasi pada
LigandScout, Analisis Sifat Fisikokimia, Predisksi Farmakokinetika, dan

druglikeness dengan SwissADME.

1. Validasi kinerja docking
a. Persiapan makromolekul yang telah diunduh melalui database PDB (Protein
Data Bank)

Universitas Indonesia



© tigandscout
fle Edt Library Ligand-Set Molecule Pharmacophore Agn & Meroe Render Control Surfage Window Help

61

No molecule to display.

Activate Windows

Go to Settings to activate Windows
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. Analisis hasil docking berupa nilai binding affinity dan RMSD (untuk validasi kinerja
docking), jumlah cluster, visualisasi hasil docking untuk melihat interaksi ligan
dengan makromolekul.

Analisis prediksi sifat fisiko-kimia, prediksi farmakokinetika, drug-likeness, dan
Synthetic Accesibility (SA) dengan SwissADME melalui mengakses secara online

http://swissadme.ch/. File input .smi yang telah disapkan dengan Marvinsketch.

3.5.3 Jalur Sintesis Senyawa Target

Sintesis senyawa analog kurkumin indazol (AKI) terpilih (senyawa 6) pada awal
sintesis dilakukan menggunakan sintesis jalur 1. Pada hasil tahap 3 didapatkan senyawa

yang tidak stabil, oleh karena itu dirancang jalur lain untuk mendapatkan senyawa AKI
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(senyawa 10) yaitu jalur 2 dan jalur 3. Skema lengkap reaksi dapat dilihat pada
Lampiran 4.

3.5.3.1 Sintesis senyawa AKI jalur 1

3.5.3.1.1 Sintesis Tahap 1 senyawa 3
Sintesis senyawa 3 {(2E)-2-[(fenil/ 4-metilfenil / 4-metoksifenil / 4-fluorofenil /4-

klorofenil)metiliden]sikloheksanon} dilakukan diadopsi dari metode Furnis (1989),
dimana dibuat campuran dari 0,32 mol turunan aromatik aldehid (-H/p-metil/p-metoksi/p-
kloro/p-fluorobenzaldehida) dan 0,88 mol sikloheksanon di dalam Erlenmeyer, rendam
dalam wadah berisi air dengan suhu kamar. Kemudian dibuat larutan 0,8 g natrium
hidroksida (NaOH) dalam 8 ml aquades. Campuran turunan aromatik aldehid dan
sikloheksanon diaduk dengan pengaduk magnetik, kemudian ditambahkan tetes demi
tetes larutan NaOH sampai habis. Setelah larutan NaOH habis pengadukan terus
dilakukan selama 2 jam. Pengadukan dihentikan, campuran dinetralkan dgn HCI hingga
pH 7, cek dengan indikator universal. Pindahkan larutan kedalam corong pisah, lalu
pisahkan lapisan organik dari lapisan air. Lapisan air yang ada diekstraksi dengan 16 mL
toluen. Campurkan lapisan toluen dengan lapisan organik. Kemudian campuran dicuci
dengan 16 mL air, keringkan dengan natrium sulfat anhidrat dan disaring. Uapkan toluen

dan sisa sikloheksan dengan evaporator.

3.5.3.1.2 Sintesis Tahap 2 senyawa 5
Metode yang digunakan pada sintesis senyawa 5 {(2E,10E)-2-[(4-hidroksi-3-

metoksifenil)metiliden] -6-[ (fenil/4-metilfenil/4-metoksifenil/4-fluorofenil/4-klorofenil)
metiliden] sikloheksan-1-on} merupakan metode yang diadopsi dari metode Furnis
(1989). Campuran masing-masing senyawa 3 0,005 mol dengan 0,01 mol vanilin (4)
dalam 10 ml etanol. Masing-masing campuran tersebut diaduk dengan menggunakan
pengaduk magnetik sambil dipanaskan hingga mendidih. Satu tetes HCI pekat yang telah
diencerkan ditambahkan dalam 1 ml etanol. Pengadukan dilakukan selama 30 menit.
Dinginkan di dalam freezer selama 15 menit, uapkan pelarutnya. Ditambahkan campuran
dari asam asetat glasial dan air (1:1) dingin sebanyak 10 mL. Disaring dengan corong
Buchner, kemudian endapan dicuci kembali dengan asam asetat glasial dan air (1:1)
dingin sebanyak 10 mL, lalu dikeringkan. Keringkan pada suhu 100°C menggunakan

oven vakum. Dilakukan uji kemurnian secara KLT fase gerak heksana dan etil asetat (2:1)
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dan pengujian titik lebur. Setelah itu struktur senyawa diidentifikasi menggunakan
spektrofotometri FTIR dalam KBr dan dielusidasi lebih lanjut strukturnya menggunakan
HRMS, spektrometri *H-NMR dan **C-NMR.

3.5.3.1.3 Sintesis Tahap 3 senyawa 6

Senyawa 6 {7-(benziliden tersubtitusi)-3-(feniltersubtitusi)-2-(tersubtitusi)-
3,3a,4,5,6,7-heksahidro -2H-indazol} disintesis mengacu pada cara sintesis yang
digunakan Bayomi et al., (2013). Pada sintesis senyawa 6 a-e dengan mencampurkan
senyawa (5) (1 mmol) dan hidrazin monohidrat (NH2NH2.H.O) (1 ml, 20 mmol) dalam
etanol absolut (15 ml) dipanaskan pada refluks sambil diaduk selama 21 jam. Untuk
sintesis senyawa 6 f-j dengan mencampurkan senyawa (5) (1 mmol) dan Fenilhidrazin
hidroklorida (CeHsNNH.HCI) (1,2 mmol) dalam etanol absolut 20 ml kemudian
tambahkan NaOH sampai netral kemudian diaduk sampai homogen dipanaskan pada
refluks sambal diaduk selama 20 jam. Campuran reaksi kemudian diuapkan, dan residu
yang diperoleh dicuci dengan air, disaring, dikeringkan, dan direkristalisasi dari etanol
untuk menghasilkan senyawa target Kristal yang diperoleh, dikeringkan dalam oven
vakum suhu 100°C selama 1 jam, persen (%) hasil dihitung, dan kemudian diuji
kemurniannya secara KLT menggunakan fase gerak campuran etilasetat dan sikloheksan
(1:1), ditentukan jarak leburnya dan diidentifikasi strukturnya dengan menggunakan FT-
IR, IH-NMR dan 13C-NMR. Spektra FT-IR direkam dalam KBr. Spektra UV-Vis
direkam dalam pelarut asetonitril. Spektra NMR direkam dalam pelarut CDCls dengan
tetrametilsilan (TMS) sebagai acuan internal.

3.5.3.2 Sintesis senyawa AKI jalur 2

3.5.3.2.1 Sintesis Tahap 1 senyawa 3
Sintesis senyawa 3 {(2E)-2-[(4-metoksifenil/3,4-dimetoksifenil) benziliden]

sikloheksanon} dilakukan diadopsi dari metode Garrepalli (2014), dimana dibuat
campuran dari 0,01 mol turunan aromatik aldehid (p-metoksi/3,4-dimetoksi-
benzaldehida) dan 0,01 mol sikloheksanon di dalam Erlenmeyer, rendam dalam wadah
berisi air dengan suhu kamar. Campuran turunan aromatik aldehid dan sikloheksanon
diaduk dengan pengaduk magnetik, kemudian ditambahkan tetes demi tetes larutan
NaOH 5 M sampai pH 11. Setelah itu pengadukan terus dilakukan selama 1 jam. Endapan
yang terbentuk disaring dan dicuci dengan etanol absolut dan dikeringkan ke dalam oven
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vakum. Dilakukan uji kemurnian secara KLT fase gerak heksana dan etil asetat (2:1) dan
pengujian titik lebur. Setelah itu struktur senyawa diidentifikasi menggunakan
spektrofotometri FTIR dalam KBr dan dikonfirmasi lebih lanjut strukturnya

menggunakan spektrometri *H-NMR.

3.5.3.2.2 Sintesis Tahap 2 senyawa 9
Metode yang digunakan pada sintesis senyawa 9 {3-(4-metoksifenil/ 3,4-

dimetoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol} merupakan metode yang diadopsi
dari metode Minu (2009). Campuran masing-masing senyawa 3 sebanyak 0,01 mol
dengan 0,1 mol senyawa hidrazin mohohidrat dalam 20 ml metanol. Kemudian campuran
tersebut diaduk dengan menggunakan pengaduk magnetik dengan menggunakan refluks
pada suhu refluks selama 2 jam. Setelah itu didiamkan pada Imari pendingin sampai
terbentuk endapan. Endapan yang terbentuk disaring kemudian dikeringkan angin dan
simpan produk pada lemari es. Produk tahap 2 ini merupakan produk yang tidak stabil,

endapn yang terbentuk segera dilanjutkan untuk sintesis tahap selanjutnya.

3.5.3.2.3 Sintesis senyawa AKI Tahap 3 jalur 2 (senyawa 10A — 10D)

Sintesis senyawa 10A — 10D {(E)-3-(4-metoksi/ 3,4-dimetoksi-fenil)-7-(4-metil/4-
metoksi/3,4-dimetoksi-benziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol} disintesis
menggunakan metode yang diadopsi dari metode Hayun (2012). Pada sintesis senyawa
10A-10D campuran senyawa (9) (0,001 mmol) dan senyawa aldehid (vanilin atau p-
metil/p-metoksi/ 3,4-dimetoksi-benzaldehida) (4) sebanyak 0,001 mol dalam asam asetat
glasial (15 ml) dipanaskan pada refluks pada penangas minyak sambil diaduk selama 3
jam, pemantauan KLT.

Hasil sintesis diteteskan ke dalam beaker glas berisi kristal es, dan terbentuk
suspensi. Suspensi tersebut diaduk sampai terbentuk endapan. Endapan yang tebentuk
disaring dan dikeringkan dalam vakum oven. Endapan tersebut dicuci dengan etanol atau
metanol, dan diekstraksi dengan etil asetat, kemudian diuji kemurniannya secara KLT
menggunakan fase gerak campuran heksan : etilasetat (2:1), ditentukan jarak leburnya
dan diidentifikasi strukturnya dengan menggunakan FT-IR, *H-NMR dan *C-NMR.
Spektra FT-IR direkam dalam KBr. Spektra UV-Vis direkam dalam pelarut asetonitril.
Spektra NMR direkam dalam pelarut CDCIs dengan tetrametilsilan (TMS) sebagai acuan

internal.
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3.5.3.3 Sintesis senyawa AKI jalur 3

Pada tahap ini dilakukan dilakukan dengan mengadopsi metode Sardjiman (1997)
untuk mendapatkan senyawa 5G atau bis-2,6(4-hidroksibenziliden)sikoheksanon pada
tahap 1 dan metode Hayun (2012) untuk mendapatkan senyawa 10E, dan 10F pada tahap
2.

3.5.3.3.1. Sintesis senyawa AKI tahap 1 jalur 3

Sintesis senyawa bis-2,6(4-hidroksibenziliden)sikoheksanon (5G) mengacu pada
penelitian Sardjiman (1997). Senyawa 4-hidroksibenzaldehida, 1,22 g (0,01 mol), 1 mL
(0,01 mol) sikloheksanon dipanaskan pada suhu 25-30 °C ampai larutan jernih terbentuk
dan diaduk selama 2 jam, lalu larutan HCl ) 0,2 mL ditambahkan dan sintesis dilanjutkan
selama 2 jam. Setelah didiamkan selama 2 hari, campuran ditambahkan dingin Asam
asetat glasial : air (1: 1) dingin dan disaring. Endapan yang didapatkan dicuci dengan
etanol dingin, kemudian dengan air panas dan dikeringkan dalam oven vakum. Kemudian
diuji kemurniannya secara KLT menggunakan fase gerak campuran heksan : etilasetat

(2:1), dan diidentifikasi strukturnya dengan menggunakan FT-IR.

3.5.3.3.2. Sintesis senyawa AKI tahap 2 jalur 3

Sintesis senyawa 10E dan 10F dilakukan dengan mereaksikan senyawa AKM
simetris yaitu sikovalon (2,6-bis((E)-4-hidroksi-3-metoksibenziliden)sikloheksanon) dan
senyawa senyawa bis-2,6(4-hidroksibenziliden)sikoheksanon (5G). Senyawa siklovalon
(2,6-bis((E)-4-hidroksi-3-metoksibenziliden)sikloheksanon) dan senyawa 2,6-bis((E)-(4-
hidroksibenziliden)sikloheksanon sebanyak 0,01 mol dengan 0,1 mol senyawa Hidrazin
mohohidrat dan dalam 20 ml asam asetat glasial. Kemudian campuran tersebut diaduk
dengan menggunakan pengaduk magnetik dengan menggunakan refluks pada suhu
refluks selama 3 jam. Hasil sintesis diteteskan ke dalam batu es sampai terbentuk suspensi
kemudian suspensi yang terbentuk didiamkan sampai terbentuk endapan. Endapan
tersebut dicuci dengan etanol, dan diekstraksi dengan etil asetat. Kemudian diuji
kemurniannya secara KLT menggunakan fase gerak campuran heksan : etilasetat (2:1),
ditentukan jarak leburnya dan diidentifikasi strukturnya dengan menggunakan FT-IR, *H-
NMR dan 3C-NMR. Spektra FT-IR direkam dalam KBr. Spektra UV-Vis direkam dalam
pelarut asetonitril. Spektra NMR direkam dalam pelarut CDCIs dengan tetrametilsilan
(TMS) sebagai acuan internal.
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3.5.4 Uji Sitotoksisitas dengan Metode MTT

3.5.4.1 Penyiapan kultur sel
3.5.4.1.1 Cell Thawing

Cryo cell diambil dari tangki nitrogen cair, kemudian hangatkan dalam gelas kimia
yang sudah berisi air steril dengan suhu 37 °C sampai mencair. Setelah itu sterilkan wadah
dengan alkohol 70%. Suspensi sel dipindahkan ke dalam flask kultur 25 c¢cm? yang
sebelumnya telah diisi dengan media kultur. Kultur sel diberi penanda nama sel, jenis sel,
dan tanggal thawing. Sel diamati di bawah mikroskop, kemudian disimpan di dalam
inkubator pada suhu 37 °C dan 5% CO». Perkembangan sel diamati setiap hari dibawah

mikroskop inverted (Freshney, 2010).
3.5.4.1.2 Sel Subkultur

Kultur sel yang telah mencapai konfluensi 70-80% dilakukan pemanenan secara
tripsinasi. Media kultur dibuang menggunakan pipet kemudian kultur dicuci dengan FBS.
Selanjutnya ditambahkan tripsin-EDTA 1x (tripsin 0,25%) secara merata diatas
permukaan kultur dan diinkubasi di dalam inkubator selama 3 menit. Sel diamati di bawah
mikroskop inverted sampai sel terlepas dari dasar flask kultur. Kemudian ditambahkan
media kultur 5 mL untuk menghentikan aktivitas tripsin. Kemudian disentrifus (1200
rpm) selama 5 menit untuk memisahkan pellet sel dan medium yang sudah tercampur
dengan tripsin. Kemudian supernatan dibuang dan sisa pelet ditambahkan medium 1 mL
lalu diresuspensi hingga homogen dan dipindahkan ke dalam flask kultur 75 cm?.
Selanjutnya diberi penanda yaitu tanggal subkultur, nama sel, dan jenis media. Sel
disimpan kembali di dalam inkubator 37 °C dan 5% CO3, kondisi sel diamati setiap hari
di bawah mikroskop, dan media kultur diganti setiap hari sampai konfluens (Freshney,
2010).

3.5.4.1.3 Panen Sel

Sel yang telah disubkultur dengan konfluens 70-80% siap digunakan untuk uji.
Media kultur dibuang, kemudian kultur dicuci dengan PBS. Selanjutnya ditambahkan
tripsin-EDTA 1x (tripsin 0.25%) secara merata diatas permukaan kultur dan diinkubasi
di dalam inkubator selama 3 menit, suhu 37 °C dan 5% CO>. Sel diamati di bawah
mikroskop inverted sampai sel terlepas dipindahkan ke dalam conical tube steril 15 mL

dan disentrifus dengan kecepatan 1200 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan
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endapan sel ditambahkan dengan media kultur 1 mL dan diresuspensikan (Freshney,
2010).

3.5.4.1.5 Perhitungan Sel

Jumlah sel dihitung menggunakan pewarnaan trypan blue dan peralatan
haemocytometer untuk menentukan jumlah sel/mL. Sebanyak 20 pL diambil dimasukkan
ke microtube dengan medium 180 pL. Diambil 50 pL campuran ditambah trypan blue 50
pL dimasukkan ke haemocytometer kemudian dihitung jumlah selnya. Selanjutnya
ditambahkan media kultur sesuai dengan konsentrasi sel yang dikehendaki yaitu 5x103

sel dalam 100 pl media penumbuh (Freshney, 2010).

3.5.4.2 Penentuan nilai ICsp dan Indeks Selektivitas (1S)

Sel uji dalam media penumbuhan (RPMI 1640, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Fetal Bovine Serum (FBS) 5%, Penisilin 100U/mL, Streptomisin 100ug/mL)
dipindahkan ke dalam sumuran 96-well plates masing-masing 100 pL (5x10° sel), tiga
sumur tidak diisikan sel karena akan digunakan sebagai kontrol pelarut. Distribusi sel
diamati melalui mikroskop inverted. Kemudian inkubasi sel kembali selama 24 jam pada
suhu 37°C dalam inkubator CO2 sampai kultur mencapai konfluensi 50%. Selanjutnya,
ganti media kultur dengan media baru. Kemudian beri perlakuan dengan senyawa uji
(senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, 10E, dan 10F). Senyawa uji disiapkan dengan melarutkan
5 mg senyawa uji dengan DMSO 50 pL, kemudian dibuat seri konsentrasi sampel 3,125
pg/mL; 6,25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 200 pg/mL,
pengenceran dilakukan dengan media kultur. Seri konsentrasi sampel dimasukan kedalam
sumuran secara triplo. Selanjutnya diinkubasi kembali dalam inkubator CO> selama 48
jam. Media penumbuh diganti setiap hari dengan media yang baru. Pada hari ke-3,
dilakukan penambahan 10 ul larutan MTT 5 mg/mL dalm PBS ke dalam tiap sumuran,
dan selanjutnya dilakukan inkubasi selama 4 jam di dalam inkubator CO>. Selanjutnya
media dibuang dan kristal formazan yang terbentuk dilarutkan dengan etanol sebanyak
100 PL. Pembacaan absorbansi dilakukan dengan ELISA reader pada A 595 nm
(Bahuguna, et al., 2017). Persentase viabilitas sel dapat dihitung berdasarkan nilai

absorbansi dengan Persamaan berikut:

Absorbansi perlakuan—Absorbansi kontrol media

9 Viabilitas =

x100  (2.4)

Absorbansi kontrol negatif-Absorbansi kontrol media
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% Inhibisi = 100 % - % Sel hidup (2.5)

Untuk menghitung nilai ICsp dilakukan dengan membuat model grafik sigmoid terbaik
berdasarkan data % inhibisi dan log C menggunakan software GraphPad Prism 8.0.
Pengujian ini dilakukan terhadap senyawa uji, kurkumin (sebagai lead compound),
tamoksifen, dan doxorubicin sebagai kontrol positif. Dari data ICso yang diperoleh,
kemudian dihitung nilai IS nya dengan menggunakan persamaan berikut:

IC50 terhadap sel normal
P (2.6)

Indeks Selektivitas (IS) = 1C50 terhadap sel kanker
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Rancangan Senyawa AKMA dan AKI

Senyawa AKMA dan AKI dirancang sebanyak 186 senyawa, struktur lengkap 186
senyawa tersebut terdapat pada Lampiran 3. Senyawa tersebut dirancang berdasarkan
pengembangan senyawa AKMA dan AKI (analog kurkumin heksahidro-2H-indazol
simetrik), dan telah memberikan hasil baik terhadap aktivitas pada beberapa sel kanker
diantaranya sel kanker payudara (Prasetyaningrum, Bahtiar, & Hayun, 2017; Bayomi et
al 2015, Li et al, 2015). Pengembangan senyawa AKMA dengan modifikasi menjadi
kurkumin heksahidro-2H-indazol yaitu AKI berpotensi mendapatkan senyawa analog
kurkumin baru yang aktif sebagai antikanker payudara.

Struktur senyawa AKI yang dirancang memiliki subtituen berbeda-beda pada salah
satu gugus benzena yaitu ada enam subtituen (-H, -CHs, -F, -Cl, -OCHjs, -diOCH3) dengan
mempertimbangkan perbedaan sifat keelektronegatifan, muatan elektronik, dan efek
induksi pada subtituen dapat membuat bentuk geometri berbeda tiap senyawa analog
sehingga dapat membuat variasi interaksi ikatan terhadap reseptor dan juga karena
ketersediaan bahan pereaksi yang tersedia di pasaran saat ini.

Senyawa AKMA dan AKI yang dirancang merupakan senyawa yang didapatkan pada
jalur 1 dengan 4 tahap sintesis, skema reaksi lengkap dapat dilihat pada Lampiran 2.
Sintesis senyawa tersebut melalui mekanisme reaksi yang berbeda, 4 tahap reaksi tersebut
meliputi tahap-tahap sebagai berikut:

1. Tahap sintesis pertama merupakan sintesis pembuatan senyawa benziliden-
sikloheksanaon dengan prinsip reaksi kondensasi Claisen-Schmidt yang merupakan
kondensasi aldol di mana konversi antara aromatik aldehid dan keton membentuk f3-
hidroksi keton dengan katalis asam atau basa, yang selanjutnya terjadi dehidrasi
sehingga membentuk keton tidak jenuh.

2. Tahap sintesis kedua merupakan sintesis pembuatan senyawa AKMA melalui prinsip
yang sama dengan tahap pertama yaitu reaksi kondensasi Claisen-Schmidt.

3. Tahap sintesis ketiga ada 2 arah sintesis yaitu
a. Sintesis pembentukkan senyawa Analog Kurkumin Tetrahidro-3aH-Indazol

Asimetrik (AKI) melaui melalui 2 mekanisme reaksi yaitu reaksi kondensasi

gugus karbonil keton dengan senyawa nukleofil nitrogen dan sikloadisi 1,3 dipolar
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intramolekular. Mekanisme pertama merupakan pembentukkan senyawa imina.
Reaksi kedua melalui mekanisme sikloadisi 1,3 dipolar intramolekular.

b. Sintesis pembentukkan senyawa Analog Kurkumin Heksahidro-2H-Indazol
Asimetrik (AKI) melaui melalui 1 mekanisme reaksi yaitu mekanisme
pembentukkan senyawa imina pada senyawa AKM (2,6-bis((E)-4-hidroksi-3-
metoksibenziliden)sikloheksanon dan senyawa 2,6-bis((E)-(4-hidroksibenziliden)
sikloheksanon dengan penambahan hidrazin dan pelarut asam asetat glasial
sehingga terbentuk senyawa indazol tersubtitusi asil.

4. Tahap sintesis keempat adalah sintesis pembentukkan senyawa AKI tersubtitusi Basa
Mannich. Prinsip reaksi yang terjadi adalah reaksi adisi nukleofilik oleh formalin dan
senyawa amina sekunder.

Pada senyawa AKMA dan AKI juga ditambahkan subtituen baru yaitu basa Mannich
dengan pertimbangan bahwa penambahan subtituen Basa Mannich berfungsi sebagai
gugus farmakofor penting yang selanjutnya digunakan untuk sintesis dari berbagai agen
terapi dengan potensi tinggi yang memiliki rantai aminoalkil. Selain sebagai gugus
farmakofor yang penting, adanya rantai samping Mannich dapat meningkatkan kelarutan
sehingga meningkatkan bioavailabilitas dari molekul obat (Subramaniapillai, 2013).
Reaksi substitusi basa Mannich dapat terjadi apabila terdapat tiga senyawa penting yaitu
formaldehida (aldehida), senyawa amina (sekunder/primer) dan senyawa dengan
hidrogen aktif, senyawa dengan hidrogen aktif yang biasa digunakan pada reaksi
substitusi basa mannich adalah suatu keton, ester, asam (fenol) dan nitro alkena (Joshi et
al., 2004). Oleh karena itu pada senyawa AKMA, substitusi basa Mannich terjadi pada
cincin yang terdapat gugus -OH (fenol) yakni pada cinicn vanilin/p-hidroksibenzena.
Gugus -OH merupakan gugus pengaktivasi reaksi substitusi elektrofilik, oleh karena itu
substitusi elektrofilik akan terjadi pada posisi -orto atau -para dari gugus -OH
(Balasainath, 2011), pada senyawa AKMA dan AKI posisi -para telah terisi oleh alkena,
oleh karena itu otomatis basa Mannich akan tersubstitusi pada posisi -orto dari -OH.
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4.2 Pemodelan Farmakofor

A: The largest distance
A B: The nedium distance
C: The shortest distance

-

Gambar 4.1 Fitur model farmakofor dan jarak antar fitur dengan program LigandScout
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Gambar 4.2 Model farmakofor 2D (A) dan 3D (B) pada E4D600 dengan program
LigandScout 4.2.

Pemodelan farmakofor berbasis struktur 3D dibuat menggunakan LigandScout
4.2. LigandScout secara otomatis membuat fitur-fitur farmakofor seperti HBA (Hidrogen
Bond Acceptor), HBD (Hidrogen Bond Donor), AR (Aromatic Ring), interaksi
hidrofobik, interaksi aromatik positif dan negatif terionisasi dari 3D-geometri molekul
bioaktif. Selama penapisan virtual, terjadi penyelarasan ligan berdasarkan fitur
farmakofor mereka dalam ruang 3D menggunakan algoritma (Wolber & Langer, 2005).
Validasi model farmakofor 3D berbasis struktur melibatkan penapisan virtual 383
molekul aktif di ERa dan 20.674 decoy ERo yang diambil dari Database Enhanced

Decoys enhanced (DUDe) dari struktur 3 dimensinya.
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Hasil farmakofor 3D dari training set menghasilkan 10 model dengan skor hit
berkisar 0,7679 — 0,7718 dan menghasilkan 3 fitur farmakofor yaitu warna merah sebagai
HBA, warna kuning sebagai interaksi hidrofobik dan warna ungu sebagai cincin
aromatik. Interaksi HBA diberikan pada gugus hidroksil pada rantai aromatis dan gugus
eter, interaksi hidrofobisitas diberikan pada gugus aromatis yang juga menunjukkan
interaksi cincin aromatis. Hasil model farmakofor 3D dapat dilihat jenis fitur dan jarak
antar fitur pada Gambar 4.1. Model farmakofor 3D dan 2D pada salah satu training set
yaitu E4D600 dapat dilihat pada Gambar 4.2. Nilai hasil pemodelan 10 model dan jenis
fitur-fitur farmakofor yang ditandai oleh perbedaan warna pada senyawa training set
dapat dilihat pada Tabel 4.1, dan 4.2.

Tabel 4.1 Jenis fitur-fitur farmakofor dan nilai farmakofor fit pada 17 senyawa training
set dengan program LigandScout 4.2. Warna merah sebagai HBA, warna
kuning sebagai interaksi hidrofobik dan warna ungu sebagai cincin aromatik

o

Nama senyawa aktif Type Kesesuaian fitur*) Pharmacophore fit

4-Hidroksitamoksifen Training 4459
Arzoxifene Training 55.22
AZD9496 Training 33.87

BHPI Training 43.95
Brilanestrant Training 43.60
C3D999 Training 53.99
E4D600 Training 54.13
Elacestrant Training 54.11
Ferutinin Training 45.44
10 GW_5638 Training 43.42
11 GW_7604 Training 44.23
12 ICI_164384 Training 44.83
13 Nafoxidine Training 46.52
14  Raloxifene Training 55.10
15 Raloxifene D4 Training 55.14

O©CoOo~NOoO O, WNR|Z

Model-model farmakofor yang telah didapatkan kemudian dilakukan validasi
model dengan menambahkan senyawa decoy sebagai validator, kemudian dianalisis data
hasil validasi berupa kurva ROC, nilai AUC, nilai EF, Spesifitas, Sensitivitas dan
Akurasi.

Grafik ROC adalah grafik dua dimensi dengan rasio TP sebagai sumbu Y dan
rasio FP sebagai sumbu X. Grafik ROC menggambarkan persaingan relatif antara positif
benar dan positif palsu. Kurva ROC model 2 dapat dilihat pada Gambar 4.3, Kurva ROC
model 1 sampai dengan 10 terdapat pada Lampiran 5. Hasil validasi pemodelan
farmakofor model 2 merupakan model terpilih. Model yang terpilih sebaiknya memiliki

skor farmakofor fit yang tertinggi dan memenuhi parameter validasi yang sesuai.
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Tabel 4.2 Hasil Validasi ROC Validasi Retrospektif senyawa penghambat Reseptor
Estrogen a (383 senyawa aktif, 20674 decoy, and 21057 total senyawa )dengan

program LigandScout 4.2

Model AUC EF Hits TP FP Skor
1% 5% 10% 100% 1% 5% 10% 100% Hit
1 10 10 1,0 0,79 254 98 6,1 4.3 3327 259 3068 0,7718
2 10 10 1,0 0,80 26,7 98 6,2 4,2 3458 263 3195 10,7712
3 10 10 1,0 0,79 238 98 6,0 41 3449 257 3192 10,7692
4 10 10 1,0 0,78 249 95 59 4,2 3320 252 3068 0,7686
5 10 10 1,0 0,79 25,7 94 39 3,7 3581 257 3324 10,7685
6 10 10 1,0 0,78 249 95 59 4,2 3320 252 3068 0,7685
7 10 10 1,0 079 241 94 6,1 3,9 3665 263 3402 0,7684
8 10 10 1,0 0,78 259 95 59 4,2 3335 253 3082 0,7682
9 10 10 1,0 0,78 259 95 59 4,2 3335 253 3082 0,7681
10 10 10 1,0 0,78 259 95 59 4,2 3335 253 3082 0,7679

Pada validasi pemodelan farmakofor digunakan test set dan decoy sebagai
pengecoh, dengan tujuan sebagai benchmarking pada proses penapisan virtual. Pada
Tabel 4.3 menunjukkan model 1, 2, dan 3 merupakan model yang terpilih disebabkan
nilai ROC dan EF memenuhi syarat validasi. Model-model tersebut dipilih berdasarkan
nilai AUC (Area Under Curve) 100 % di atas 65 dan nilai EF (Enrichment Factor) pada
1 % diatas 1.

Tabel 4.3 Nilai Sensitifitas, Spesifitas dan Akurasi 3 model terpilih

Parameter Penapisan Model 1 Model 2 Model 3

TP 259 263 257

FP 3065 3195 3192
TN 17609 17479 17482

FN 124 120 126

P 383 383 383
N 20674 20674 20674
Sensitifitas (Se) 0,676 0,687 0,671
Spesifitas (Sp) 0,852 0,845 0,846
Akurasi 0,849 0,843 0,842

Parameter validasi pemodelan farmakofor juga mempertimbangkan nilai
spesifitas, sensitifitas dan akurasi yang dapat dilihat pada Tabel 4.3 Hasil nilai
sensitifitas, spesifitas dan akurasi untuk model 1, 2, dan 3 menunjukkan hasil yang baik
karena mempunyai nilai > 0,5. Lone et al., 2017 menyatakan satu set dari lima hipotesis
dengan sensitifitas > 0,5, spesifitas > 0,5, nilai AUC > 0,7 dan skor hit > 0,7 telah dapat
digunakan sebagai model penapisan virtual (Lone, Manhas, Athar, & Jha, 2018). Hasil
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penapisan penghambat reseptor Estrogen a menunjukkan model 2 dengan nilai paling
baik yaitu nilai sensitifitas sebesar 0,687; nilai spesifitas sebesar 0,845; nilai AUC 100 %
sebesar 0,80; nilai akurasi 0,843 dan skor hit sebesar 0,7712. Oleh karena itu, penapisan

virtual 186 senyawa AKMA dan AKI menggunakan model 2.

100.0%

80.0% [

60.0% [

40.0% [

3327 hits s

of 21057 total compounds

ves, 20674 decoys)

20.0%

Sensitivity (% retrieved actives)

00;1.00;1.00,0.79

20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%

1 - Specificity (% retrieved decoys)

Gambar 4.3 Kurva ROC Model 2

4.3 Penapisan Virtual 186 senyawa AKMA dan AKI dengan model terpilih

Hasil Fitur utama interaksi farmakofor dari 4-OH Tamoksifen pada ERa termasuk
interaksi hidrofobik, HBA dan interaksi cincin aromatis (Gambar 4.1). Hasil skrining
virtual dari 186 senyawa AKMA dan AKI, 14 senyawa analog dilaporkan pada Tabel 4.4
dalam bentuk nilai farmakofor fit yang mengukur geometris fitur molekul untuk model
farmakofor berbasis struktur 3D. Sebuah model yang lebih tinggi menunjukkan indikator
angka, dan ada model yang sesuai dengan model farmakofor juga harus menunjukkan
aktivitas di ERa karena tidak semua fitur dari model dapat dicocokkan dengan dua fitur
yang dapat dihilangkan selama proses virtual screening. Dalam hal ini, fitur yang tidak
dapat dicocokkan akan menghasilkan skor farmakofor yang lebih rendah. Hasil nilai
farmakofor fit pada senyawa rancangan terpilih berkisar 45,32-53,43. Senyawa 6B8,
6B10, dan 6B7 nilai farmakofor terbaik yang berarti bahwa fitur kimianya selaras dengan

fitur model farmakofor 4-OH Tamoksifen.
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Tabel 4.4 Hasil Skrining 186 senyawa AKMA dan AKI Farmakofor dengan model 2

No Senyawa Analog

1

O©oo~NooTh~,whN

10
11
12
13
14

6B8
6B10
6B7
6A4
6B5
6B2
6B4
6B3
6B1
6A11
6B9
6A12
6B11
6A6

Fitur Farmakofor

Farmakofor Fit

53,43
53,39
53,39
46,27
46,22
46,20
45,96
45,95
45,92
45,89
45,79
45,58
45,53
45,32

4.4 Penambatan Molekul senyawa AKMA dan AKI terpilih dengan Autodock 4.2

terintegrasi LigandScout 4.2

Struktur turunan sinar-X dari ERo. dalam kompleks dengan Ligan E4D600

(kode PDB: 1SJ0) dipilih untuk studi studi in silico AKMA dan AKI karena parameter

yang baik untuk resolusi eksperimental (1,9 A), nilai-R bebas dan nilai-R kerja yaitu

0,272 dan 0,218. Nilai R menggambarkan suatu ukuran seberapa baik struktur yang

disempurnakan memprediksi data yang diamati (Kim et al., 2004). Interaksi yang

diturunkan dari struktur turunan sinar-X mengungkapkan bahwa E4D600 membentuk

interaksi hidrofobik yang dominan dengan cincin aromatik, dan ikatan hidrogen dengan
oksigen fenoksi dan hidroksil (Gambar 4.4 dan 4.6).

Gambar 4.4 Fitur farmakofor antara senyawa ligan nativ E4D600 dengan ERa yang
berasal dari struktur turunan sinar-X (kode PDB: 1SJ0).
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Gambar 4.5 Visualisasi struktur 2D menggambarkan kantong hidrofobik berupa
interaksi ikatan hidrofobik ligan nativ E4D600 dengan residu pada
reseptor. Interaksi hidrofobik, ikatan hidrogen donor dan akseptor
digambarkan masing-masing sebagai bola kuning, panah hijau dan merah.

Sebelum melakukan simulasi penambatan molekul, dilakukan validasi metode
penambatan dengan mengekstraksi ligan ko-kristal (E4D600) dari struktur kristalografi
ER-a menjadi ligan copy dan menambatkannya ke sisi aktifnya untuk memverifikasi
bahwa program penambatan dapat mereproduksi konformasi bioaktif antagonis E4D600.
Konformasi ligan dengan penambatan terbaik yang ditunjukkan pada Gambar 4.7
memiliki nilai RMSD sebesar 0,940 A dibandingkan dengan konformasi yang diperoleh

ligan ko-kristal pada reseptor.

Gambar 4.6 Visualisasi Superpose ligan ko-kristal (biru) dengan Ligan Copy
Menggunakan Autodock 4.2 terintegrasi dengan LigandScout 4.2.
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B (1SJ0) [A] E4AD600

Gambar 4.7 Visualisasi Superpose pada struktur 2D antara ligan ko-kristal (biru) pada
sebelah kiri dengan Ligan Copy sebelah kanan.

Penambatan molekul merupakan suatu metode simulasi untuk memprediksikan
interaksi antara ligan dan enzim (reseptor). Reseptor yang digunakan harus sudah
tervalidasi dengan nilai RMSD < 2.0 A. Penambatan molekul 14 senyawa rancangan
terpilih pada sisi aktif reseptor 1SJO menggunakan program Autodock 4.2 terintegrasi
LigandScout 4.2 dengan parameter pelaksanaan running Genetic Algoritma (GA)
sebanyak 100 kali, jumlah generasi algoritma 27.000, jumlah evaluasi energi 2.500.000,
dan populasi 150. Hasil penambatan molekuler dapat dilihat pada Tabel 4.5.

Penambatan molekuler senyawa terpilih dilakukan running sebanyak 100 kali, dan
didapatkan cluster yang menyatakan kelompok konformasi molekul yang sama, dan nilai
AG didapatkan rerata nilai energi dari konformasi kelompok cluster yang terbaik
(Shityakov & Forster, 2014; Atkovska et al., 2014). Hasil penambatan molekul dari 14
senyawa rancangan terpilin menunjukkan 10 nilai AG terbaik berkisar -18.11 sampai -
20.90 dan sepuluh senyawa tersebut masih berpotensi untuk dilanjutkan sintesis karena
mempunyai nilai AG mendekati nilai AG tamoksifen. Lima senyawa yang memiliki nilai
AG di bawah -19,87 yang merupakan nilai energi bebas dari tamoksifen. Senyawa-
senyawa tersebut adalah senyawa 6B7, 6B8, 6B9, 6B10 dan senyawa 6B11. Struktur
kelima senyawa tersebut dapat dilihat pada Lampiran 1. Nilai energi bebas paling besar
dihasilkan oleh senyawa 6B5 dengan nilai AG sebesar -16,87 dan nilai nilai energi bebas

paling kecil diberikan pada senyawa 6B7 dengan nilai AG sebesar -20,97.
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Tabel 4.5 Nilai AG dan jumlah clusternya pada 14 senyawa terpilih terhadap reseptor
estrogen a (PDB: 1SJ0) dengan pelaksanaan running Genetic Algoritma (GA)

sebanyak 100 kali.
No Nama Senyawa Energi Ikatan AG Jumlah cluster
(Kode) (kkal/mol)
1 6A4 -18,04 22
2 6A6 -18,11 15
3 6A11 -14,26 17
4 6A12 -16,34 4
5 6B1 -18,36 4
6 6B2 -18,57 3
7 6B3 -18,92 4
8 6B4 -18,37 5
9 6B5 -16,87 4
10 6B7 -20,97 4
11 6B8 -20,88 6
12 6B9 -20,90 4
13 6B10 -20,57 5
14 6B11 -20,47 8
15 Tamoksifen -19,87 3
16 Kurkumin -18,30 2
17 4-OH-Tamoksifen -19,82 9

4.5 Visualisasi Hasil penambatan molekul Senyawa AKMA dan AKI Terpilih

Interaksi reseptor 1SJO dengan ligan (senyawa rancangan terpilih) yang terbentuk
setelah proses penambatan dapat divisualisasikan dengan program Autodock 4.2
terintegrasi LigandScout untuk dilihat interaksinya berupa fitur farmakofor yang
terbentuk dan residu asam amino yang terlibat interaksi antara reseptor 1SJO dengan ligan
yang merupakan 10 senyawa rancangan terpilih. Hasil visualisasi interaksi fitur-fitur
farmakofor dengan reseptor 1SJO dapat dilihat pada Tabel 4.6.

Hasil visualisasi di atas menunjukkan jenis fitur-fitur farmakofor yang berpengaruh
terhadap interaksi senyawa ligan terhadap reseptor 1SJO. Fitur-fitur kimia yang berperan
pada senyawa 6B7, 6B8, 6B10, dan 6B11 sama seperti pada senyawa tamoksifen yaitu
interaksi hidofobik. Pada senyawa 6B1, dan 6B9 fitur kima yang berperan interaksi
hidofobik dan HBA yaitu akseptor ikatan hidrogen. Pada senyawa 6B3 fitur kima yang
berperan interaksi hidofobik dan HBD yaitu donor ikatan hidrogen. Senyawa 6A6, 6B2,
dan 6B4 menunjukkan interaksi 3 fitur kimia meliputi interaksi hidrofobuk, HBD yaitu

donor ikatan hidrogen, dan HBA yaitu akseptor ikatan hidrogen.
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Tabel 4.6 Hasil Visualisasi 2D dan 3D senyawa terpilih, Kurkumin, 4-OH-tamoksifen,
dan Tamoksifen pada reseptor 1SJO

Senyawa Visualisai 2D Visualisai 3D
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Tabel 4.6 Lanjutan

Senyawa Visualisai 2D Visualisai 3D
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Tabel 4.6 Lanjutan

Senyawa Visualisai 2D Visualisai 3D
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Tabel 4.7 Kontak residu 10 senyawa terpilih, Kurkumin, 4-OH-tamoksifen, dan

Tamoksifen

Kontak
Residu

Nama Senyawa

6

6

6

1

Tam* Kur A40HT

Leu 525A
Thr 347A
Trp 383A
Leu 536A
Leu 354A
Ala 350A
Met 388A
Leu 391A
Phe 404A
Leu 428A
Leu 384A
lle 424A
Met 343A
Phe 425A
His 524A
Met 421A
Leu 346A
Glu 353A
Leu 349A
Leu 387A
Met 522A
Leu 402A

2 2 2>
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\

2 2

2 2 2

2L 2 2 2 2 2 2|
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\/
\/

2 2 2 2

\/
\/
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\/
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\/

N N

\/
\/
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v v

\/
\/

2 2 2 2 2 2 <2

< 2 < <2

22 2222222222222 2 2]
2 2

< < <L <2 2
< < 2 2 L 22222222222 2 2|

*: Tam = Tamoksifen, Kur = Kurkumin, 40HT=4-hidroksi-tamoksifen

Kontak residu asam amino pada reseptor 1SJO yang berinteraksi dengan 10 senyawa

ligan yang sama dengan tamoksifen adalah Leu 525A, Trp 383A, dan Ala 350A. Senyawa

ligan yang memiliki kontak residu paling banyak kemiripan dengan tamoksifen (17

kontak residu) adalah senyawa 6B9 sebanyak 17 kontak residu, dan senyawa 6B8

sebanyak 15 kontak residu. Residu asam amino yang memiliki kontak dengan semua

senyawa termasuk tamoksigen dan kurkumin adalah Ala350A.

Visualisasi 3D dan jarak selisih antar fitur kimia senyawa rancangan terpilih yang

mirip dengan senyawa pembanding tamoksifen, dalam hal ini memiliki 3 fitur interaksi
hidrofobik yaitu senyawa 6B7, 6B8, 6B9, 6B10, dan 6B11 dapat ditunjukkan pada Tabel
4.8 dan Tabel 4.9.
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Tabel 4.8 Visualisasi 2D, 3D dan jarak fitur kimia senyawa terpilih, tamoksifen dam
fitur model 2 dengan pola segitiga

Nama Gambar fitur 2D Gambar fitur 3D
Senyawa

6B7

6B8

6B9

6B10

6B11
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Tabel 4.8 Lanjutan

Nama Gambar fitur 2D Gambar fitur 3D
Senyawa

Tamoksifen

Fitur Model 2 B 1 Hyrmeames ter

Tabel 4.9 Jarak antar fitur farmakofor pada senyawa terpilih berdasarkan Gambar 4.1
Selisih jarak (A)

No Senyawa
A B C

1 6B7 6,87 6,26 5,24
2 6B8 6,96 6,21 5,26
3 6B9 6,98 6,86 511
4 6B10 6,91 6,22 5,15
5 6B11 6,87 6,28 5,24
Rerata Jarak (A) + SD 6,92 + 0,051 6,37 + 0,28 5,20 + 0,066
p T rarmakofor 6,65 5,56 532
7 N Tamok_sifen 6,37 5,21 4,91

Selisih rerata jarak 0,55 1.16 0,29

senyawa - Tamoksifen

Pola jarak fitur antar interaksi hidrofobik 5 senyawa terpilih menunjukkan pola
segitiga yang mirip dengan pola segitiga interaksi hidrofobik pada Model 2 dan senyawa

pembanding tamoksifen. Jarak antar fitur dibagi 3 berdasarkan tiga kategori yaitu selisih
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jarak A adalah jarak terpanjang antara 2 fitur interaksi hidrofobik, jarak B adalah jarak
panjang medium antara 2 fitur interaksi hidrofobik, jarak C adalah jarak terpendek antara
2 fitur interaksi hidrofobik. Hasil pada Tabel 4.9 menunjukkan 5 senyawa yang memiliki
pola fitur interaksi hidrofobik segitiga yang mirip dengan bentuk model 2 menunjukkan
rerata selisih jarak A adalah 6,92 + 0,051 A, rerata selisih jarak B 6,37 £ 0,28 A dan rerata
selisih jarak C adalah 5,20 = 0,066 A. Selisih jarak fitur snyawa dengan model 2 yang
paling kecil adalah jarak C sebesar 0,12 A, kemudian jarak A sebesar 0,27 A, dan paling
besar adalah jarak B sebesar 0,81 A. Hal yang sama ditunjukkan pada selisih jarak
senyawa dengan Tamoksifen, yang paling kecil adalah jarak C sebesar 0,29 A, kemudian
jarak A sebesar 0,55 A, dan paling besar adalah jarak B sebesar 1,16 A.

4.6 Analisis Prediksi ADMET, Solubilitas, Profil Farmakokinetik, Drug-Likeness,
dan Nilai Synthetic Accesibility (SA)

Bioavaibilitas oral yang tinggi sering menjadi pertimbangan penting untuk
pengembangan molekul bioaktif sebagai agen terapeutik. Dengan demikian, tujuan untuk
penelitian obat adalah untuk mendapatkan pemahaman yang cukup tentang sifat molekul
yang membatasi bioavaibilitas oral untuk memfasilitasi desain yang cocok untuk calon
kandidat obat yang baru. Sebelum suatu senyawa disintesis atau diuji sebagai obat, perlu
dikalkulasi nilai drug-likeness berdasarkan struktur molekul (Veber et al. 2002). Metode
yang mengevaluasi drug-likeness adalah dengan menggunakan aturan Lipinski’s Rule of
Five yang dikembangkan oleh Lipinski pada tahun 1997. Aturan ini sukses digunakan
sebagai panduan untuk menghubungkan sifat fisik obat dengan pegembangan obat (Veber
et al. 2002). Aturan yang ditetapkan oleh Lipinski adalah berat molekul (BM) yang tidak
lebih dari 500 g/ml, nilai koefisien partisi (logP yang berikatan dengan lipofilisitas atau
hidrofobisitas) kurang dari 5, mempunyai jumlah donor ikatan hidrogen kurangdari 5, dan
mempunyai jumlah akseptor ikatan hidrogen kurang dari 10 (Lipinski et al., 1997).

Karakter hidrofilik atau hidrofobik obat merupakan faktor penting yang
mempengaruhi absorpsi dan dalam teori, berat molekul obat tidak penting. Namun, dalam
prakteknya, obat memiliki BM kurang dari 500 adalah karena senyawa dengan berat
molekul tinggi lebih mungkin untuk memiliki sejumlah besar kelompok fungsional polar,
dan absorpsi obat menjadi terbatas. Gugus polar yang tidak memasuki kriteria lipinski
biasanya tidak aktif secara oral dan harus diadministrasikan secara injeksi (Patrick, 2001).

Nilai log P berkaitan dengan lipofilisitas atau hidrofobitas, yaitu kemampuan suatu
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senyawa kimia untuk larut dalam lemak, lipid, minyak, dan pelarut non polar. Lipofilisitas
dinyatakan sebagai rasio kelarutan oktanol dan air yang muncul dalam beberapa bentuk
pada setiap analisis fisika-kimia terkait dengan absorbsi. Pada hidrogen donor dan
akseptor juga ditentukan nilainya karena jika terlalu banyak kelompok hidrogen donor
dan akseptor dapat menghambat permeabilitas melintasi membran bilayer. Kemampuan
hidrogen donor dapat dihitung secara tidak langsung oleh koefisien partisi antara
hidrogen (Lipinski 1997).

Koefisien partisi antara n-oktanol dan air (log Po/w) adalah deskriptor klasik
untuk Lipofilisitas. Parameter ini merupakan sifat fisikokimia penting pada penemuan
prediksi sifat farmakokinetika obat. Banyak metode komputasi untuk estimasi log Po / w
dikembangkan dengan kinerja beragam pada berbagai perangkat kimia. Metode umum
adalah dengan menggunakan beberapa prediktor untuk memilih metode yang paling
akurat untuk seri kimia tertentu seperti iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP, dan
SILICOSIT atau untuk menghasilkan estimasi konsensus log Po/w (Daina, Michielin, &
Zoete, 2017). Berdasarkan prediksi konsensus log Po/w menunjukkan senyawa 6B8,
6B9, dan 6B10 tidak memenuhi syarat pada nilai Log P hal ini sama seperti senyawa
Tamoksifen yaitu memiliki nilai Log P lebih dari 5 . Nilai log P tiga senyawa tersebut
diatas 5 berkisar 5,2 — 5,4 menunjukkan bersifat lebih lipofilik.

Kelarutan senyawa dalam air merupakan sifat utama yang mempengaruhi
penyerapan obat dalam saluran cerna (Ali, Badawy, Shah, Rehman, & EI, 2017). Prediksi
kelarutan juga dilakukan dengan SwissADME secara online. Dalam hal itu, SwissADME
memberikan akses ke lima model prediksi yang tersedia secara bebas; yaitu XLOGP3,
metode atomistik termasuk faktor korektif dan perpustakaan berbasis pengetahuan;
WLOGP, implementasi kami sendiri dari metode atomistik murni berdasarkan sistem
fragmen Wildman dan Crippen; MLOGP, tipe metode topologis yang mengandalkan
hubungan linier dengan 13 deskriptor molekuler yang diimplementasikan dari data
referensi; SILICOS-IT, sebuah metode hybrid yang mengandalkan 27 fragmen dan 7
penjelas topologi dan iLOGP, metode berbasis fisika mengandalkan energi bebas solvasi
dalam n-oktanol dan air yang dihitung dengan model Generalized-Born dan model area
permukaan yang dapat diakses pelarut (GB / SA). iLOGP dibandingkan dengan dua set
obat atau eksternal seperti obat dan melakukan sama atau lebih baik dari enam prediktor

mapan. Log konsensus Po / w adalah rata-rata aritmatika dari nilai-nilai yang diprediksi
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oleh lima metode yang diusulkan. Kelas solubilitas atau skala Log S dikategorikan
sebagai berikut: tidak larut < -10 < kurang larut < -6 < cukup larut < -4 < laru t<-2 sangat
larut < 0 < sangat mudah larut. Hasil prediksi pada Lampiran 6 menunjukkan kelas
kelarutan 10 senyawa dibagi menjadi 2 kelompok yaitu kelas kelarutan cukup larut untuk
senyawa 6A6, 6B1, 6B2, 6B3, 6B4 dengan nilai Log S sebesar -4,80, sampai -5,11
berdasarkan ESOL dan nilai Log S sebesar -5,19 sampai -5,84 berdasarkan Ali. Kelas
kelarutan kurang larut untuk senyawa 6B7, 6B8, 6B9, 6B10, dan 6B11 dengan nilai Log
S sebesar -6,36, sampai -6,95 berdasarkan ESOL dan nilai Log S sebesar -6,77 sampai -
7,42 berdasarkan Ali. Tamoksifen menunjukkan hasil prediksi kelas solubilitas kurang
larut berdasarkan ESOL maupun Ali.

Prediksi sifat farmakokinetik dan drug-likeness dari 10 senyawa dilakukan oleh
versi online SwissADME dan data ditunjukkan pada Lampiran 6. Menurut sifat
farmakokinetik, semua senyawa menunjukkan absorbsi pada gastrointestinal (GI) yang
tinggi kecuali senyawa tamoksifen yang memiliki penyerapan yang rendah. Sepuluh
senyawa rancangan terpilih memiliki permeabilitas BBB, tetapi tidak pada tamoksifen
dan kurkumin. Hampir semua senyawa rancangan terpilih merupakan substrat P-gp
kecuali senyawa 6B3, dan kurkumin. P-glycoprotein (P-gp) adalah anggota dari
superfamili transporter ATP binding cassette (ABC), yang menentukan berbagai
penyerapan dan penembusan obat (Wang, Li, Yang, & Yang, 2005). Senyawa rancangan
hampir semua menunjukkan penghambatan terhadap isomer Cytochrome P450
(CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, dan CYP3A4) kecuali 6B10 tidak menunjukkan
penghambatan pada CYP3A4. Pada enzim CYP1A2 9 senyawa tidak menunjukkan
penghambatan kecuali senyawa 6B1. Pada hasil prediksi menunjukkan bahwa kurkumin
memiliki kemampuan absorbsi pada Gl yang tinggi, akan tetapi hasil penelitian telah
menunjukkan bahwa kurkumin memiliki stabilitas yang rendah dalam larutan air pada pH
fisiologis dan mudah terdegradasi. Kurkumin dalam buffer fosfat pada pH 7,4, sekitar
90% kurkumin terdegradasi dalam 30 menit (Shen, Liu, An, & Ji, 2016).

Prediksi drug-likeness juga dilakukan tergantung pada aturan Lipinski, Ghose dan
Veber yang dipilih dan skor ketersediaan hayati. Aturan Lima dari Lipinski menyatakan
bahwa penyerapan atau permeasi suatu molekul lebih mungkin ketika berat molekul di
bawah 500 g / mol, nilai log P lebih rendah dari 5, dan molekul memiliki paling banyak
5 H-donor dan 10 H atom -aseptor. Ghose mendefinisikan kendala kemiripan obat sebagai
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berikut: log P yang dihitung adalah antara -0,4 dan 5,6, berat molekul antara 160 dan 480,
refraksi molar antara 40 dan 130, dan jumlah total atom antara 20 dan 70. Veber (GSK),
mendefinisikan aturan kendala kemiripan obat sebagai jumlah rotatable bound Nrotb <
10 dan TSA < 140. Skrining sepuluh senyawa terpilih yang memenuhi syarat Lipinski
ada 7 senyawa Yyaitu: 6A6, 6B1, 6B2, 6B3, 6B4, 6B7, dan 6B11. Hal ini menunjukkan
kelima senyawa tersebut berpotensi memiliki kriteria penilaian keserupaan dengan obat
(drug-likeness), namun 3 senyawa masih diterima dengan satu pelanggaran. Menurut
proses skrining dengan Ghose aturan menunjukkan bahwa lima senyawa ditolak yaitu
6B7, 6B8, 6B9, 6B10, dan 6B11 dengan satu pelanggaran. Namun, proses skrining
dengan aturan Veber dan Egan (Pharmacia) semua senyawa memenubhi Kriteria penilaian
drug-likeness, namun pada skrining dengan aturan Muegge (Bayer) tiga senyawa ditolak
yaitu 6B9, 6B10, dan 6B11 dengan 1 pelanggaran aturan drug-likeness tersebut. Prediksi
drug-likeness juga dilakukan dengan melihat nilai bioavailabilitas untuk memprediksi
kemungkinan suatu senyawa memiliki setidaknya 10% bioavailabilitas oral pada tikus
atau permeabilitas Caco-2 yang terukur (Daina, Michielin, & Zoete, 2017). Semua
senyawa menunjukkan nilai availabilitas sebesar 0,55.

Nilai Synthetic Accesibility (SA) adalah skor berdasarkan analisis fragmen
struktur lebih dari 13 juta senyawa dengan asumsi bahwa semakin banyak fragmen
molekuler yang sering, semakin mudah molekul dibuat. Metode kontribusi fragmental ini
dikoreksi oleh deskriptor untuk ukuran dan kompleksitas molekul. Nilai SA berkisar
antara 1 (mudah disintesis) sampai 10 (sangat sulit disintesis) (Daina, Michielin, & Zoete,
2017). Hasil prediksi menunjukkan semua sepuluh senyawa tersebut memiliki nilai SA
berkisar 4,24 — 4,67, menunjukkan nilai kesulitan yan tidak berbeda untuk disintesis.

Nilai prediksi sifat fisiko-kimia, profil farmakokinetika, solubilitas, drug-likeness,
dan Synthetic Accesibility dapat mendukung data bahwa 10 senyawa rancangan terpilih
yang merupakan senyawa baru yang telah dikonfirmasi melalui pubchem dan mempunyai
nilai prediksi yang baik dan layak untuk dilanjutkan untuk disintesis.

4.7 Sintesis senyawa AKI
4.7.1 Sintesis senyawa AKI jalur 1

4.7.1.1 Sintesis tahap 1
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Pada tahap 1 pada jalur 1, dilakukan reaksi antara lima jenis senyawa aromatik
aldehid dengan siklovalon menggunakan metode yang diadopsi dari Furnis (1989)
(2009). Pada sintesis tahap ini diperoleh lima senyawa yakni 2-benzilidensikloheksanon
(3A), 2-(4- metil)benzilidensikloheksanon (3B), 2-(4-fluoro)benzilidensikloheksanon
(3C), 2-(4- kloro)benzilidensikloheksanon (3D), 2-(4-metoksi)benzilidensikloheksanon
(3E). Hasil produk sintesis tahap 1 jalur 1 dan KLT senyawa tersebut dapat dilihat pada
Lampiran 7 Tabel L7-a dan perbandingan nilai Rf senyawa hasil sintesis dan senyawa

pembanding tahap 1 (prasetyaningrum, 2018) dapat dilihat pada Tabel 4.10.

Tabel 4.10. Perbandingan nilai Rf senyawa hasil sintesis tahap 1 jalur 1 dengan
senyawa pembanding

Kode Senyawa (Etil Asetat : n-Heksan =1 : 2)
Rf hasil sintesis Rf pembanding
3A 0,812 dan 0,875 0,812 dan 0,875
3B 0,8 dan 0,83 0,8 dan 0,83
3C 0,73 dan 0,83 0,73 dan 0,83
3D 0,53 dan 0,75 0,53 dan 0,75
3E 0,55 dan 0,65 0,55 dan 0,65

Usulan mekanisme reaksi yang berperan dalam pembentukkan senyawa 3 adalah
reaksi kondensasi aldol dengan katalis NaOH (Gambar 4.8). Katalis NaOH dapat
memberikan % rendemen dan waktu reaksi yang lebih cepat dibandingkan dengan katalis
lain (Rahman, et al., 2012). lon OH pada basa NaOH akan memprotonasi hidrogen alfa
pada sikloheksanon sehingga membentuk asam enolat. lon enolat ini akan bertindak
sebagai nukleofilik yang akan berinteraksi dengan gugus karbonil pada p-
metoksibenzaldehida yang akan membentuk B hidroksi karbonil (senyawa aldol). f-
hidroksi karbonil ini kemudian akan mengalami dehidrasi sehingga membentuk suatu
ikatan rangkap di antara karbon a dan [ (enon terkonjugasi). Pada reaksi tahap 1 ini,
pembentukan ion enolat yang terjadi tidak terlalu kuat, sehingga masuknya aromatik
aldehid pada kedua a-karbon dari sikloheksanon dapat dihindari. Reaksi adisi terhadap
aldehid pada pembentukan aldol juga dapat berjalan baik pada temperatur ruang dengan
penggunaan larutan basa encer sebagai katalis (Carey & Sundberg, 2007).
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Gambar 4.8. Usulan mekanisme reaksi kondensasi aldol tahap 1 jalur 1

4.7.1.2 Sintesis tahap 2

Sintesis tahap 2 pada jalur 1 dilakukan dengan mereaksikan hasil senyawa pada

tahap 1 dengan vanilin/4-hidroksibenzaldehida. Metode yang digunakan pada reaksi

dengan vanilin merupakan metode yang diadopsi dari Furniss (1989). Pada tahap ini

diperoleh enam seyawa AKMA yakni, 2-benziliden-6-(4-hidroksi-3-metoksi benziliden)

sikloheksanon
sikloheksanon

sikloheksanon

(5A), 2-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden)-6-(4-metilbenziliden)
(5B), 2-(4-fluorobenziliden)-6-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden)
(50), 2-(4-klorobenziliden)-6-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden)

sikloheksanon (5D), 2-(4-hidroksi-3-metoksi benziliden) sikloheksanon -6-(4-metoksi

benziliden) (5E). Hasil produk sintesis tahap 2 jalur 1 dan KLT senyawa tersebut dapat

dilihat pada Lampiran 7 Tabel L7-b dan perbandingan nilai Rf senyawa hasil sintesis

dan senyawa pembanding tahap 1 (Prasetyaningrum, 2018) dapat dilihat pada Tabel 4.11.
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Tabel 4.11. Perbandingan nilai Rf senyawa hasil sintesis tahap 2 jalur 1 dengan
senyawa pembanding

Kode Senyawa R1 R2 (Etil Asetat : n-Heksan =1: 2)
Rf hasil sintesis Rf pembanding
5A -H -H 0,8 0,8
5B -H -CHs 0,75 0,75
5C -H -Cl 0,75 0,75
5D -H -F 0,52 0,52
5E -H -OCHs 0,55 0,55

Reaksi sintesis tahap 2 jalur 1 merupakan reaksi Clasein-Schmidt antara senyawa
3 (hasil sintesis tahap 1) dengan vanillin, usulan mekanisme reaksi tahap 2 jalur pada
Gambar 4.9. Reaksi ini melibatkan asam HCI encer sebagai katalisatornya. Pada
dasarnya mekanisme reaksi pada tahap 2 jalur 1 ini hampir sama dengan reaksi tahap 1.
Namun, pada tahap 2 ini katalis yang digunakan adalah asam encer sehingga terbentuk
senyawa enol yang akan bertindak sebagai nukleofil pada reaksi adisi dengan vanilin.
Setelah reaksi adisi tersebut, akan terjadi reaksi eliminasi atau dehidrasi sehingga

terbentuk satu ikatan rangkap di antara atom karbon a dan B (Carey & Sundberg, 2007).
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Gambar 4.9. Usulan mekanisme reaksi tahap 2 jalur 1
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4.7.1.3 Sintesis tahap 3

Pada sintesis tahap 3 pada jalur 1 mengadopsi dari Bayomi, 2013. Pada tahap ini
6 senyawa AKMA hasil sintesis tahap 2 direaksikan dengan senyawa hidrazin monohidat
atau fenil hidrazin dalam etanol absolut pada suhu kamar sambil diaduk selama 21 jam.
Pada tahap ini seharusnya terbentuk sepuluh senyawa (6A1-6A5/6B1-6B5 atau 6A6-
6A11/6B6-6B11) yang merupakan lima senyawa {7-(benziliden tersubtitusi)-3-
(feniltersubtitusi)-2-(tersubtitusi)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro -2H-indazol}dan 5 senyawa
{7-(benziliden tersubtitusi)-3-(feniltersubtitusi)-2-(tersubtitusi)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro -
2H-indazol}. Tetapi pada tahap ini ke sepuluh senyawa tersebut tidak berhasil disintesis,
karena tidak stabilnya produk yang terbentuk dan rendemen yang sangat rendah. Hasil
sintesis tahap 3 dapat dilihat pada Lampiran 7 Tabel L7-c.

Oleh karena tidak berhasilnya sintesis senyawa target (senyawa 6), maka
dilakukan variasi jalur sintesis dan dirancang sintesis jalur 2 dan jalur 3 (senyawa 10)
untuk tetap mendapatkan senyawa indazol yang mirip dengan senyawa 6 dan merupakan

senyawa baru. Skema jalur sintesis jalu 2 dan jalu 3 dapat dilihat pada Lampiran 2.
4.7.2 Sintesis senyawa AKI jalur 2

4.7.2.1 Sintesis tahap 1 jalur 2

Pada tahap ini dilakukan sintesis dengan mengadopsi metode Garrepalli, 2014.
Sintesis senyawa 3 {(2E)-2-[( 4-metoksifenil/ 3,4-dimetoksifenil)benziliden]sikloheksan-
1-on} dilakukan diadopsi dari metode Garrepalli (2014), dimana dibuat campuran dari
0,01 mol turunan aromatik aldehid (p-metoksi/3,4-dimetoksi-benzaldehida) dan 0,01 mol
sikloheksanon di dalam Erlenmeyer, rendam dalam wadah berisi air dengan suhu kamar
(1), Campuran turunan aromatik aldehid dan sikloheksanon diaduk dengan pengaduk
magnetik, kemudian ditambahkan tetes demi tetes larutan NaOH 5 M sampai pH 11.
Setelah itu pengadukan terus dilakukan selama 1 jam. Endapan yang terbentuk disaring
dan dicuci dengan etanol absolut dan dikeringkan ke dalam oven vakum. Dilakukan uji
kemurnian secara KLT fase gerak heksana dan etil asetat (2:1) dan pengujian titik lebur

Reaksi tahap 1 jalur dilakukan terhadap sikloheksanon dan 7 senyawa aldehid
(benzaldehida, p-metilbenzaldehida, p-klorobenzaldehida, p-fluorobenzaldehida, p-
metoksibenzaldehida, 3,4-dimetoksibenzaldehida, 3-nitobenzaldehida) dan semuanya

terbentuk 7 senyawa produk yang murni benzilidensikloheksanon (3A), p-
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metilbenzilidensikloheksanon  (3B), p-klorobenzilidensikloheksanon  (3C), p-
fluorobenzilidensikloheksanon (3D), p-metoksibenzilidensikloheksanon (3E), 3,4-
dimetoksibenzilidensikloheksanon (3F), dan 3-nitrobenzilidensikloheksanon (3G). Pada
tahap ke 3 hanya dua senyawa yang dilanjutkan yaitu senyawa 3E dan 3F hal itu karena
tidak semua terbentuk senyawa yang stabil dan bagus rendemennya. Senyawa yang
diperoleh mempunyai karakteristik serbuk berwarna kuning. Usulan mekanisme reaksi
tahap 1 jalur 2 sama dengan jalur 1 dapat dilhat pada Gambar 4.8. Hasil produk sintesis
tahap 1 jalur 2, dan KLT senyawa tersebut dapat dilihat pada Lampiran 7 Tabel L7-d.
Hasil perbandingan Rf sintesis tahap 1 jalur 2 pada Tabel 4.12 dan FTIR dan *H-NMR
dapat dilihat pada Tabel 4.13, dan 4.14.

Tabel 4.12. Rendemen dan Karakteristik Produk Hasil Sintesis Tahap 1 jalur 2

Rf
Senyawa Rendemen (%) (Etil Asetat : n-Heksan=1: 2)

3A 50,74 0,88
3B 48,75 0,83
3C 62,15 0,83
3D 10,04 0,75
3E 97,64 0,65
3F 97,46 0,50
3G 41,51 0,66

Reaksi sintesis tahap | ini berlangsung dalam suasana basa, yaitu dengan
menggunakan NaOH 5 N sebagai katalis dan penambahan katalis pada setiap reaksi
dikonfirmasi pH sekitar 11. Pemilihan katalis basa untuk tahap | memegang peranan
penting dalam pembentukan senyawa, karena pada tahap | ini diharapkan aromatik
aldehid hanya akan tersubstitusi pada salah satu rantai a-karbon dari sikloheksanon.
Reaktifitas pembentukan ion enolat pada a-karbon primer lebih kuat jika dibandingkan
a-karbon sekunder, hal ini terjadi karena pada pembentuka ion enolat ion OH dari katalis
basa akan menyerang atom H dari a-karbon, dengan semakin banyak jumlah H pada a-
karbon akan mempermudah pembentukan ion enolat (Carey & Sundberg, 2007). Pada
reaksi tahap | ini, pembentukan ion enolat yang terjadi tidak terlalu kuat, sehingga
masuknya aromatik aldehid pada kedua a-karbon dari sikloheksanon dapat dihindari.
Reaksi adisi terhadap aldehid pada pembentukan aldol juga dapat berjalan baik pada
temperatur ruang dengan penggunaan larutan basa encer sebagai katalis (Carey &

Sundberg, 2007). Pada penelitian reaksi tahap | ini berlangsung selama satu jam pada
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temperatur ruang, dengan selalu dilakukan pengadukan. Basa NaOH juga berperan dalam
reaksi kondensasi Aldol, meskipun kemampuan Katalis basa untuk menginisiasi
terjadinya reaksi dehidrasi pada atom B-hidroksiketon bercabang tidak terlalu kuat,
karena energi yang diperlukan untuk reaksi dehidrasi lebih besar dari pada reaksi adisi,
sedangkan katalis yang digunakan tidak terlalu kuat untuk menginisiasi reaksi dehidrasi.

Pada senyawa aldol a-karbonhidroksi merupakan alkil sekunder sehingga pada
reaksi dehidrasi ada dua kemungkinan mekanisme yang terjadi yakni mekanisme E1 atau
E2. Reaksi E1 adalah reaksi eliminasi unimolekular dimana akan terjadi dalam dua tahap
yakni ionisasi membentuk karbokation dan deprotonasi membentuk ikatan rangkap dua,
reaksi ini terjadi pada alkil tersier dan alkil sekunder, serta penggunaan basa lemah
sebagai katalis. Sedangkan mekanisme E2 adalah reaksi eliminasi bimolekular dimana
reaksi eliminisai terjadi dalam satu tahap, reaksi ini terjadi pada alkil primer dan
terkadang pada alkil sekunder, dengan basa kuat sebagai katalis (Carey & Sundberg,
2007). Reaksi dehidrasi pada tahap ini berlangsung dengan mekanisme E2, karena
penggunaan NaOH sebagai katalis dan a-karbonhidroksi merupakan alkil sekunder. Oleh
karena itu meskipun dibutuhkan energi yang tinggi namun permasalahan tersebut dapat
diimbangi dengan reaksi eliminasi yang berlangsung dengan satu tahap. Pada tahap 1
jalur 2 ini terbentuk produk sangat stabil dan mudah dimurnikan, sehingga dapat
dilakukan elusidasi struktur dengan FTIR dan *H-NMR.

Tabel 4.13. Data Hasil FTIR senyawa 3 dari tahap 1 jalur 2

Bilangan Gelombang (cm™*)
3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G
H-C=aromatik 3006 3010 3050 3050 3040 3020 3050
C-H alifatik 2920 2950 2920 2920 2920 2920 2930
C=0 keton 1660 1660 1660 1660 1660 1660 1650
C=C aromatik 1537 1550 1550 1550 1510 1520 1530
C-O eter - - - - 1170 1160 -
C-Cl - - 833 -
C-F - - - 1220 - -
C-N - - - - - - 1280

Gugus Fungsi

Pada sintesis senyawa 3 dari jalur 2 senyawa terkonfirmasi terbentuk senyawa
derivat benziliden pada KLT, FTIR, dan tHNMR. Hasil sintesis senyawa 3A, 3B, 3C, 3D,
3E, 3F, dan 3G menunjukkan spot tunggal kecuali senyawa 3G, terlihat masih ada 2 spot.

Hasil FTIR ke tujuh senyawa menunjukkan bilangan gelombang adanya gugus karbonil
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(C=0) keton bagian sikloheksanon sekitar 1650-1660 cm™ dan adanya subtituen dari
bagian aromatisnya untuk senyawa 3C, 3D, 3E, 3F, dan 3G. Pada senyawa senyawa 3C
menunjukkan adanya gugus C-Cl pada bilangan gelombang 833 cm™, senyawa 3D
menunjukkan adanya gugus C-F pada bilangan gelombang 1220 cm™, senyawa 3E, 3F
menunjukkan adanya gugus C-O eter berturut-turut pada bilangan gelombang 1170 cm™,
1170 cm™ dan senyawa 3G menunjukkan adanya gugus C-N menunjukkan adanya

subtituen NO2 pada benzena pada bilangan gelombang 1280 cm™.

Tabel 4.14. Data Hasil *H-NMR senyawa 3 dari tahap 1 jalur 2

Senyawa,  (ppm), m, J (Hz)

No 3E (R1=-H, R,= -OCHy) 3F (R1=R;=-0OCHy)
1 747:d;:2H;J=7 7,02; 1H; s

2 6,94;d;2H;J=7 -

3 - -

4 6,94;:d;: 2H;J=7 7,12;:d; 1H;J=8
5 7,47; d; 2H; J =7 6,91;d; 1H;J=8
6 - -

7 7,76;s; 1H 7,76;s; 1H

8 2,17 -

9 - -

10 - -

11 1,81;p; 1H 1,83; p; 1H
12 2,92;: m; 2H 1,58; m; 2H
13 - 2,95: m; 2H
R: - I

R2 3,85;s; 3H 3,92; d; 6H

Berdasarkan hasil sintesis senyawa 3 sebanyak tujuh senyawa, yang dilanjutkan
untuk sintesis tahap berikutnya adalah senyawa 3E dan 3F. Kedua senyawa tersebut telah
terkonfirmasi HNMR dan sejalan dengan spektrum FTIR. Spektrum HNMR senyawa 3E
menunjukkan adanya keberadaan benzena dapat di deteksi dengan baik berdasarkan hasil
'H-NMR ditunjukkan ada dua pasang atom karbon simetris yakni pasangan karbon C-2
dan C-4 dengan puncak triplet pada 6 6,94 J=7,0 Hz, atom C-2 dan C-4 memiliki
karakteristik tetangga yang sama sehingga puncak untuk kedua atom tersebut muncul

menjadi satu namun dengan integrasi dua kali lipat dari jumlah -H pada setiap atom, nilai
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couplingnya menunjukan jika tetangga yang mempengaruhi berada pada posisi orto.
Pasangan atom simetris lainnya ialah atom C-1 dan C-5 dengan puncak doublet pada &
7,47 ppm J=7,0 Hz, nilai coupling juga menunjukan bahwa atom tetangga yang
mempengaruhi pemisahan ialah berada pada posisi orto. Pada atom C-3 yang memiliki
puncak pergeseran kimia pada senyawa 3E tidak muncul puncak, karena adanya substitusi
gugus metoksi pada posisi tersebut. Adanya gugus metoksi ditandai dengan adanya
puncak atom R: singet pada 6 3,85 ppm. Nilai pergeseran kimia atom C-1,5 > C-2,4, hal
tersebut terjadi karena pengaruh efek deshielded dari gugus keton dan alkena terkonjugasi
yang sangat elektronegatif. Semakin dekat posisi atom karbon dengan gugus tersebut
maka nilai & nya akan semakin tinggi (upfield). Dengan adanya substitusi metoksi
semakin memperjauh jarak antara puncak atom C1,5 dan C2,4, dimana puncak C2,4
bergeser ke kanan, hal tersebut terjadi karena gugus -OCHs merupakan gugus penarik
elektron, sehingga elektronegatifitas yang mempengaruhi atom C-2,4 semakin kecil. Pada
atom C-7 ditunjukan oleh puncak singlet pada 7,76 ppm. Untuk atom C11 muncul puncak
pentet pada 6 1,81, puncak pentet muncul akibat jumlah atom H dari kedua tetangganya
berjumlah empat. Pada bagian cincin sikloheksanon umumnya akan muncul puncak pada
daerah 6 0-2 ppm (Harmita, 2014). Untuk atom C10 dan C-12 puncaknya muncul pada
daerah yang sangat berdekatan, sehingga menghasilkan puncak multiplet pada 6 2,92
ppm, hal tersebut menunjukan jika pengaruh penarikan elektron dari cincin p-
metoksibenzenaa, tapi terbentuk integrasi yang tidak sesuai yang seharusnya integrasi 2
dan 4, yang ada terbentuk integrasi 1 dan 2.

Spektrum *H-NMR senyawa 3F menunjukkan adanya benzena dengan adanya 3
puncak sekitar & 6-7 ppm untuk atom C-1, C-4, dan C-5. Puncak atom C-1 muncul pada
6 7,02 dengan integrasi 1,02 secara singlet, puncak atom C4- muncul pada ¢ 6,91 dengan
integrasi 0,95 secara doublet dengan J = 8,0 Hz menunjukkan adanya proton atom
tetangga pada posisi orto, dan puncak atom C-5 muncul pada 6 7,12 dengan integrasi 1,02
secara doublet dengan J = 8,0 Hz juga menunjukkan adanya proton atom tetangga pada
posisi orto. Pada atom C-2, dan C-3 pada senyawa 3F tidak muncul puncak, karena
adanya substitusi gugus metoksi pada ke dua posisi tersebut. Adanya gugus metoksi
ditandai dengan adanya puncak atom Ri, R: secara doublet pada & 3,92 ppm dengan

integrasi sebesar 6,06 menunjukkan adanya 6 proton pada dua gugus -OCHs.
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Pada bagian cincin sikloheksanon umumnya akan muncul puncak pada daerah &
0-2 ppm (Harmita, 2014) dan itu terdapat pada senyawa 3F yaitu: ¢ 1,83 secara multiplet.
Untuk atom C-10 dan C-12 puncaknya muncul pada daerah yang sangat berdekatan,
sehingga menghasilkan puncak multiplet pada 6 2,95 ppm, hal tersebut menunjukan jika

pengaruh penarikan elektron dari cincin p-dimetoksibenzenaa.

4.7.2.2 Sintesis tahap 2 jalur 2

Metode yang digunakan pada sintesis senyawa 4 atau 3-(4-metoksifenil/ 3,4-
dimetoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol merupakan metode yang diadopsi
dari metode Minu (2009). Campuran masing-masing senyawa 3 sebanyak 0,01 mol
dengan 0,1 mol senyawa Hidrazin mohohidrat dalam 20 ml metanol. Kemudian campuran
tersebut diaduk dengan menggunakan pengaduk magnetik dengan menggunakan refluks
pada suhu refluks selama 2 jam . Setelah itu didiamkan pada lemari pendingin sampai
terbentuk endapan. Endapan yang terbentuk disaring kemudian dikeringkan angin dan
simpan produk pada lemari es. harus segera digunakan untuk sintesis tahap 3. Pada tahap
ini dapat dianalisis dengan alat FTIR yang terlihat jelas pada pembentukkan gugus -NH
pada ke tujuh produk tahap ini.

Sintesis tahap 2 dilakukan dengan mereaksikan senyawa 3 dengan senyawa hidrazin
monohidrat dan menghasilkan senyawa 3-fenil-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol
(9A),  3-(4-metilfenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol  (9B), 3-(4-klorofenil)-
3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol (9C) , 3-(4-fluorofenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-
indazol (9D), 3-(4-metoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol (9E), 3-(3,4-
dimetoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol ~ (9F), dan  3-(4-nitrofenil)-
3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol (9G). Hasil sintesis tahap 2 jalur 2 berupa
perbandingan Rf dan % rendemen pada Tabel 4.16. Senyawa produk tahap merupakan
senyawa murni, tetapi tidak stabil karena pembentukkan senyawa imina (azometina) yang
dapat beresonansi sehingga senyawa hasil sintesis harus digunakan segera untuk tahap
berikutnya. Oleh karena itu senyawa 9E dan 9F harus segera digunakan untuk sintesis
tahap 3. Pada tahap ini dapat dianalisis dengan alat FTIR yang terlihat jelas pada
pembentukkan gugus -NH pada ke tujuh produk tahap ini. Hasil produk sintesis tahap 2
jalur 2, rendemen dapat dilihat pada Tabel 4.15, dan KLT senyawa tersebut dapat dilihat
pada Lampiran 7 Tabel L7-e. Hasil FTIR dapat dilihat pada Tabel 4.16.
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Tabel 4.15 Rendemen dan Karakteristik Produk Hasil Sintesis Tahap 2 jalur 2

Rf
Senyawa Rendemen (%) (Etil Asetat : n-Heksan =1 : 2)

9A 99,20 0,8
9B 56,87 0,84
9C 99,50 0,78
aD 24,16 0,72
9E 69,64 0,67
9F 94,72 0,24
9G 46,12 0,36

Tabel 4.16. Data Hasil FTIR senyawa 3 dari tahap 2 jalur 2

Bilangan Geombang (cm™)

Gugus Fungsi 9A 9B 9C 9D 9E 9F 9G

H-C=aromatik 3006 3010 3050 3050 3040 3020 3050
C-H alifatik 2920 2950 2920 2920 2920 2920 2930

C=N 1600 1606 1600 1600 1610 1600 1610
C-N 1270 1270 1280 1270 1290 1270 1270
N-H 3300 3340 3330 3330 3290 3300 3344
C=Caromatik = 1537 1550 1550 1550 1510 1520 1530
C-O eter - - - - 1170 1160 -
C-Cl - - 833 - - - -
C-F - - - 1220 - -

Analisis FTIR senyawa 9A, 9B, 9C, 9D, 9E, 9F, dan 9G menunjukkan ke-tujuh
senyawa terdapat bilangan gelombang yang khas yang menunjukkan adanya gugus -NH
pada produk, yaitu bilangan gelombang berkisar pada 3290 — 3344 cm™, dan juga
terbentuk bilangan gelombang baru untuk adanya C-N pada ke tujuh senyawa muncul
bilangan gelombang sekitar 1270 — 1290 cm™* Pada ke tujuh spektrum senyawa juga
menunjukkan hilangnya bilangan gelombang utk C=0O keton, sehingga memperkuat
bahwa pada produk senyawa 9A, 9B, 9C, 9D, 9E, 9F, dan 9G terbentuk gugus indazol.
Konfirmasi ke-tujuh senyawa tidak bisa untuk spektrum HNMR maupun CNMR, karena
ketidakstabilan produk senyawa, ditunjukkan adanya perubahan warna putih menjadi
kuning.

Mekanisme reaksi yang terjadi pada tahap 2 jalur 2 yaitu pembentukkan
senyawa 4 melalui dua mekanisme reaksi yaitu reaksi kondensasi gugus karbonil keton
dengan senyawa nukleofil nitrogen dan sikloadisi 1,3 dipolar intramolekular. Mekanisme
pertama merupakan pembentukkan senyawa imina (azometin). Mekanisme kedua melalui

mekanisme sikloadisi 1,3 dipolar intramolecular. Senyawa azometin- imina dianggap 1,3-

Universitas Indonesia



101

dipol dari tipe aza-allyl yang merupakan zat antara sementara dan harus dihasilkan in situ
(Najera, Carmen; Sansano, José M; Yus, 2015). Oleh karena produk pada tahap ini bukan
merupakan senyawa stabil, sehingga harus segera direaksikan pada tahap selanjutnya.

Usulan mekanisme reaksi tahap 2 jalur 2 dapat dilihat pada Gambar 4.10.
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Gambar 4.10 Usulan mekanisme reaksi tahap 2 jalur 2.

4.7.2.3 Sintesis tahap 3 jalur 2

Pada tahap 3 jalur 2 menghasilkan empat senyawa AKI yaitu 3-(4-metoksifenil)-
7-(3-metoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol (10A), 3-(3, 4-dimetoksifenil)-
7-(3-metoksi, 4-hidroksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol  (10B), 3-(3,4-
dimetoksifenil)-7-(3-metoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol (10C), 3-(3,4-
dimetoksifenil)-7-(3,4-dimetoksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol (10D).
Senyawa yang diperoleh mempunyai karakteristik serbuk berwarna berbeda-beda
(kuning-jingga kemerahan). Rendemen produk senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D didapat
sebesar berturut-turut 61,00%, 35,20 %, 74,34 %, 23,69 %, dan 42,2 % dapat dilihat pada
Lampiran 9. Hasil sintesis tahap 3 jalur 2: perbandingan Rf pada Tabel 4.22 dan foto
produk serta KLT pada Lampiran7 Tabel L7-f. Kemurnian senyawa yang telah
diperoleh dianalisis dengan melakukan pengamatan titik lebur dapat dilihat pada Tabel

4.17. Selanjutnya dilakukan elusidasi struktur dengan menggunakan instrumen FT-IR
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(Tabel 4.18), 'H-NMR, *C-NMR (Tabel 4.19) dan HR-MS (Tabel 4.20). Data spektrum
lengkap FTIR, 'H-NMR, BC-NMR, dan HR-MS dapat dilihat pada Lampiran 8.

Tabel 4.17 Rendemen dan Karakteristik Produk Hasil Sintesis Tahap 3 Jalur 2

Rf
Senyawa Rendemen e asetat: n-Heksan = araK Lebur
(¥) 1:1) (°C)
10A 61,00 0,78 252 — 254
10B 35,20 0,32 242 — 244
10C 74,34 0,47 238 — 240
10D 56,13 0,44 234 - 236

Tabel 4.18. Data Hasil FTIR senyawa 6 dari tahap 3 jalur 2

Bilangan Geombang (cm™)

Gugus Fungsi

10A 10B 10C 10D
OH - 3200 - -
H-C= aromatik 3040 3020 3020 3020
C-H alifatik 2920 2920 2920 2920
C=C aromatik 1520 1520 1520 1520
C=N 1610 1600 1600 1600
C-O eter 1170 1160 1160 1160
C=0 - - - -

Pada sintesis tahap 3 jalur dihasilkan 4 senyawa dengan Kisaran yaitu senyawa
10A, 10B, 10C, dan 10D, ke empat senyawa tersebut telah terkonfirmasi oleh KLT, FTIR,
'H-NMR, ¥C-NMR, dan HR-MS. Berdasarkan hasil KLT, ke empat produk tersbut
menunjukkan spot tunggal dan berbeda dari senyawa awal dapat dilihat pada Tabel 4.18
dan Gambar L6-f. Spektrum FTIR senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D menunjukkan
beberapa perubahan dari bilangan gelombang senyawa awal yaitu senyawa 9E, dan 9F.
Spektrum ke empat senyawa tersebut menunjukkan hilangnya spektrum dengan puncak
tajam untuk gugus N-H pada bilangan gelombang yaitu 3290 cm™ pada senyawa 10A
dan 3300 cm™ pada senyawa 10B, 10C, dan 10D. Pada senyawa 10B terdapat bilangan
gelombang 3200 cm™ menunjukkan adanya gugus OH.

Senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D terkonfirmasi *H-NMR, dan **C-NMR dengan
nilai geseran kimia yang khas pada masing-masing produk. Spektrum *H-NMR senyawa
10A menunjukkan adanya keberadaan dua gugus benzena dapat di deteksi dengan baik
berdasarkan hasil *H-NMR ditunjukkan ada tiga puncak dengan dua puncak secara

doublet untuk pasangan proton atom karbon simetris pada C-2-C-4 dan C-1-C-5 dan satu
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puncak secara triplet untuk proton pada C-16, C-17, C-19, dan C-20. Pasangan karbon C-
2 dan C-4 dengan puncak doublet pada 6 7,320 ppm J=8,0 Hz, atom C-2 dan C-4 memiliki
karakteristik tetangga yang sama sehingga puncak untuk kedua atom tersebut muncul
menjadi satu namun dengan integrasi dua kali lipat dari jumlah -H pada setiap atom, nilai
couplingnya menunjukan jika tetangga yang mempengaruhi berada pada posisi orto.
Pasangan atom simetris lainnya ialah atom C-1 dan C-5 dengan puncak doublet pada &
7,538 ppm J=8,0 Hz, nilai coupling juga menunjukan bahwa atom tetangga yang
mempengaruhi pemisahan ialah berada pada posisi orto. Dengan adanya substitusi
metoksi semakin memperjauh jarak antara puncak atom C-1,5 dan C-2,4, dimana puncak
C-2,4 bergeser ke kanan, hal tersebut terjadi karena gugus -OCHsz merupakan gugus
penarik elektron, sehingga elektronegatifitas yang mempengaruhi atom C-2, dan C-4
semakin kecil. Pada atom C-16, C-17, C-19, dan C-20 juga merupakan dua pasangan
atom simetris yaitu C-16 dan C-20 dan C-17 dengan C-19, kedua pasangan tersebut
masing-masing memiliki karakteristik tetangga yang sama sehingga puncak untuk kedua
pasangan atom tersebut muncul menjadi satu namun dengan integrasi empat kali lipat dari
jumlah -H pada setiap atom dan bertumpuk membentuk triplet, nilai couplingnya
menunjukan jika tetangga yang mempengaruhi berada pada posisi orto. Nilai geseran
kimia (8) atom C-16, C-17, C-19, dan C-20 muncul pada 6 6,876-6,910 ppm J=8,0 Hz.

Pada atom C-3, dan C-18 merupakan atom karbon kuartener pada senyawa 10A
sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi gugus metoksi pada posisi
tersebut. Adanya dua gugus metoksi ditandai dengan adanya dua puncak atom pada &
3,84 ppm dengan integrasi sebesar 6,18 menunjukkan adanya 3 proton dari dua OCH3
pada R2 dan R4. Pada atom C-7 ditunjukan oleh puncak singlet pada 7,76 ppm. Untuk
atom C-11 muncul puncak multiplet pada sekitar 6 1,88-1,86 dengan integrasi sebesar
2,05. Pada bagian cincin sikloheksanon umumnya akan muncul puncak pada daerah ¢ 0-
2 ppm (Harmita, 2014). Untuk atom C-10 dan C-12 puncaknya muncul pada daerah yang
sangat berdekatan, sehingga menghasilkan puncak multiplet pada sekitar 6 2,77-2,79 ppm
dengan integrasi sebesar 4,05, hal tersebut menunjukan jika pengaruh penarikan elektron
dari cincin p-metoksibenzena.

Berdasarkan hasil analisis spektrum *C-NMR, terlihat bahwa jumlah atom
karbon sesuai dengan jumlah puncak yang muncul. -CH2 muncul pada daerah 6 20-45
ppm (Field, 2002). Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut pada & 22,03;
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24,53; 27,14 ppm. Puncak atom karbon dari subtituen -OCHz pada dua cincin benzena
muncul pada ¢ 55,38 ppm; dan 55,49 ppm, hal ini sesuai teori bahwa atom C gugus
metoksi muncul pada 6 50-60 ppm (Field, 2008). Untuk atom C penyusun cincin aromatik
akan muncul pada § 110-155 ppm (Field, 2008), hasil analisis **C-NMR menunjukan jika
puncak untuk setiap karbon penyusun cincin aromatik berada pada daerah tersebut sekitar
6 113,79-131,04 ppm. Puncak atom C-3 dan C-18 pada dua benzena yang bersebelahan
dengan -OCH3s muncul pada 6 144,36 ppm; dan 145,03 ppm. Atom C-7 dan C-9 yang
merupakan atom C=N muncul lebih downfield pada 6 158,78 ppm; dan 158,88 ppm.

Spektrum HNMR senyawa 10B menunjukkan adanya keberadaan dua gugus
benzena dapat dideteksi dengan baik berdasarkan hasil tH-NMR ditunjukkan ada empat
puncak yang menunjukkan integrasi enam proton cincin aromatis pada C-1, C-4, C-5, C-
16, C-17, dan C-20 serta satu proton etilenik pada C-14. Atom proton C1 muncul pada
dengan puncak doublet tidak sempurna pada & 7,24-7,24 ppm dengan integrasi 0,93, atom
proton C-5 muncul pada dengan puncak doublet pada 6 7,16 ppm J=8,0 Hz dengan
integrasi 1,00, atom proton C-4 dan C-17 muncul dengan puncak doublet tidak sempurna
pada 6 6,94 ppm J=7,0 Hz dengan integrasi 2,01, dan atom C-16, C-20, dan -C14 muncul
secara multiplet dengan puncak bertumpuk pada & 6,86-6,94 ppm J=8,0 Hz dengan
integrasi 3,03, nilai coupling juga menunjukan bahwa atom tetangga yang mempengaruhi
pemisahan ialah berada pada posisi orto.

Pada atom C-2, C-3, C-18, dan C-19 merupakan atam karbon kuartener pada
senyawa 10A sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi gugus metoksi
pada posisi C-2, C-3,C-19 dan adanya gugus hidroksi pada atom C-18,. Adanya tiga
gugus metoksi ditandai dengan adanya puncak atom pada & 3,89 ppm; 3,91 ppm; 3,92
ppm dengan integrasi sebesar 2,98; 5,63; 3,39 menunjukkan adanya perkiraan 9 proton
dari OCHj3 pada R1, Rz, dan Rs. Untuk atom C-11 muncul puncak multiplet pada sekitar 6
1,88-1,90 dengan integrasi sebesar 1,97. Pada bagian cincin sikloheksanon umumnya
akan muncul puncak pada daerah 6 0-2 ppm (Harmita, 2014). Untuk atom C-10 dan C-
12 puncaknya muncul pada daerah yang sangat berdekatan, sehingga menghasilkan
puncak multiplet pada sekitar & 2,80-2,82 ppm dengan integrasi sebesar 4,0.

Berdasarkan hasil analisis spektrum *C-NMR senyawa 10B, terlihat bahwa
jumlah atom karbon sesuai dengan jumlah puncak yang muncul. -CH2 muncul pada
daerah 6 20-45 ppm (Field, 2008). Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut
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pada 6 22,17; 24,62; 27,24 ppm. Puncak atom CH pada C-8 muncul pada ¢ 31,155 ppm.
Puncak atom dari tiga subtituen -OCHs pada dua cincin benzena muncul pada 6 55,97
ppm; 56,06 ppm dan 56,09 ppm, hal ini sesuai teori bahwa atom C gugus metoksi muncul
pada & 50-60 ppm (Field, 2008). Untuk atom C penyusun cincin aromatik akan muncul
pada & 110-155 ppm (Field, 2008), hasil analisis **C-NMR menunjukan jika puncak untuk
setiap karbon penyusun cincin aromatik berada pada daerah tersebut sekitar & 110,17-
129,55 ppm. Puncak atom C-2, C-3 dan C-19 pada dua benzena yang bersebelahan
dengan -OCH3s muncul pada 6 148,64 ppm; 140,21 ppm; dan 149,35 ppm. Atom C-7 dan
C-9 yang merupakan atom C=N muncul lebih downfield pada & 144,13 ppm; dan 145,53
ppm.

Spektrum *H-NMR senyawa 10C menunjukkan adanya keberadaan dua gugus
benzena dapat dideteksi dengan baik berdasarkan hasil *H-NMR ditunjukkan ada empat
puncak yang menunjukkan integrasi tujuh proton cincin aromatis pada C-1, C-4, C-5, C-
16, C-17, C-19 dan C-20 serta satu proton etilenik pada C-14. Atom proton C1 muncul
pada dengan puncak doublet tidak sempurna pada 6 7,24-7,24 ppm dengan integrasi 1,00,
atom proton C-5 muncul pada dengan puncak doublet doublet pada & 7,165 ppm J=8,0
Hz dengan integrasi 1,18, atom proton C-4 dan C-17 muncul dengan puncak doublet tidak
sempurna pada & 6,86 ppm—6,88 ppm J=8,5 Hz dengan integrasi 2,20, atom C-14, C-16
muncul secara doublet pada & 6,86 ppm-6,88 ppm J=8,5 Hz dengan integrasi 1,78, C-19
muncul dengan puncak doublet tidak sempurna pada & 6,98 ppm J=7,0 Hz dengan
integrasi 1,14, dan C-20 muncul pada 6 6,94 ppm J= 1,5 Hz; 8 Hz muncul secara doublet
doublet dengan integrasi 1,21. Nilai coupling J=6-9 Hz juga menunjukan bahwa atom
tetangga yang mempengaruhi pemisahan ialah berada pada posisi orto (Field, 2008).

Pada atom C-2, C-3, dan C-18 merupakan atam karbon kuartener pada senyawa
10C sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi gugus metoksi pada posisi
C-2, C-3,C-18,. Adanya tiga gugus metoksi ditandai dengan adanya puncak atom pada &
3,90 ppm; 3,91 ppm; 3,92 ppm dari OCHs pada R1, Rz, dan R4. Untuk atom C11 muncul
puncak multiplet pada sekitar 6 1,88-1,92 dengan integrasi sebesar 2,37. Pada bagian
cincin sikloheksanon umumnya akan muncul puncak pada daerah & 0-2 ppm (Harmita,
2014). Untuk atom C-10 dan C-12 puncaknya muncul pada daerah yang sangat
berdekatan, sehingga menghasilkan puncak multiplet pada sekitar 6 2,80-2,82 ppm

dengan integrasi sebesar 4,79.
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Berdasarkan hasil analisis spektrum 3C-NMR senyawa 10C, terlihat bahwa
jumlah atom karbon sesuai dengan jumlah puncak yang muncul. -CH> muncul pada
daerah & 20-45 ppm (Field, 2008). Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut
pada & 22,23; 24,68; 27,27 ppm. Puncak atom CH pada C-8 muncul pada 6 31,15 ppm.
Puncak atom dari tiga subtituen -OCH3 pada dua cincin benzena muncul pada 6 56,02
ppm; 56,05 ppm dan 56,02 ppm, hal ini sesuai teori bahwa atom C gugus metoksi muncul
pada & 50-60 ppm (Field, 2008). Untuk atom C penyusun cincin aromatik akan muncul
pada & 110-155 ppm (Field, 2008), hasil analisis **C-NMR menunjukan jika puncak untuk
setiap karbon penyusun cincin aromatik berada pada daerah tersebut sekitar 6 110,085-
129,638 ppm. Puncak atom C-2, C-3 dan C-18 pada dua benzena yang bersebelahan
dengan -OCH3s muncul pada 6 148,29 ppm; 148,65 ppm; dan 149,22 ppm. Atom C-7 dan
C-9 yang merupakan atom C=N muncul lebih downfield pada & 144,02 ppm; dan 145,73
ppm.

Spektrum 'H-NMR senyawa 10D menunjukkan adanya keberadaan dua gugus
benzena dapat dideteksi dengan baik berdasarkan hasil *H-NMR ditunjukkan ada empat
puncak yang menunjukkan integrasi enam proton cincin aromatis pada C-1, C-4, C-5, C-
16, C-17, dan C-20 serta satu proton etilenik pada C-14. Atom proton C-1 muncul pada
dengan puncak singlet tidak sempurna pada 6 6,952 ppm dengan integrasi 1,12, dan atom
proton C5 muncul pada dengan puncak doublet pada 6 7,172-7,191 ppm J=8,0 Hz dengan
integrasi 1,00. Atom proton C-4 dan C-17 muncul dengan puncak doublet tidak sempurna
pada & 6,94 ppm J=7,0 Hz dengan integrasi 2,01. Atom C-16, dan C-20 muncul secara
singlet dengan puncak bertumpuk pada 6 6,88 ppm dengan integrasi 1,83. Atom C14
muncul secara singlet dengan puncak bertumpuk pada 6 6,87 ppm dengan integrasi 0,40.
Nilai coupling pada senyawa 10D menunjukan bahwa atom tetangga yang mempengaruhi
pemisahan ialah berada pada posisi orto.

Pada atom C-2, C-3, C-18, dan C-19 merupakan atam karbon kuartener pada
senyawa 10D sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi gugus metoksi
pada posisi C-2, C-3,C-18 dan C-19. Adanya empat gugus metoksi ditandai dengan
adanya puncak atom pada 6 3,89 ppm; 3,91 ppm; 3,92 ppm; dan 6,93 dengan integrasi
sebesar 3,07; 3,13; 3,51; dan 3,37 menunjukkan adanya perkiraan 12 proton dari OCH3
pada Ry, Rz, Rz dan Rs. Untuk atom C-11 muncul puncak multiplet pada sekitar 6 1,87-
1,90 dengan integrasi sebesar 2,20. Pada bagian cincin sikloheksanon umumnya akan
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muncul puncak pada daerah 6 0-2 ppm (Harmita, 2014). Untuk atom C-10 dan C-12
puncaknya muncul pada daerah yang sangat berdekatan, sehingga menghasilkan puncak
multiplet pada sekitar 6 2,80-2,82 ppm dengan integrasi sebesar 4,44.

Berdasarkan hasil analisis spektrum *C-NMR senyawa 10D, terlihat bahwa
jumlah atom karbon sesuai dengan jumlah puncak yang muncul. -CH> muncul pada
daerah & 20-45 ppm (Field, 2008). Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut
pada & 22,38; 24,81; 27,34 ppm. Puncak atom CH pada C-8 muncul pada 6 31,15 ppm.
Puncak atom dari empat subtituen -OCH3s pada dua cincin benzena berbentuk simetris
sehingga muncul dua puncak yaitu pada 6 56,04 ppm; dan 56,08 ppm, hal ini sesuai teori
bahwa atom C gugus metoksi muncul pada & 50-60 ppm (Field, 2008). Untuk atom C
penyusun cincin aromatik akan muncul pada 6 110-155 ppm (Field, 2008), hasil analisis
13C-NMR menunjukan jika puncak untuk setiap karbon penyusun cincin aromatik berada
pada daerah tersebut sekitar 6 109,92-122,12 ppm. Puncak atom C-2, C-3, C-18, dan C-
19 pada dua benzena yang bersebelahan dengan -OCHs muncul pada ¢ 148,29 ppm;
148,65 ppm; dan 149,22 ppm. Atom C-7 dan C-9 yang merupakan atom C=N muncul
pada 6 127,60 ppm; dan 129,85 ppm.

Analisis HR-MS yang digunakan untuk memprediksi berat molekul adalah
dengan metode ESI mode (+). Hasil analisis HR-MS senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D
menunjukkan formula molekul Cz2H22N202, C23H24N204, C23H24N203 dan Ca4H26N204
dengan berat molekul perhitungan masing-masing 346,16813; 392,17361; 376,17896;
dan 406,18926 Da sedangkan m/z yang diperoleh 347,17514 Da ([M+H]"); 393,18003
Da ([M+H]"); 409,21152 Da ([M+CH3sOH+H]"); dan 407.19619 Da ([M+H]"). Senyawa
10C menunjukkan adanya ion adduct dari proton dan CH3OH, hal tersebut berdasarkan
Huang (1999) bahwa analisis BM menggunakan ESI-MS dapat menghasilkan beberapa
ion adduct termasuk CH3OH. Hal tersebut dapat disebabkan adanya pengotor karena
ketidakmurnian senyawa 10C, adanya CHsOH sebagai pengotor kemungkinan
disebabkan pada proses pemurnian yang tidak sempurna (Huang, Siegel, Kruppa, &
Laukien, 1999; Keller, Sui, Young, & Whittal, 2008). Data BM perhitungan dengan m/z
yang diperoleh dari spektrum HRMS dilihat perbedaanya sehingga diperoleh mass error.
Senyawa dikatakan memiliki struktur yang sama dengan yang diharapkan jika memiliki
mass error dibawah 5 ppm (Bristow & Webb, 2003) atau dibawah 0,001 Da (Brenton &
Godfrey, 2010). Berdasarkan Pavia (2000) nilai akurasi hasil HRMS berkisar 0,005%,
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jika BM senyawa berkisar 300 Da sampai 500 Da maka nilai mass error berkisar 0,015
Da sampai 0,025 Da (Pavia, Lampman, & Kriz, 2000). Berdasarkan Tabel 4.20 dapat
dilihat bahwa mass errornya berada dibawah 5 ppm dan juga di bawah 0,001 Da sehingga
dapat diambil kesimpulan bahwa senyawa tersebut sesuai dengan yang direncanakan.
Berdasarkan data hasil interpretasi spektra HRMS, FT-IR, *H-NMR, dan $3C-NMR, dapat
disimpulkan bahwa struktur molekul senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D sesuai dengan
yang diharapkan.

Senyawa 3-(4-metoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol 9E dan 9F akan
bereaksi dengan benzaldehida tersubtitusi dalam pelarut yang sesuai akan mengalami
kondensasi menghasilkan senyawa 3-(4-metoksifenil)-7-(3-metoksi, 4-
hidroksibenziliden)-3a,5,6,7-tetrahidro-4H-indazol. Hal ini karena gugus metil pada C
pada hidrogen o senyawa 9E dan 9F cukup reaktif (acidic) karena bersebelahan pada
karbon azometina (gugus C=N) (Meiyyanathan, 2006). Atom N azometina (seperti O
karbonil) dalam asam asetat glasial terprotonasi, kemudian diikuti oleh stabilisasi melalui
resonansi mengakibatkan deprotonasi gugus karbon o membentuk karbanion. Usulan

mekanisme reaksi kondensasi dapat dilihat dapat dilihat pada Gambar 4.11.
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Tabel 4.19. Data Hasil *H-NMR dan **C-NMR Produk Tahap 3 Jalur 2

Senyawa, é (ppm), m, J (Hz)

10A 10B 10C 10D
No Ri=Rs=-H, Ri=R3s=R2=-OCHs3, Ri1=R4=R2=-0OCHjs, Ri=R2=R3=Rs=-
R2=R4=-OCHj3 R4 =-OH R3z=-H OCH;,
1H IBC lH 13C lH 13C 1H 13C
1 754;d;2H;) 12851 7,24;d;1H;J 110,92 7,23;1H;J= 110,92 6,88; s; 2H 111,04
=8 =25 15
2 7,32;d;2H;J 114,28 - 149,21 - 148,29 - 148,94
=8
3 - 131,00 - 149,35 - 148,65 - 149,27
4 7,32;d;2H;J 145,05 6,94;m;2H;J 110,17 6,89;d;2H;J 111,08 7,19;1H;dd; 111,04
=8 =8 =9 J=15;8
5 7,54;d;2H;J 12851 7,17;dd;1H; 111,08 7,17;dd;1H; 112,77 6,91; s; 2H 112,66
=8 J=25;8 J=15;8
6 - 114,70 - 119,85 - 123,93 - 119,42
7 - 157,88 - 145,53 - 145,73 - 129,85
8 - - - 31,16 - 31,15 - 31,15
9 - 158,77 - 144,13 - 144,02 - 128,00
10 2,78; m; 4H 22,07 2,81; m; 4H 22,17 2,81; m; 4H 22.29 2,81; m; 4H 27,34
11 1,87; m; 2H 24,59 1,97; m; 2H 24,17 1,90; m; 2H 24,68 1,88; m; 2H 24,81
12 2,78; m; 4H 27,16 2,81; m; 4H 27,24  2,81; m; 4H 27,27 2,81; m; 4H 22,38
13 - 114,70 - 114,81 - 122,39 - 121,30
14 7,10;s; 1H 129,38 6,89;dd; 2H; 129,85 6,97;s;1H;J 129,55 6,87;s; 1H 122,12
J=5;8 =15
15 - 129,99 - 123,93 - 126,17 - 119,42
16 6,89;dd; 4H; 131,00 6,89;dd;2H; 122,39 6,94;dd; 1H; 119,85 6,91;s; 2H 111,28
J=8 J=5;8 J=15;8
17  6,89;dd;4H;J 113,82 6,94, m;2H;J 112,77 6,89;d;2H;J 11481 6,94;dd; 1H; 109,92
=8 =8 =9 J=35;8.
18 - 144,36 - 148,36 - 148,29 - 148,71
19 6,89; dd; 4H; 113,82 - 148,64 6,87;d;2H;J 110,95 - 148,16
J=8 =8,5
20 6,89;dd;4H;J 131,00 6,89;m;3H;J 122,39 6,87;d;2H;J 111,17 6,88; s; 2H 109,92
=8 =5;8 =8,5
21 - - - - - - - -
22 - - - - - - - -
R: - - 3,91; d; 6H 55,06 3,91; d; 6H 56,09 3,93;s;3H 56,08
R, 3,84; d; 6H 55,38 3,92;s; 3H 55,99 3,91; d; 6H 56,05 3,92;d; 3H 56,04
Rs - - 3,91; d; 6H 56,09 - - 3,91;s; 3H 56,08
Rs 3,84; d; 6H 55,49 - - 3,92; 3H 56,02 3,89; s; 3H 56,04
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Tabel 4.20 Hasil HR-MS senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D

[M]
Senyawa m/z found [M+X]* perhitungan MassDe rror Mass error Formula
(Da) (mDa) (ppm)
10A 347,17514 [M+H]* 346,16813 -0,3 -0,8 C22H2N20,
10B 393,18003 [M+H]* 392,17361 -0,9 -2,2 Ca3H24N204
10C 409,21152 [M+CH;OH+H]*  376,17896 +0,1 +0,3 C23H24N203
10D 407.19619 [M+H]* 406,18926 -0,3 -0,9 C24H26N204
H+
( 5 H
R4 HN—I\\J CH,C00 + H* R, 7_(\\“ R4 7—N :
Ra 1 R, —~_H R,
CH,COOH I j/ \[ j/ O ‘
R3 9 Rs R3

-H,0 R

—_—

N—N:

H
)
R1
+
R3
R4
R3

. +
OL/H

4

N—N

)k@ R3
R4

.. .

1 N :OH
- O | H\v O )
Rs R4

H+

R N——N

10A: R,= Ry=-H, R, = R, = -OCH,
10B: R;= R, = R; = -OCH;, R;= -OH
10C: R;=R, = R, = -OCH;, Ry= -H
10D: R;= R, = Ry = R,=-OCHj,

/ / O )
R4
10

Gambar 4.11 Usulan mekanisme reaksi tahap 3 jalur 2, senyawa 10A - 10D

Berdasarkan hasil penelitian di atas, dapat ditarik kesimpulan bahwa produk
senyawa AKI terbentuk jika R subtituen pada kedua sisi termasuk aktivator kuat,

disimpulkan berdasarkan Gambar 4.12.
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Gambar 4.12 Usulan skema pembentukan senyawa AKI simestris dan asimetris

4.7.3 Sintesis senyawa AKI jalur 3

4.7.3.1 Sintesis tahap 1 jalur 3

Pada sintesis senyawa 2,6-bis((E)-(4-hidroksibenziliden)sikloheksanon (5G)

mengadopsi dari Sardjiman (1997), sintesis dilakukan dengan mencampurkan senyawa

4-hidroksibenzaldehida, 0,01 mol, dan sikloheksanon 0,01 mol dipanaskan pada suhu

25-30 °C dengan katalis HCl) 0,2 mL dan direaksikan selama 2 hari. Pada sintesis ini

terjadi reaksi kondensasi claisen schmidtz pada suasana asam. Proses pemurnian hasil

sintesis dolakukan menggunakan larutan asam asetat glasial : air (1: 1) dingin untuk

membuang sisa bahan terutama senyawa aldehid yang terlarut dalam asam asetat glasial.

Produk akan mengendap dan dicuci dengan etanol dingin, kemudian dengan air panas dan
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dikeringkan. Untuk mengidentifikasi terbentuknya senyawa 5G dan diuji kemurniannya
dianalisis dengan KLT menggunakan fase gerak campuran heksan : etilasetat (2:1), dan
diidentifikasi strukturnya dengan menggunakan FT-IR. Senyawa Yyang diperoleh
mempunyai karakteristik serbuk berwarna kuning dengan rendemen sebesar 86,5 %.
Hasil sintesis tahap 1 jalur 3 yaitu foto produk serta KLT pada Lampiran 6 dan spektrum
FTIR senyawa 5G pada Lampiran 7.

Konfirmasi produk dilakukan identifikasi dengan menggunakan FT-IR
menunjukkan beberapa adanya bilangan gelombang untuk gugus fungsi yang khas pada
senyawa 2,6-bis((E)-(4-hidroksibenziliden)sikloheksanon yaitu adanya bilangan
gelombang 1649 cm™ yang menunjukkan adanya C=0 keton dan bilangan gelombang
3244 cm? yang menunjukkan adanya gugus OH bebas, sesuai dengan bilangan
gelombang acuan untuk OH bebas pada kisaran 3200 -3550 cm™ (Silverstein, et al.,
2005).

4.7.3.2 Sintesis tahap 2 jalur 3

Pada tahap ini dilakukan dilakukan dengan mengadopsi metode Hayun, 2012.
Sintesis tahap 3 dilakukan dengan mereaksikan senyawa AKM simetris yaitu siklovalon
{2,6-bis((E)-4-hidroksi-3-metoksibenziliden)sikloheksanon} (5F) dan senyawa 2,6-
bis((E)-(4-hidroksibenziliden)sikloheksanon (5G) sebanyak 0,01 mol dengan 0,1 mol
senyawa Hidrazin mohohidrat dan dalam 20 ml asam asetat glasial. Kemudian campuran
tersebut diaduk dengan menggunakan pengaduk magnetik dengan menggunakan refluks
pada suhu refluks selama 3 jam. Hasil sintesis diteteskan ke dalam batu es sampai
terbentuk suspensi kemudian suspensi yang terbentuk didiamkan sampai terbentuk
endapan. Endapan tersebut dicuci dengan etanol, dan diekstraksi dengan etil asetat.

Pada tahap 2 jalur 3 menghasilkan dua senyawa AKI yaitu (E)-1-(7-(4-hidroksi-
3-metoksibenziliden)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-
indazol-2-yl)etanon (10E), dan (E)-1-(7-(4-hidroksibenziliden)-3-(4-hidroksifenil)-
3,3a3,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol-2-yl)etanon  (10F). Senyawa yang diperoleh
mempunyai karakteristik serbuk berwarna berbeda-beda (kuning). Rendemen produk
senyawa 10 E didapat sebsar 23,69 %, dan senyawa 10F sebesar 42,2 % dapat dilihat pada
Lampiran 8. Hasil sintesis tahap 2 jalur 3 yaitu perbandingan Rf pada Tabel 4.21 dan
foto produk serta KLT pada Lampiran 6. Kemurnian senyawa yang telah diperoleh

dianalisis dengan melakukan pengamatan titik lebur dapat dilihat pada Tabel 4.21.
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Selanjutnya dilakukan elusidasi struktur dengan menggunakan instrumen FT-IR (Tabel
4.22), *H-NMR, C-NMR (Tabel 4.23) dan HR-MS (Tabel 4.24). Data spektrum
lengkap FTIR, *H-NMR, BC-NMR, dan HR-MS dapat dilihat pada Lampiran 8.

O:

0:
H,N—NH, o CH, ——> HN—N

A N CHy + H,0 Q

acetohydrazide

Ry N—N
¢ \‘ L
O
R Ry
10
10E : R, = -H, R, = -OCH, Ry = -OH
10F : R, =R, =-H, R; = -OH

Gambar 4.13 Usulan mekanisme reaksi tahap 2 jalur 3, senyawa 10E dan 10F
Tabel 4.21 Rendemen dan Karakteristik Produk Hasil Sintesis Tahap 2 Jalur 3

Rf
Senyawa Rendemen (Etil Asetat: n-Heksan = Jaralz Lebur
(%) 1) (°C)
10E 23,69 0,21 105 - 107
10F 42,20 0,42 146 - 148
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Pada tahap 2 jalur 3, produk senyawa yang terbentuk berbeda dengan senyawa
10A, 10B, 10C, dan 10D, hal ini karena senyawa hidrazin monohidrat yang digunakan
bereaksi terlebih dahulu dengan pelarut asam asetat glasial sehingga terbentuk senyawa
acetohydrazide. Senyawa acetohydrazide tersebut baru bereaksi dengan senyawa 2,6-
bis((E)-4-hidroksi-3-metoksibenziliden)sikloheksanon dan 2,6-bis((E)-4-
hidroksibenziliden)sikloheksanon menghasilkan (E)-1-(7-(4-hidroksi-3-
metoksibenziliden)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3,3a,4,5,6,7-heksahidro-2H-indazol-
2-il)ethanon (10E), dan (E)-1-(7-(4-hidroksibenziliden)-3-(4-hidroksifenil)-3,3a,4,5,6,7-
heksahidro-2H-indazol-2-yl)etanon (10F). Usulan mekanisme reaksi jalur 2 tahap 3 dapat
dilihat pada Gambar 4.13.

Tabel 4.22 Data Hasil FTIR senyawa 6 dari tahap 2 jalur 3

Bilangan Geombang (cm™)

Gugus Fungsi

10E 10F
OH 3525 3400
H-C= aromatik 3005 3012
C-H alifatik 2945 2943
C=C aromatik 1518 1512
C=N 1597 1579

C-O eter 1161 -
C=0 1637 1647

Pada sintesis tahap 2 jalur 3 dihasilkan 2 senyawa yaitu senyawa 10E, dan 10F,
ke dua senyawa tersebut telah terkonfirmasi oleh KLT, FTIR, *H-NMR, 3C-NMR, dan
HR-MS. Berdasarkan hasil KLT, ke empat produk tersbut menunjukkan spot tunggal dan
berbeda dari senyawa awal dapat dilihat pada Tabel 4.18 dan Gambar L6-f. Spektrum
FTIR senyawa 10E, dan 10F menunjukkan beberapa perubahan dari bilangan gelombang
senyawa awal yaitu senyawa 2,6-bis((E)-4-hidroksi-3-metoksibenzyliden) sikloheksanon
dan 2,6-bis((E)-4-hidroksibenzyliden) sikloheksanon. Spektrum ke dua senyawa tersebut
menunjukkan terbentuknya gugus imin (C=N) pada senyawa 10E, dan 10F pada bilangan
gelombang 1597 dan 1579 cm™, sesuai dengan bilangan gelombang pada kisaran1480-
1690 cm (Field, 2008).

Senyawa 10E, dan 10F terkonfirmasi H-NMR, dan *C-NMR dengan nilai
geseran kimia yang khas pada masing-masing produk. Spektrum *H-NMR senyawa 10E
menunjukkan adanya keberadaan dua gugus benzena dapat dideteksi dengan baik

berdasarkan hasil *H-NMR ditunjukkan ada empat puncak yang menunjukkan integrasi
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enam proton cincin aromatis pada C-1, C-4, C-5, C-16, C-17, dan C-20 serta satu proton
etilenik pada C-14. Atom proton C-1 muncul dengan puncak doublet pada & 6,75 ppm
J=2,0 Hz dengan integrasi 0,97. Nilai J coupling sebesar J=2,0 Hz pada senyawa atom
C-1 menunjukan ada pengaruh atom tetangga pada posisi meta yaitu atom C-5. Atom
proton C-5 muncul dengan puncak doublet doublet pada 6 6,78 ppm J=2,0; 8,0 Hz dengan
integrasi 1,08. Nilai J coupling sebesar J=8,0 Hz pada senyawa atom C-5 menunjukan
ada pengaruh atom tetangga pada posisi orto yaitu atom C-4, dan posisi meta yaitu atom
C-1. Atom proton C-4 dan C-20 muncul dengan puncak doublet tidak sempurna pada 6
6,92 ppm J=1,5 dengan integrasi 2,06. Atom proton C-17 muncul pada dengan puncak
singlet pada & 6,87 ppm dengan integrasi 1,04. Atom proton C-4 dan C-20 muncul dengan
puncak doublet tidak sempurna pada 6 6,92 ppm dengan integrasi 2,06, dan atom C-14
muncul secara singlet dengan puncak bertumpuk pada 6 7,14 ppm dengan integrasi 0,97.

Pada atom C-2, C-3, C-18, dan C-19 merupakan atam karbon kuartener pada
senyawa 10E sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi dua gugus metoksi
pada posisi C-2, dan C-19 serta adanya dua gugus hidroksi pada C-3, dan C-18,. Adanya
dua gugus metoksi ditandai dengan adanya puncak atom pada & 3,89 ppm dengan
integrasi sebesar 6,12 menunjukkan adanya perkiraan 6 proton dari OCHs pada Ry, dan
Rs. Adanya gugus metil pada atom C-22 memberikan puncak khas pada 6 2,37 ppm secara
singlet dengan integrasi 2,79. Atom C-10 muncul puncak 6 1,27 ppm secara multiplet
dengan integrasi 2,56, atom C-11 muncul 6 1,66 dan secara multiplet dengan integrasi
3,01 dan pada 6 1,94 ppm secara multiplet dengan integrasi 0,99. Atom C12 muncul pada
6 1,66 ppm secara multiplet dengan integrasi 3,01. Atom C-8 muncul pada 6 3,06 ppm
secara doublet dengan integrasi 1,06, dan atom C -7muncul pada & 4,82 ppm secara
doublet dengan integrasi 1,00.

Berdasarkan hasil analisis spektrum *3C-NMR senyawa 10E, terlihat bahwa
jumlah atom karbon sesuai dengan jumlah puncak yang muncul. -CH2 muncul pada
daerah & 20-45 ppm (Field, 2008). Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut
23,15 ppm; 24,49 ppm; dan 30,15 ppm. Puncak atom C-22 muncul pada ¢ 22,49. Puncak
atom CH pada C-7 muncul pada 6 67,99 ppm, dan atom CH pada C-8 muncul pada 6
29,26 ppm. Puncak atom dari dua subtituen -OCH3z pada dua cincin benzena muncul dua
puncak yaitu pada 6 56,08 ppm; dan 57,43 ppm, hal ini sesuai teori bahwa atom C gugus
metoksi muncul pada 6 50-60 ppm (Field, 2008). Untuk atom C penyusun cincin aromatik
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akan muncul pada § 110-155 ppm (Field, 2008), hasil analisis >*C-NMR menunjukan jika
puncak untuk setiap karbon penyusun cincin aromatik berada pada daerah tersebut
berjumlah 10 karbon sekitar 6 108,48-134,11 ppm. Puncak atom C-2, C-3, C-18, dan C-
19 pada dua benzena yang bersebelahan dengan -OCHs dan -OH muncul pada 6 145,06
ppm; 145,61 ppm; 146,38 ppm dan 146,82 ppm. Atom C-9 yang merupakan atom C=N
muncul pada & 159,08 ppm; dan adanya gugus -C=0 pada C-21 muncul pada 6 170,64

ppm.

Tabel 4.23 Data Hasil *H-NMR dan **C-NMR Produk Tahap 2 Jalur 3 (10E & 10F)

Senyawa, 6 (ppm), m, J (Hz)

No 10E: R1 = R3= -OCHs3 R2=Rs4=-OH 10F: R1=R3= -HR2=Rs4=-0OH,
lH 13C lH 13C
1 6,75;d; 1H;J=2 108,48 7,05;d; 1H; J=8,5 126,99
2 - 145,06 7,20; m; 2H;J=7 130,71
3 - 145,61 - 155,55
4 6,92; d; 2H; J=1,5 114,86 7,20; m; 2H;J=7 131,36
5 6,78; dd; 1H; J=2, 8 118,63 7,43;d; 1H;J=8,5 128,12
6 - 134,11 - 128,88
7 4,82; d; 1H; J=9 67,99 4,77; d; 1H 67,43
8 3,06; d; 1H 29,49 3,01; m; 1H 30,05
9 - 159,08 - 159,97
10 1,27; m; 2H 23,15 1,22; m; 2H 24,67
11 1,66; m; 3H 24,49 1,82; m; 1H 27,20
1,94; m; 1H 2,14; m; 1H

12 1,66; m; 3H 30,15 2,73; m; 2H 29,13
13 - 128,98 - 114,16
14 7,14; s; 1H 128,19 6,84;dd; 1H;J=7 115,20
15 - 128,64 - 121,35
16 6,86;s; 1H 112,38 6,79;dd; 2H; J=7 115,70
17 6,87;d; 1H; ; J= 8,0 114,46 6,74; dd; 2H; J= 8,5 115,28
18 - 146,38 - 156,63
19 - 146,82 6,74; dd; 2H; J= 8,5 115,20
20 6,92; d; 2H; J=1,5 123,47 6,79;dd; 2H;J=7 115,63
21 - 170,64 - 170,70
22 2,37;s; 3H 22,49 2,31;s; 3H 29,76
R: 3,90; d; 6H 57,43 - -
R2 - - - -
R3 3,90; d; 6H 56,08 - -
R4 - - - -
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2,37 (s)
22,5 CH3

(@) 170,6

N——N

3,89 (s)
H,CO

/168,2
128.6

1,27(m
6,78 m)
(dd; 2, 8Hz)

6,92 (d; 175HZ) 1,66 (m), 1,94 (m) 6.88 (d. SHZ)

OH

Gambar 4.14 Analisa Korelasi H dan C Hasil HMQC Senyawa 10E

Spektrum HMQC senyawa 10E untuk menentukan korelasi H dan C (Gambar
4.14). Hasil HMQC mrnunjukkan adanya korelasi antara atom proton pada 6 3,89 ppm
dengan integrasi sebesar 6,12 pada Ri1 dan R. memberikan korelasi pada atom karbon
pada 6 56,08 ppm; dan 57,43 ppm, hal ini sesuai teori bahwa atom C gugus metoksi
muncul pada 6 50-60 ppm (Field, 2008). Adanya gugus metil pada & 2,37 ppm secara
singlet dengan integrasi 2,79 juga berkorelasi pada atom karbon pada 6 22,49. Korelasi
atom proton Pada pada 6 145,06 ppm; 145,61 ppm; 146,38 ppm, 146,82 ppm, 159,08, dan
170,64 tidak ditemukan korelasi dengan puncak H sehingga menunjukkan bahwa atom
tersebut merupakan suatu C kuarterner. Dengan cara yang sama, semua Kkorelasi
dihubungkan dan diperoleh dugaan struktur seperti pada Gambar 4.14. Untuk
memastikan posisi masing-masing gugus fungsi seperti CHs, dan OCHs maka bisa
ditentukan dengan mengukur HMBC dapat dilihat pada Gambar 4.15, yaitu dengan
adanya korelasi jarak jauh (long range coupling) sampai dengan 3 ikatan, yang ditandai
dengan tanda panah merah. Secara ringkas bisa dilihat pada gambar struktur di bawah ini
pada Gambar 4.15.
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2,37 (s)

3,89 (s) 3,89 ()
H%S‘i_mﬂ OCHj,

(dd; 2, 8Hz)
6,92 (d; 1,5Hz) 1,66 (m); 1,93 (m) 6,89 (d, 8Hz)

Gambar 4.15 Analisa Korelasi H dan C Hasil HMBC Senyawa 10E

Spektrum H-NMR senyawa 10F mennjukkan adanya keberadaan dua gugus
benzena dapat dideteksi dengan baik berdasarkan hasil *H-NMR ditunjukkan ada delapan
puncak yang menunjukkan integrasi delapan proton cincin aromatis pada C-1, C-2, C-4,
C-5, C-16, C-17, C-19, dan C-20 serta satu proton etilenik pada C-14. Atom proton C1
muncul pada dengan puncak doublet pada 6 7,05 ppm J=8,5 Hz dengan integrasi 1,24.
Atom proton C5 muncul pada dengan puncak doublet pada 6 7,42 ppm J=8,5 Hz dengan
integrasi 1,00. Atom proton C-16, dan C-20 muncul dengan puncak doublet tidak
sempurna pada 6 6,79 ppm J=7 Hz dengan integrasi 1,98. Atom C-17, dan C-19 muncul
secara doublet doublet dengan puncak bertumpuk pada 6 6,74 ppm J= 8,5 Hz dengan
integrasi 2,02. Atom proton C-2, dan C-4 muncul secara multiplet dengan puncak
bertumpuk pada & 720 ppm J = 7 Hz dengan integrasi 2,13 dan atom proton C-14 muncul
pada dengan puncak singlet pada 6 6,910 ppm dengan integrasi 0,39. Atom C-5 muncul
secara doublet doublet pada 6 6,84 ppm J=7 Hz dengan integrasi 1,29.

Pada atom proton C-3, dan C-18 merupakan atom karbon kuartener pada senyawa
10F sehingga tidak muncul puncak, karena adanya substitusi dua gugus hidroksi pada C-
3, dan C-18,. Adanya gugus metil pada atom C-22 memberikan puncak khas pada ¢ 2,31
ppm secara singlet dengan integrasi 3,02. Atom C-10 muncul puncak 6 2,71 ppm secara
multiplet dengan integrasi 2,25. Atom C-11 muncul ¢ 1,206 ppm secara multiplet dengan
integrasi 1,46. Atom proton C-11 muncul pada 6 1,82 ppm secara multiplet dengan
integrasi 0,82; dan pada 6 2,14 ppm secara multiplet dengan integrasi 0,64. Atom C-12

muncul puncak & 1,22 ppm secara multiplet dengan integrasi 2,48. Atom C-7 muncul pada
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& 4,77 ppm secara doublet dengan integrasi 0,44, dan atom C8 muncul pada 6 3,10 ppm secara

multiplet dengan integrasi 1,56.

2,31 (s)
22,2 CH3

O 170,7

N

6,74
(dd, 8,5Hz)

114,2 121,4

HO d, 8,5Hz) 1,82 (m); 2,14 (m) 6,74 OH

7,20 (m, 7Hz) ¢
(dd, 8,5Hz)

Gambar 4.16 Analisa Korelasi H dan C Hasil HMQC Senyawa 10F

Berdasarkan hasil analisis spektrum *C-NMR senyawa 10F menunjukan bahwa
jumlah atom karbon sesuai pada daerah aromatik. Jumlah puncak untuk setiap karbon
penyusun cincin aromatik berada pada daerah tersebut berjumlah 12 karbon sekitar &
114,16-131,36 ppm. Puncak atom C-22 muncul pada & 22,24. Puncak atom CH pada C-
7 muncul pada 6 67,43 ppm, dan atom CH pada C-8 muncul pada 6 30,05 ppm. Puncak
atom C-3, dan C-18 pada dua benzena yang bersebelahan dengan -OH muncul pada &
156,63 ppm; dan 155,61 ppm. Hasil analisis **C-NMR Atom C-9 yang merupakan atom
C=N muncul pada 6 159,97 ppm; dan adanya gugus -C=0 pada C-21 muncul pada 6
170,70 ppm. Atom C-10, C-11, dan C-12 muncul berturut-turut pada 6 24,67; 27,20;
29,13 ppm, sesuai dengan acuan bahwa atom karbon -CH> muncul pada daerah & 20-45
ppm (Field, 2008).

Spektrum HMQC senyawa 10F untuk menentukan korelasi H dan C (Gambar
4.16). Hasil HMQC mrnunjukkan adanya korelasi antara atom proton gugus metil pada 6
2,31 ppm juga berkorelasi pada atom karbon pada & 22,24. Korelasi atom proton pada 6
156,63 ppm; 155,61 ppm; 6 159,97 ppm; dan 6 170,70 ppm tidak ditemukan korelasi
dengan puncak H sehingga menunjukkan bahwa atom tersebut merupakan suatu C
kuarterner. Dengan cara yang sama, semua korelasi dihubungkan dan diperoleh dugaan
struktur seperti pada Gambar 4.17. Untuk memastikan posisi masing-masing gugus
fungsi seperti CH3, dan OCHz maka bisa ditentukan dengan mengukur HMBC (Gambar
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4.18), yaitu dengan adanya korelasi jarak jauh (long range coupling) sampai dengan 3
ikatan, yang ditandai dengan tanda panah merah. Secara ringkas bisa dilihat pada gambar
struktur di bawah ini (Gambar 4.17).

2,31 (s)
22,2 CHjy

—

N——N
@ 67,4 1590 684 (dd7Hz) '/Wi(d
O AT, 6,74

’j&g 3,01(mp)| 30,1 114,2
1 29,1 )
1,22(n§ 24,7

73 (m) 6,79

g 151
/ 42 ’ (dd 7Hz)
20 (m, 7H d, 8,5Hz) 1,82 (m); 2,14 (m) 6,74 OH
z)

Gambar 4.17 Analisa Korelasi H dan C Hasil HMBC Senyawa 10F

7,05 (d,

7,20 (m/7H

Berdasarkan hasil HMQC dan HMBC senyawa 10E, dan 10F dapat dilihat
korelasi antara atom proton dengan atom karbon dan juga sampai dengan 3 ikatan. Dari
korelasi tersebut menunjukkan adanya spot-spot korelasi pada spektrum datanya tidak
berhubungan pada spektrum senyawa 10E, dan 10F, hal tersebut menunjukkan bahwa
senyawa 10E, dan 10F agak kurang murni akan terutama pada korelasi daerah alifatis,
tetapi tidak dengan daerah aromatis. Hal tersebut kemungkinan disebabkan adanya
pengotor dari pelarut yang digunakan seperti etilasetat, dan metanol. Pada senyawa 10E,
dan 10F terdapat 2 atom C kiral yaitu pada posisi C-7, dan C-8. Pada senyawa 10E atom
proton C -7 muncul pada 6 4,82 ppm dan berkorelasi dengan atom karbon pada 6 67,99
ppm, dan atom C-8 muncul pada & 3,06 ppm dan berkorelasi dengan atom karbon pada &
29,26 ppm. Pada senyawa 10F atom proton C-7 muncul pada & 4,77 ppm dan berkorelasi
dengan atom karbon pada 6 67,43 ppm, dan atom C-8 muncul pada 6 3,06 ppm dan
berkorelasi dengan atom karbon pada 6 30,05 ppm. Pada atom C-7, dan C-8keduanya
terlihat adanya nilai pergeseran kimia yang berdekatan akan tetapi pada korelasinya
dengan atom karbon tidak dominan, sehingga dapat diduga bahwa pengotor pada kedua

senyawa merupakan isomernya tetapi dalam jumlah sangat kecil.
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Analisis HR-MS yang digunakan untuk memprediksi berat molekul adalah dengan
metode ESI mode (+). Hasil analisis HR-MS senyawa 10E, dan 10F menunjukkan
formula molekul C24H26N20s dan C22H22N203 dengan berat molekul perhitungan masing-
masing 422,18417; dab 362,16304 Da sedangkan m/z yang diperoleh 423,19312 Da
([M+H]"); dan 363,17051 Da ([M+H]"). Berat Molekul perhitungan dengan m/z yang
diperoleh dari spektrum HRMS dilihat perbedaanya sehingga diperoleh mass error.
Senyawa dikatakan memiliki struktur yang sama dengan yang diharapkan jika memiliki
mass error dibawah 5 ppm (Bristow. & Webb, 2003) atau dibawah 0,001 Da (Brenton &
Godfrey, 2010). Berdasarkan Tabel 4.24 dapat dilihat bahwa mass errornya berada
dibawah 5 ppm dan juga di bawah 0,001 Da sehingga dapat diambil kesimpulan bahwa
senyawa tersebut sesuai dengan yang direncakanan. Berdasarkan data hasil interpretasi
spektra HRMS, FT-IR, *H-NMR, dan *C-NMR, dapat disimpulkan bahwa struktur
molekul senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D sesuai dengan yang diharapkan. Berdasarkan
data hasil interpretasi spektra HR-MS, FT-IR, tHNMR, dan **C-NMR, dapat disimpulkan
bahwa struktur molekul senyawa 10A, 10B, 10C, dan 10D sesuai dengan yang
diharapkan

Tabel 4.24 Hasil HRMS Produk Tahap 2 Jalur 3 (10E, dan 10F)

[(M] Mass Mass
Senyawa m/zfound [M+X]*  perhitungan error error Formula
(Da) (mDa) (Ppm)
10E 423.19312 [M+H]* 422,18417 -0,1 -0,3 C24H26N20s
10F 363.17051 [M+H] * 362,16304 +0,2 +0,5 C2H2N203

4.8 Konfirmasi senyawa 10A-10F dengan Penambatan Molekul senyawa 10A-10F
dengan Autodock 4.2 terintegrasi LigandScout 4.4 terhadap ER-a

4.8.1 Validasi dengan metode Redocking

Sebelum melakukan simulasi penambatan molekul, dilakukan validasi metode
penambatan dengan mengekstraksi ligan ko-kristal (E4D600) dari struktur kristalografi
ERa menjadi ligan copy dan menambatkannya ke sisi aktifnya untuk memverifikasi
bahwa program penambatan dapat mereproduksi konformasi bioaktif antagonis E4D600.
Konformasi ligan dengan penambatan terbaik yang ditunjukkan pada Gambar 4.18 dan
Gambar 4.19 memiliki nilai RMSD sebesar 0,940 A dibandingkan dengan konformasi

yang diperoleh ligan ko-kristal pada reseptor.
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Gambar 4.18 Visualisasi Superpose ligan ko-kristal (biru) dengan Ligan Copy
Menggunakan Autodock 4.2 terintegrasi dengan LigandScout 4.4.

Gambar 4.19 Visualisasi Superpose pada struktur 2D antara ligan ko-kristal (biru) pada

sebelah kiri dengan Ligan Copy sbelah kanan.

4.8.2 Penambatan molekuler senyawa hasil sintesis 10A-10F, kurkumin, tamoksifen, 4-

OH-tamoksifen, dan doxorubicin

Penambatan molekul merupakan suatu metode simulasi untuk memprediksikan
interaksi antara ligan dan enzim (reseptor). Reseptor yang digunakan harus sudah
tervalidasi dengan nilai RMSD < 2.0 A. Penambatan molekul senyawa 10A — 10F terpilih
pada sisi aktif reseptor 1SJO menggunakan program Autodock 4.2 terintegrasi
LigandScout 4.4 dengan parameter pelaksanaan running Genetic Algoritma (GA)
sebanyak 100 kali, jumlah generasi algoritma 27.000, jumlah evaluasi energi 2.500.000,

dan populasi 150. Hasil penambatan molekuler sebagaimana pada Tabel 4.25.
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Tabel 4.25. Nilai AG dan jumlah cluster-nya pada 6 senyawa AKI terhadap reseptor
estrogen o (PDB: 1SJ0) dengan pelaksanaan running Genetic Algoritma

(GA) sebanyak 100 kali
No Nama Senyawa Energi Ikatan AG Jumlah cluster
(Kode) (kkal/mol)

1 10A -8,92 7
2 10B -8,49 10
3 10C -8,74 3
4 10D -8,61 5
5 10E -8,77 18
6 10F -9,60 3
7 Kurkumin -8,16 23
8 Tamoksifen -8,33 5
9 Doxorubicin -10,64 32
10 4-OH-Tamoksifen -8,84 7

Pada penambatan molekuler tiap ligan dilakukan running sebanyak 100 kali, dan
didapatkan cluster yang menyatakan kelompok konformasi molekul yang sama, dan nilai
AG didapatkan rerata nilai energi dari konformasi kelompok cluster yang terbaik
(Shityakov & Forster, 2014; Atkovska et al., 2014). Hasil penambatan molekul dari
senyawa 10A— 10F terpilih menunjukkan ke-enam senyawa hasil sintesis memiliki nilai
AG (-8,49 sampai dengan -9,60 kkal/mol) lebih baik dari AG kurkumin dan tamoksifen
yaitu -8,16, kkal/mol dan -8,33 kkal/mol, sehingga ke-enam senyawa tersebut berpotensi
memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker MCF-7. Oleh karena itu, ke enam
senyawa tersebut dilanjutkan pada pengujian aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker
MCF-7 serta sel Vero sebagai sel normal untuk menilai indeks selektivitasnya. Nilai
energi bebas paling besar dihasilkan oleh senyawa 10B dengan nilai AG sebesar -8,49
kkal/mol dan nilai nilai energi bebas paling kecil diberikan pada senyawa 10F dengan
nilai AG sebesar -9,60 kkal/mol.

4.8.3 Visualisasi Hasil penambatan molekul Senyawa AKI

Interaksi reseptor 1SJO dengan ligan senyawa hasil sintesisyang terbentuk setelah
proses penambatan dapat divisualisasikan dengan program Autodock 4.2 terintegrasi
LigandScout untuk dilihat interaksinya berupa fitur farmakofor yang terbentuk dan residu
asam amino yang terlibat interaksi antara reseptor 1SJO dengan ligan yang merupakan 6
senyawa hasil sintesis. Hasil visualisasi interaksi fitur-fitur farmakofor dengan reseptor
1SJ0 dapat dilihat pada Tabel 4.26.
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Hasil visualisasi di atas menunjukkan jenis fitur-fitur farmakofor yang berpengaruh
terhadap interaksi senyawa ligan terhadap hidrogen 1SJO. Fitur-fitur kimia yang berperan
pada senyawa 10A, 10C, dan 10D yaitu interaksi hidofobik dan HBA vyaitu akseptor
ikatan 124ydrogen. Pada senyawa 10B sama seperti pada senyawa tamoksifen, fitur kima
yang berperan interaksi hidofobik saja. Pada senyawa 10E, dan 10F memiliki kesamaan
fitur kima yang berperan interaksi hidofobik dan HBD yaitu donor ikatan hidrogen.
Senyawa kurkumin, dan doksorubicin menunjukkan interaksi 3 fitur kimia meliputi
interaksi hidrofobik, HBD yaitu donor ikatan hidrogen, dan HBA yaitu akseptor ikatan
hidrogen.

Tabel 4.26. Hasil Visualisasi 2D dan 3D 10A-10F, kurkumin, tamoksifen, 4-OH
tamoksifen, dan doxorubicin pada reseptor 1SJO

Senyawa Visualisasi 2D Visualisasi 3D
THRM.ZA LEUS25A LEU346A
IRPSESA ILE424A
Q7
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/
)
g
o
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MET343A MET388A MET421A
MET388A
THR347A  ALA350A EELEAA ILEA24A
MET421A
N-N \
—~0 I\ 5
.. PHE425A
oK
0
/ 0
LEUS525A
MET343A
TRP383A
THR347A
LEUS25A |MET343A
’ ILE424A
q PHE404A
o =N
=5

MET388A
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LEU346A MET421A

TRP383A
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Visualisasi 3D

Senyawa Visualisasi 2D
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i MET388AE4RABT421A
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e 2
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Tabel 4.26 Lanjutan

Senyawa Visualisasi 2D Visualisasi 3D

Doxorubicin

LEU39TA
S 1HR347A

LEU387A TRP383A

o
GLU353A

4'OH‘ ALA3S0A MET343A
Tamoksifen

ASP351A

H,
LEUS25A Q R REE0

ILE424,
LEAZAA HIS524A

MET388A  Glys21A

Tabel 4.27 Kontak residu senyawa 10A-10F, Kurkumin, Tamoksifen, dan Doxorubicin

Kontak Nama Senyawa

Residu 10A 10B  10C 10D 10E 10F Kur* Doks* Tam* 40HT*

Trp 383A N N
Ala 350A v v
Thr 347A v v
Leu 525A
Met 388A
Leu 391A
Phe 404A
Leu 428A
Leu 387A
lle 424A
Met 343A
Met 421A
Leu 3410A
Leu 384A
Glu 353A
Leu 349A
Phe 425A \
Cys 530A

Asp351A

Gly521A

His524A

HOH x/
1005A

2 22 2 2|

2L 2 =2 2 2]

2 22 2 2|

2 22 2 2|

<L 2 22 2 2

2. 22 222 2]
< 2 2 =2

<L 2 2 2
2. 2L <2
2L 2 =2 2
2 2 2 2
2L 22222222222 2|

2. 2Ll 2 2
A R =
2

2L 2 2

Kur = Kurkumin, Doks = Doksorubicin, Tam = Tamoksifen, 4OHT = 4-hidroksi-Tamoksifen
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Pada Tabel 4.27 menunjukkan kontak residu asam amino pada reseptor 1SJO yang
berinteraksi dengan senyawa 10A — 10F yang sama dengan tamoksifen, kurkumin, dan
doksorubicin adalah Thr 347A, Trp 383A, dan Ala 350A. Senyawa 10A — 10D memiliki
kesamaan jumlah kontak residu yaitu sebanyak 10 kontak residu. Sedangkan senyawa
10E sebanyak 11 kontak residu dan senyawa 10F memiki 12 kontak residu. Senyawa
tamoksifen memiliki kontak residu paling banyak yaitu 13 kontak residu, sedangkan
senyawa doksorubicin memiliki 6 kontak residu, dan senyawa kurkumin memiliki kontak

residu paling sedikit yaitu sebanyak 5 kontak residu.

4.8.4 Analisis Prediksi ADMET, Solubilitas, Profil Farmakokinetik, dan Drug-Likeness

Hasil analisis Prediksi ADMET, Solubilitas, Profil Farmakokinetik, dan Drug-
Likeness senyawa 10A — 10F, tamoksifen, kurkumin, dan doksorubicin, menggunakan
Predictor ADMET dapat dilihat pada Tabel 4.28. Predictor ADMET adalah program
komputer yang dirancang untuk memperkirakan parameter farmakokinetik/sifat senyawa
mirip obat dari struktur molekulnya yang disebut ADMET yang mengacu pada Absorpsi,
Distribusi, Metabolisme, Ekskresi / Eliminasi, dan Toksisitas (Singh et al., 2013). Profil
farmakokinetik yang lebih baik secara eksklusif penting untuk senyawa baru yang harus
diperiksa dalam proses penemuan senyawa obat / mirip obat. Oleh karena itu, sangat
penting untuk mengevaluasi profil ADMET senyawa baru maupun senyawa
hasilpengembangan yang mempunyai potensi. Oleh karena itu dilakukan prediksi sifat
ADMET dari senyawa yang hasil sintesis (10A-10F), dan juga kurkumin sebagai senyawa
lead menggunakan perangkat lunak online swissADME (Daina et al., 2017). Lipinski
dkk. (1997) mengusulkan empat sifat ADMET yang disebut "Aturan Lima". Aturan lima
ini adalah autentik dan "filter berbasis aturan yang paling terkenal" dari keserupaan obat
yang digunakan untuk memeriksa apakah suatu senyawa diserap dengan baik secara oral
atau tidak. Aturan lima meliputi; Berat molekul (MW) < 500, Koefisien partisi oktanol /
air (iILOGP = A log P) <5, Jumlah donor ikatan hidrogen (HBD) <5, dan Jumlah akseptor
ikatan hidrogen (HBA) < 10.

Berdasarkan Aturan Lima, sebuah molekul hanya dapat aktif / menyerap secara
oral jika tidak melanggar dua atau lebih aturan di atas. Namun, beberapa produk alami
yang rumit tidak sesuai dengan aturan. Untuk itu, banyak aturan / filter kemiripan obat
lain yang sama-sama disebut sebagai "Aturan Lima" (Ghose et al., 1999; Bhal et al.,

2007). Hopkins pada tahun 2012 mengembangkan konsep QED (Quantitative Estimate
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of Druglikeness) (Bickerton et al., 2012) yang menghasilkan delapan sifat fisikokimia,
yang meliputi empat aturan lima (MW, iLOGP, HBA dan HBD) dan empat parameter
lainnya seperti luas permukaan kutub molekular (TPSA), jumlah ikatan yang dapat
diputar (nROTB), jumlah cincin aromatik (nAROM), dan jumlah peringatan untuk
substruktur yang tidak diinginkan (Peringatan yaitu PAINS #alert dan Brenk #alert)
menggunakan 771 obat oral yang dipasarkan (Bickerton et al., 2012). Konsep QED
adalah aturan yang paling fleksibel dan diadopsi daripada aturan yang menyerupai obat
biasa. Tabel 4.28 menunjukkan beberapa sifat / parameter ADMET dan rentangnya yang
dapat diterima. Untuk mengevaluasi sifat farmakokinetik dari senyawa yang dirancang,
struktur 2D dari senyawa digambar Marvinsketch. Setiap struktur diimpor dan struktur
smile (.smi) dimasukkan di antarmuka situs web (http://swissadme.ch/). Studi desain obat
SwissADME dijalankan dan sifat / parameter ADMET dihasilkan (Mishra, dan Dahima,
2019)

Berdasarkan hasil analisis menunjukkan bahwa ke-enam senyawa hasil sintesis,
kurkumin, dan tamoksifen memenuhi aturan lima Lipinski. Pada senyawa doksorubicin,
tidak memenuhi 2 syarat aturan Lipinski yaitu: berat molekul (BM), dan HBD. Berat
molekul senyawa doksorubicin > 500 g/mol yaitu 543,52 g/mol, dan HBD > 10 yaitu 12.
Karakter hidrofilik atau hidrofobik obat merupakan faktor penting yang mempengaruhi
absorpsi dan dalam teori, berat molekul obat tidak penting. Namun, dalam prakteknya,
obat memiliki BM kurang dari 500 adalah karena senyawa dengan berat molekul tinggi
lebih mungkin untuk memiliki sejumlah besar kelompok fungsional polar, dan absorpsi
obat menjadi terbatas. Gugus polar yang tidak memasuki kriteria lipinski biasanya tidak
aktif secara oral dan harus diadministrasikan secara injeksi (Patrick, 2001). Nilai log P
berkaitan dengan lipofilisitas atau hidrofobitas, yaitu kemampuan suatu senyawa kimia
untuk larut dalam lemak, lipid, minyak, dan pelarut non polar. Lipofilisitas dinyatakan
sebagai rasio kelarutan oktanol dan air yang muncul dalam beberapa bentuk pada setiap
analisis fisika-kimia terkait dengan absorbsi. Pada hidrogen donor dan akseptor juga
ditentukan nilainya karena jika terlalu banyak kelompok hidrogen donor dan akseptor
dapat menghambat permeabilitas melintasi membran bilayer. Kemampuan hidrogen
donor dapat dihitung secara tidak langsung oleh koefisien partisi antara hidrogen
(Lipinski 1997).
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Koefisien partisi antara n-oktanol dan air (log Po/w) adalah deskriptor klasik
untuk Lipofilisitas. Parameter ini merupakan sifat fisikokimia penting pada penemuan
prediksi sifat farmakokinetika obat. Banyak metode komputasi untuk estimasi log Po / w
dikembangkan dengan kinerja beragam pada berbagai perangkat kimia. Metode umum
adalah dengan menggunakan beberapa prediktor untuk memilih metode yang paling
akurat untuk seri kimia tertentu seperti iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP, dan
SILICOSIT atau untuk menghasilkan estimasi konsensus log Po/w (Daina, Michielin, &
Zoete, 2017). Berdasarkan prediksi konsensus log Po/w menunjukkan keenam senyawa
memenuhi syarat sama seperti kurkumin, dan doxorubicin, kecuali nilai Log P senyawa
Tamoksifen yaitu memiliki nilai Log P lebih dari 5 yaitu 5,77.

Kelarutan senyawa dalam air merupakan sifat utama yang mempengaruhi
penyerapan obat dalam saluran cerna (Ali, Badawy, Shah, Rehman, & EI, 2017). Prediksi
kelarutan juga dilakukan dengan SwissADME secara online. Dalam hal itu, SwissADME
memberikan akses ke lima model prediksi yang tersedia secara bebas; yaitu XLOGP3,
metode atomistik termasuk faktor korektif dan perpustakaan berbasis pengetahuan;
WLOGP, implementasi kami sendiri dari metode atomistik murni berdasarkan sistem
fragmen Wildman dan Crippen; MLOGP, tipe metode topologis yang mengandalkan
hubungan linier dengan 13 deskriptor molekuler yang diimplementasikan dari data
referensi; SILICOS-IT, sebuah metode hybrid yang mengandalkan 27 fragmen dan 7
penjelas topologi dan iLOGP, metode berbasis fisika mengandalkan energi bebas solvasi
dalam n-oktanol dan air yang dihitung dengan model Generalized-Born dan model area
permukaan yang dapat diakses pelarut (GB / SA). iLOGP dibandingkan dengan dua set
obat atau eksternal seperti obat dan melakukan sama atau lebih baik dari enam prediktor
mapan. Log konsensus Po / w adalah rata-rata aritmatika dari nilai-nilai yang diprediksi
oleh lima metode yang diusulkan. Kelas solubilitas atau skala Log S dikategorikan
sebagai berikut: tidak larut < -10 < kurang larut < -6 < cukup larut < -4 < larut<-2 sangat
larut < 0 < sangat mudah larut.

Hasil prediksi pada Tabel 4.29 menunjukkan kelas kelarutan enam senyawa
mempunyai kelarutan yang sama kelompok vyaitu kelas kelarutan cukup larut dengan
kisaran nilai Log S sebesar -4,35, sampai -5,32 berdasarkan ESOL dan nilai Log S sebesar

-4,60 sampai -5,73 berdasarkan Ali. Tamoksifen menunjukkan hasil prediksi kelas
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solubilitas kurang larut , sedangkan kurkumin, dan doxorubicin kelas solubilitas larut

berdasarkan ESOL maupun Ali.

Tabel 4.28. Hasil Prediksi rediksi ADMET, Solubilitas, Profil Farmakokinetik, dan

dan

Drug-Likeness senyawa 10A-10F, kurkumin, Tamoksifen,
Doksorubicin
Prediksi Nama Senyawa
SwissADME 10A 10B 10C 10D 10E 10F Dox*
Sifat Fisiko-Kimia
Berat Molekul
(@/mol) 346,42 39245 37645 406,47 42247 362,42 54352
Jml atom berat 26 29 28 30 31 27 39
Jml arom. Atom 12 12 12 12 12 12 12
berat
Fraksi Csp3 0,27 0,30 0,30 0,33 0,33 0,27 0,44
Jml rotatable 4 5 5 6 5 3 5
bond
HBA 4 6 5 6 6 4 12
HBD 0 1 0 0 2 2 6
Refraktivitas 112,64 12115 11913 12562 12630 13332 13266
Molar/RM
TPSA (A) 43,18 72,64 52,41 6164 9159 7313 206,07
Lipofilisitas (Log Po/w)
iLOGP 3,49 3,34 3,63 3,72 3,77 2,77 2,16
XLOGP3 4,77 4,38 4,74 4,71 3,34 3,39 1,27
WLOGP 3,88 3,59 3,88 3,89 3,06 3,05 -0,32
MLOGP 3,29 2,40 2,95 2,61 2,22 2,87 -2,10
SILICOS-IT 5,85 5,42 5,90 5,96 3,70 3,58 1,17
g&r\‘/\fensus Log 405 3,83 4,22 418 322 313 0,44
Solubilitas dalam air (Log S)
ESOL -5,07 -5,01 -5,15 -5,23 -4,52 -4,35 391
oy _02 =9,
S?A;Jb/':r']ts‘s 2050 3850  268e% 241e® 20T 161e% 672
j (mgl ) 8,50e%  980e%  7,12¢% 502¢% o€ 443e05 1246
Kelas Cukup Cukup Cukup Cukup  Cukup  Cukup Larut
larut larut larut larut larut larut
Ali -5,41 -5,62 -5,57 -5,73 -4,94 -4,60 -5,20
S‘()r':]’b/'r'r']tlf;s 1,19e® 9,38  1,01e%™ 7,51e% 4,84e% 9,00e% 34673
i (mgl ) 3,01e% 2,390 2,69e% 1850 1150 248e% 6,366
Cukup Cukup Cukup Cukup  Cukup  Cukup Cukup
Kelas
larut larut larut larut larut larut larut
ESOL -6,94 -6,46 -7,04 -7,15 -5,14 -4,93 -3,46
S‘(’r'];‘b/'r'];tf;‘s 400e%  137e%  340e%  2,00e® 309e% 4,26e%  1,87¢
j (mgl ) 1,15¢9 3500  9,04¢%®  713¢% 7,31e% 117e%  344e%
Kelas Kurang Kurang Kurang Kurang Cukup  Cukup Larut
larut larut larut larut larut larut
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Tabel 4.28 Lanjutan

Prediksi Nama Senyawa
SwissADME 10A 10B 10C 10D 10E 10F Dox*
Sifat Fisiko-Kimia
Farmakokinetik

Absorpsi Gl Tinggi Tinggi Tinggi Tinggi  Tinggi  Tinggi Rendah
Permeasi BBB Ya Ya Ya Ya Tidak Ya Tidak
Substrat P-gp Tidak Tidak Tidak Tidak Ya Ya Ya
Inhibtor CYP1A2 Tidak Ya Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
Inhibtor Ya Ya Ya Ya Tidak Tidak Tidak
CYP2C19

Inhibtor CYP2C9 Ya Ya Ya Ya Ya Ya Tidak
Inhibtor CYP2D6 Ya Ya Ya Ya Ya Tidak Tidak
Inhibtor CYP3A4 Ya Ya Ya Ya Ya Tidak Tidak
Drug-likeness

Lipinski Ya Ya Ya Ya Ya Ya Tidak (3)
(Pelanggaran) (0) Q) Q) (0) (0) (1)

Ghose Ya Ya Ya Ya Ya Tidak  Tidak (2)
(Pelanggaran) (8]

Veber Ya Ya Ya Ya Ya Ya Tidak (1)
Egan Ya Ya Ya Ya Ya Ya Tidak (1)
(Pelanggaran)

Muegge Ya Ya Ya Ya Ya Ya Tidak (3)
(Pelanggaran)

Bioavailabilitas 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,17
Kimia Medisinal

PAINS (alert) 0 0 0 0 0 0 1
Brenk (alert) 0 0 0 0 0 0 1
Lead-likeness Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
(Pelanggaran) @)) 2 2 2 () (@) (©)

Prediksi sifat farmakokinetik dan drug-likeness dari 6 senyawa dilakukan oleh
versi online SwissADME dan data ditunjukkan pada Tabel 4.28. Menurut sifat
farmakokinetik, semua senyawa menunjukkan absorbsi pada gastrointestinal (GI) yang
tinggi kecuali senyawa tamoksifen, dan doxorubicin yang memiliki penyerapan yang
rendah. Senyawa hasil sintesis memiliki permeabilitas BBB kecuali senyawa 10E sama
seperti pada kurkumin, tamoksifen dan doxorubicin. Terdapat dua senyawa hasil sintesis
merupakan substrat P-gp yaitu senyawa 10E, 10F sama seperti senyawa kurkumin, dan
doxorubicin. P-glycoprotein (P-gp) adalah anggota dari superfamili transporter ATP
binding cassette (ABC), yang menentukan berbagai penyerapan dan penembusan obat
(Wang, Li, Yang, & Yang, 2005). Hasil prediksi senyawa hasil sintesis pada
penghambatan terhadap isomer Cytochrome P450 (CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, dan
CYP3A4) menghasil senyawa 10A, 10C, dan 10D menunjukkan penghambatan pada
CYP1A2, senyawa 10B tidak menunjukkan penghambatan, senyawa 10E menunjukkan
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penghmbatan pada enzim CYP1A2 dan CYP2C19, dan senyawa 10F tidak menunjukkan
penghambatan kecuali enzim CYP2C9. Pada hasil prediksi menunjukkan bahwa
kurkumin memiliki kemampuan absorbsi pada Gl yang tinggi, akan tetapi hasil penelitian
telah menunjukkan bahwa kurkumin memiliki stabilitas yang rendah dalam larutan air
pada pH fisiologis dan mudah terdegradasi. Kurkumin dalam buffer fosfat pada pH 7,4,
sekitar 90% kurkumin terdegradasi dalam 30 menit (Shen, Liu, An, & Ji, 2016).

Prediksi drug-likeness juga dilakukan tergantung pada aturan Lipinski, Ghose dan
Veber yang dipilih dan skor ketersediaan hayati. Aturan Lima dari Lipinski menyatakan
bahwa penyerapan atau permeasi suatu molekul lebih mungkin ketika berat molekul di
bawah 500 g / mol, nilai log P lebih rendah dari 5, dan molekul memiliki paling banyak
5 H-donor dan 10 H atom -aseptor. Ghose filter (Amgen) mendefinisikan kendala
kemiripan obat sebagai berikut: log P yang dihitung adalah antara -0,4 dan 5,6, berat
molekul antara 160 dan 480, refraksi molar antara 40 dan 130, dan jumlah total atom
antara 20 dan 70. Veber (GSK), mendefinisikan aturan kendala kemiripan obat sebagai
jumlah rotatable bound Nrotb < 10 dan TSA < 140. Penapisan enam senyawa hasil
sintesis semuag memenuhi syarat Lipinski, sehingga menunjukkan keenam senyawa
tersebut berpotensi memiliki kriteria penilaian keserupaan dengan obat (drug-likeness).
Menurut proses skrining enam senyawa hasil sintesis dengan aturan Ghose, aturan Veber,
Egan (Pharmacia), aturan Muegge (Bayer) menunjukkan bahwa semua senyawa
memenuhi syarat. Prediksi drug-likeness juga dilakukan dengan melihat nilai
bioavailabilitas untuk memprediksi kemungkinan suatu senyawa memiliki setidaknya
10% bioavailabilitas oral pada tikus atau permeabilitas Caco-2 yang terukur (Daina,
Michielin, & Zoete, 2017). Semua senyawa menunjukkan nilai availabilitas sebesar 0,55.

4.9 Uji Sitotoksisitas dengan Metode MTT

Uji aktivitas dilakukan dengan uji sitotoksisitas dengan MTT. Senyawa hasil
sintesis 10A-10F, kurkumin, sebagai senyawa penuntun, tamoksifen, dan doxorubicin
sebagai kontrol positif. Pengujian dilakukan pada 3 sel line kanker yaitu kanker payudara
MCF-7, kanker serviks HelLa, dan kanker kolorektal WiDr. Ketiga jenis kanker
merupakan kanker dengan prevalensi tinggi di Indonesia. Selain itu pada penelitian awal
dilakukan penapisan senyawa dengan pemodelan farmakofor dengan menggunakan ER-
a. ER-o merupakan faktor kunci dalam perkembangan kanker payudara pada manusia.

Ekspresi dan aktivitas ER-a diatur oleh banyak sinyal intraseluler dan ekstraseluler. Pada
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penelitian Hong (2017) juga melaporkan bahwa ER-a dan PRB terutama diekspresikan
di stroma tetapi tidak di jaringan karsinoma kanker serviks, dan ekspresi mereka sangat
berkorelasi. ER-a stroma lebih banyak ditemukan pada tumor stadium awal dibandingkan
pada tumor stadium lanjut. Caiazza (2015) menyatakan pensinyalan estrogen memiliki
peran anti-tumorigenik dalam mukosa kolon, melalui aktivasi selektif dari pensinyalan
pro-apoptosis yang dimediasi oleh ER-, penghambatan sinyal inflamasi, dan modulasi
lingkungan mikro tumor dan mekanisme pengawasan imun yang berbeda. ER-p adalah
reseptor estrogen utama yang diekspresikan dalam epitel kolon normal dan maligna,
dengan ekspresi ER-a yang terbatas atau tidak teramati pada kolon. Pada beberapa
penelitian menunjukkan bahwa ada keterkaitan antara ER-a dengan (-katenin. Kanker
kolorektal adalah perwakilan dari kanker manusia yang disebabkan oleh hiperaktivasi
pensinyalan Wnt/ B-katenin. Oleh karena itu, senyawa 10A-10F yang telah berhasil
disintesis yang mempunyai struktur mirip dengan senyawa desain, dilanjutkan pengujian
dengan 3 sel kanker tersebut (Schell et al., 2016; Hong et al., 2017; Caiazzaetal., 2016;
Gupta, et al., 2016).

Pengujian aktivitas sitotoksik senyawa hasil sintesis dilakukan dengan metode
MTT. Metode MTT merupakan metode pengujian viabilitas sel dengan
menggunakangaram tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliumbromida). Garam tetrazolium MTT ini akan direduksi oleh NADH yang
dihasilkan oleh sel hidup menjadi formazan yang berwarna ungu. Absorbansi formazan
ditentukan dengan ELISA reader dengan panjang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi
yang dihasilkan berbanding lurus dengan viabilitas sel (sel hidup) (Bahuguna, Khan,
Bajpai, & Kang, 2017).

Pengujian aktivitas sitotoksik merupakan uji sitotoksik menggunakan cell line
tertentu sehingga dapat diperoleh aktivitas secara spesifik pada sel tertentu. Sebelum
dilakukan pengujian, sel terlebih dahulu disiapkan. Sel yang disimpan dalam tank
nitrogen cair diambil dan dihangatkan menggunakan air steril dengan suhu 37 °C. Pada
saat pencairan ini diusahakan ampul tidak terendam sampai ke tutupnya untuk
mengurangi kemungkinan kontaminasi. Kemudian suspensi sel dipindahkan ke dalam
flask kultur dan diisi media. Perkembangan sel diamati dengan menggunakan mikroskop
inverted sampai konfluensi 70-80%. Sel tersebut kemudian disubkultur. Media

dikeluarkan dari flask dan cuci sel dengan FBS. Sel ini kemudian ditripsinasi. Tripsinasi
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ini bertujuan untuk melepaskan sel dari dasar flask sehingga sel tersuspensi dalam flask
(Freshney, 2010). Tripsinasi ini dihentikan dengan penambahan penambahan media
kultur. Pemisahan sel dan medium dilakukan dengan sentrifugasi. Sel ini kemudian
dikultur dan diinkubasi pada inkubator CO2 sampai mencapai konfluensi 70-80%.
Inkubasi dilakukan dalam inkubator CO> bertujuan untuk menjaga kestabilan
kesetimbangan CO: yang terlarut dan ion bikarbonat pada dapar yang digunakan sehingga
pH kultur tetap stabil. Setelah mencapai konfluensi, sel dapat digunakan untuk pengujian.

Pengujian aktivitas sitotoksik yaitu penentuan nilai ICso senyawa 10A — 10F
terhadap sel MCF-7, HeLa, WiDr, dan Vero dengan metode MTT. Setiap sumuran pada
96-well plates diisikan dengan 100 pL sel, 3 sumuran tidak diisikan sel digunakan
sebagai kontrol media. Sel ini diinkubasi terlebih dahulu sampai mencapai konfluensi
50% (24 jam). Larutan induk yang dilarutkan dengan DMSO diencerkan dengan media
kultur sehingga diperoleh satu seri konsentrasi larutan uji (6,25, 12,5, 25, 50, 100 dan
200). Sebanyak 100 pL masing-masing larutan uji dalam media tersebut ditambahkan
kedalam plate secara triplo dan diinkubasi pada suhu 37°C dengan inkubator CO>. Sel
diamati setiap 24 jam dengan mikroskop inverted. Efek sitotoksisitas terjadi setelah
inkubasi selama 48 jam yang ditandai dengan adanya perubahan bentuk sel seperti
mengerutnya sel. Setelah itu dilakukan penambahan MTT dan inkubasi selama 4 jam.
Formazan yang terbentuk dilarutkan dengan etanol dan absorbansinya ditentukan
dengan ELISA reader pada pajang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi ini digunakan
untuk menghitung nilai persentase viabilitas sel hidup. Nilai ini berguna untuk
menentukan nilai 1Cso. Nilai 1Cso masing-masing senyawa terhadap masing-masing sel
ditentukan dengan menggunakan kurva hubungan log konsentrasi (log C) terhadap
persentase inhibisi. Hubungan ini diperoleh dengan menganalisis data konsentrasi dan
persentase inhibisi menggunakan software Graphpad Prism 8.0. Dengan menggunakan
software ini dapat diperoleh nilai ICso. Nilai ICsp menunjukkan konsentrasi yang dapat
menghambat 50% dari populasi sel. Hasil Nilai ICso dapat dilihat pada Tabel 4.29. dan
Gambar 4.20. Data perhitungan lengkap dapat dilihat pada Lampiran 10.
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Tabel 4.29 Nilai 1Cso senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, 10E, 10F, kurkumin, tamoksifen,
dan doxorubicin terhadap sel MCF-7, HeLa, WiDr, dan Vero.

Senyawa Nilai 1Cso (UM)

MCFE-7 HelLa WiDr Vero
10A 224,10 191,50 43,28 162,00
10B 45,97 70,80 27,20 143,30
10C 86,24 69,30 37,96 135,20
10D 50,56 46,36 30,77 56,68
10E 103,90 130,30 58,19 92,47
10F 80,26 105,70 109,00 84,12
Kurkumin 35,30 68,09 63,41 30,01
Tamoksifen 19,01 15,62 107,10 13,91

Doxorubicin 1,40 1,27 0,66 0,75

Pengujian aktivitas sitotoksik yang dilakukan dengan metode MTT

Pada pengujian aktivitas sitotoksik 4 sel line (MCF-7, HeLa, WiDr, Vero),
ditambahkan 3 sampel uji yaitu kurkumin sebagai senyawa lead compound, dan 2
senyawa kontrol positif yaitu tamoksifen dan doxorubicin. Senyawa tamoxifen diuji
sebagai kontrol positif karena tamoksifen merupakan obat yang umum digunakan pada
pengobatan kanker payudara dan pada pembentuukan senyawa desain awal menggunakan
1SJO sebagai reseptor estrogen alfa (ER-o) pada proses pembentukkan model dan
skrining senyawa. Reseptor estrogen alfa (ER-a) berperan dalam perkembangan payudara
dan aktivasi signal pro-proliferasi pada payudara normal dan payudara yang menderita
kanker (Caldon, 2014). Senyawa doxorubicin juga digunakan sebagai kontrol positif
karena doksorubisin paling bermanfaat untuk pengobatan kanker secara luas seperti
kanker payudara, kanker ovarium, kanker paru-paru, kanker neuroblastoma, leukemia.
(Thorn, 2011).

Pada pengujianaktivitas sitotoksik juga menggunakan kurkumin sebagai lead
compound, tamoksifen dan doxorubicin sebagai kontrol positif. Nilai 1Cso kurkumin juga
berbeda dengan penelitian terdahulu. Pada penelitian ini nilai 1Cso kurkumin diperoleh
35,03 uM. Sedangkan penelitian terdahulu nilai ICso kurkumin yaitu 70,2 uM, dan 51,05
MM terhadap sel MCF-7 (Li, et al., 2015; Kurnia, et al., 2019). Perbedaan ini
kemungkinan terjadi karena adanya perbedaan metode yang digunakan pada saat
pengujian MTT. Pengujian dengan laboran yang berbeda juga dapat memberikan hasil
yang berbeda. Selain itu faktor resistensi juga mempengaruhi sensitifitas obat terhadap

sel. Pengujian aktivitas sitotoksik juga dilakukan terhadap sel normal. Pada penelitian
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ini sel normal yang digunakan adalah sel Vero. Hasil pengujian ini digunakan untuk
melihat gambaran aktivitas sitotoksik pada sel normal yang selanjutnya digunakan untuk

menghitung indek selektivitas senyawa.

Grafik Nilai 1Cg;, (UM)
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Senyawa sampel

Gambar 4.20 Grafik Nilai ICso (UM) Senyawa 10A - OF, kurkumin, tamoksifen, dan
doxorubicin pada Sel MCF-7, HeLa, WiDr, dan Vero

Pada Tabel 4.26 dapat dilihat nilai ICsg senyawa uji terhadap sel kanker MCF- 7
berturut-turut yaitu 224,10; 45,97; 62,02; 39,08; 103,90 dan 80,26 puM untuk senyawa
10A, 10B, 10C, 10D, 10E, dan 10F. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa senyawa
hasil sintesis tersebut memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel WiDr. Senyawa 10D
memiliki nilai ICso paling rendah yaitu 39,08 uM. Lead compound kurkumin juga
memberikan aktivitas sitotoksik dengan nilai ICsp yaitu 35,03 uM. Namun nilai ICso
kurkumin tersebut masih lebih rendah dibandingkan dengan senyawa 10D hasil sintesis.
Hal tersebut dapat menjelaskan bahwa senyawa 10D hasil sintesis memiliki potensi
sitotoksik mendekati kurkumin. Disisi lain, kontrol positif tamoksifen, dan doxorubicin
memberikan nilai 1Cso yang sangat rendah, yaitu 19,01 dan 1,40 uM. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa senyawa kontrol positif memiliki aktivitas yang lebih baik terutama
pada senyawa doxorubicin dibandingan senyawa hasil sintesis, senyawa hasil sintesis
memiliki aktivitas sitotoksik kategori rendah sampai medium.

Nilai 1Cso senyawa uji terhadap sel kanker HelLa berturut-turut yaitu 191,50;
70,80; 69,30; 46,36; 130,30 dan 105,70 uM untuk senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, 10E,

dan 10F. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa senyawa hasil sintesis tersebut memiliki
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aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa. Senyawa 10D memiliki nilai 1Cso paling rendah
yaitu 46,36 uM. Lead compound kurkumin juga memberikan aktivitas sitotoksik dengan
nilai ICso yaitu 68,09 uM. Namun nilai ICso kurkumin tersebut masih lebih tinggi
dibandingkan dengan senyawa 10D. Hal tersebut dapat menjelaskan bahwa senyawa
10D memiliki potensi sitotoksik yang lebih baik dibandingkan dengan kurkumin. Di sisi
lain, kontrol positif tamoksifen, dan doxorubicin memberikan nilai 1Csp yang sangat
rendah, yaitu 15,62 dan 1,27 uM. Hasil tersebut menunjukkan bahwa senyawa kontrol
positif memiliki aktivitas yang lebih baik terutama pada senyawa doxorubicin
dibandingan senyawa hasil sintesis, senyawa hasil sintesis memiliki aktivitas sitotoksik
kategori rendah sampai medium.

Nilai 1Cso senyawa uji terhadap sel kanker WiDr berturut-turut yaitu 43,28;
26,61; 37,96; 30,77; 58,19 dan 109,00 uM untuk senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, 10E,
dan 10F. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa senyawa hasil sintesis tersebut memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap sel WiDr. Senyawa 10B memiliki nilai 1Cso paling rendah
yaitu 26,61 uM. Senyawa kurkumin dan kontrol positif tamoksifen memberikan aktivitas
sitotoksik dengan nilai 1Csp yaitu 63,41 uM, dan 107,0. Namun nilai 1Cso kurkumin dan
tamoksifen tersebut masih lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa 10A, 10B, 10C,
10D, dan 10E. Hal tersebut dapat menjelaskan bahwa senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, dan
10E memiliki potensi sitotoksik yang lebih baik dibandingkan dengan kurkumin dan
tamoksifen. Di sisi lain, kontrol positif doxorubicin memberikan nilai 1Cso yang sangat
rendah, yaitu 0,66 uM. Hasil tersebut menunjukkan bahwa senyawa kontrol positif
memiliki aktivitas yang lebih dibandingan senyawa hasil sintesis, senyawa hasil sintesis
memiliki aktivitas sitotoksik kategori rendah sampai medium. Kurva hubungan %
inhibisi dengan log konsentrasi serta perubahan dari morfologi sel kanker (MCF-7,
HeLa, WiDr) dan sel normal (Vero) dapat dilihat pada Lampiran 10.

Uji sitotoksisitas senyawa 10A-10F pada 3 sel line kanker (MCF-7, HeLa, WiDr)
menunjukkan aktivitas sitotoksik kategori rendah sampai medium, hal tersebut
disebabkan senyawa yang diuji bukan merupakan senyawa yang terpilih dari hasil
penapisan senyawa disain dengan pemodelan farmakofor berdasarkan ER-a, hal tersebut
dikarenakan ketidakstabilan senyawa disain pada saat disintesis. Namun senyawa hasil
sintesis tersebut memiliki kemiripan struktur dengan senyawa disain karena tetap ada

gugus indazol. Hasil aktivitas sitotoksik semua sampel mempunyai nilai pola (Gambar
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4.19) yang sama antara sel line kanker payudara (MCF-7) dan kanker serviks (HeLa), hal
tersebut kemungkinan disebabkan kedua kanker tersebut mempunyai ekspresi terhadap
ER-a (Hong et al., 2017; Caiazza et al., 2016; Gupta, et al., 2016). Senyawa doxorubicin
memiliki nilai IC sangat berbeda dengan senyawa hasil sintesis karena mekanisme
doxorubicin menghambat perkembangan enzim topoisomerase Il. Oleh karena itu nilai
ICs0 senyawa tersebut mempunyai nilai yang sangat jauh berbeda.

Senyawa hasil sintesis yang memiliki aktivitas sitotoksik dengan potensi
sitotoksik yang baik mengandung gugus metoksi yaitu senyawa 10B, 10C, dan 10D
dengan gugus metoksi berjumlah 3 sampai 4 gugus. Hasil ini sejalan dengan temuan yang
dilaporkan penelitian sebelumnya bahwa jumlah dan posisi gugus metoksi mempengaruhi
aktivitas sitotoksik (Prasetyaningrum, et.al., 2020; Novilla, et.al., 2019). Penelitian
Pawlak (2020) menyatkan bahwa penambahan 2 gugus metoksi pada senyawa yang

dikembangkannya meningkatkan aktivitas pro apoptosis (Pawlak, et.al., 2020).

4.10 Perbandingan nilai 1Cso dengan nilai AG (energi ikatan)

Nilai ICsp masing-masing senyawa terhadap masing-masing sel ditentukan dengan
menggunakan kurva hubungan log konsentrasi (log C) terhadap persentase inhibisi.
Hubungan ini diperoleh dengan menganalisis data in vitro pada konsentrasi dan
persentase inhibisi menggunakan software Graphpad Prism 8.0. Dengan menggunakan
software ini dapat diperoleh nilai ICso. Nilai ICso menunjukkan konsentrasi yang dapat
menghambat 50% dari populasi sel. Semakin rendah nilai 1Cso maka semakin berpotensi
senyawa tersebut dalam penghambatan pertumbuhan sel khususnya sel kanker.

Simulasi penambatan molekular pada dasarnya bertujuan untuk memprediksi
modus/cara pengikatan suatu molekul terhadap molekul lain melalui algoritma pencarian
konformasi dan untuk memprediksi kekuatan interaksi/afinitas ikatan dua molekul yang
dinilai melalui fungsi skoring). Algoritma penambatan molekul melakukan beberapa
konformasi ligan biasanya di dalam sisi aktif protein. Konformasi ligan yang dihasilkan
suatu program penambatan molekul akan menghasilkan nilai afinitas ikatan yang
berbeda-beda, sehingga perlu mengurutkan (ranking) setiap konformasi berdasarkan
kekuatan interaksinya menggunakan fungsi skoring. Fungsi skoring digunakan untuk
menghitung energi bebas ikatan ligan pada reseptor. Semakin rendah energi ikatan, maka
semakin stabil kompleks protein-ligan, yang berarti konformasi tersebut memiliki waktu

kontak ligan dengan reseptor lebih lama (Arba, 2019).
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Tabel 4.30 Perbandingan nilai ICso (102 uM) dan AG PDB 1SJ0 (kkal/mol) senyawa
10A - 10F, kurkumin, tamoksifen, dan doxorubicin terhadap sel MCF-7,
HelLa, dan WiDr

I1Cs0 (10% uM) AG (kkal/mol)
Senyawa
Sel MCF-7  SelHeLa  Sel WiDr PDB 1SJ0

10A 2,241 1,915 0,433 -8,920
10B 0,460 0,708 0,272 -8,490
10C 0,862 0,693 0,380 -8,740
10D 0,506 0,464 0,308 -8,610
10E 1,039 1,303 0,582 -8,770
10F 0,803 1,057 1,090 -9,600
Kurkumin 0,353 0,681 0,634 -8,160
Tamoksifen 0,190 0,156 1,071 -8,330
Doxorubicin 0,014 0,013 0,007 -10,640

Kedua parameter di atas mempunyai nilai yang sejalan untuk menunjukkan
kemampuan suatu senyawa mempunyai aktivitas pada penghambatan pertumbuhan sel
atau terjadinya interaksi yang stabil antara senyawa dengan reseptor berkaitan dengan
suatu efek farmakologi (Tabel 30). Pola nilai ICso dengan nilai AG sel kanker MCF-7,
HeLa dengan energi afinitas ikatan (Gambar 4.21) hampir sama, hal tersebut mungkin
disebabkan kedua kanker tersebut memiliki ekspresi baik terhadap ER-o sedangkan kalau
kanker kolorektal WiDr memiliki ekspresi terbatas ER-a (Hong et al., 2017; Caiazza et
al., 2016; Gupta, et al., 2016).

Pada Gambar 4.21 memperlihatkan bahwa pola grafik antara nilai 1Cso (10? pM)
dan AG PDB 1SJ0 (kkal/mol) menghasilkan grafik yang grafik yang sepola kecuali untuk
senyawa 10F pada semua sel. Berdasarkan hasil tersebut menunjukkan bahwa hasil
simulasi penambatan molekuler pada reseptor dapat menggambarkan pola aktivitas
penghambatan pertumbuhan sel secara in vitro. Adanya perbedaan pola pada senyawa

10F mungin disebabkan kemurnian senyawa 10F yang perlu ditingkatkan.
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Gambar 4.21 Grafik perbandingan nilai 1Csop dan AG PDB 1SJO senyawa 10A-10F,
kurkumin, tamoksifen, dan doxorubicin pada Sel MCF-7, HeLa, dan WiDr

4.11 Nilai Indeks Selektivitas

Penentuan nilai indeks selektivitas (IS) diperolen melalui nilai 1Cso masing-
masing senyawa terhadap sel normal dibandingkan dengan nilai 1Cso terhadap sel kanker.
Nilai IS menggambarkan selektivitas senyawa terhadap sel kanker. Nilai IS kecil dari 2
menunjukkan senyawa tersebut toksik secara umum. Semakin tinggi nilai IS maka
semakin selektif senyawa tersebut (Badisa, et al., 2009). Hasil Nilai IS dapat dilihat pada
Tabel 4.31 dan Gambar 4.22.

Pada sel kanker MCF-7 didapatkan nilai indeks selektivitas (IS) senyawa
10A -10 F berkisar 0,72 — 3,12 . Senyawa 10B menunujukkan hasil selektivitas
terhadap sel normal Vero dengan nilai IS > 2.00 yaitu 3,12. Semakin tinggi nilai IS
maka senyawa tersebut lebih aktif terhadap sel kanker dibandingkan dengan sel normal
Vero.
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Tabel 4.31 Nilai IS senyawa 10A -10F, tamoksifen, dan doxorubicin terhadap sel Vero.

Indeks Selektivitas

Senyawa )

MCF-7 HelLa WiDr

10A 0,72 0,85 3,74
10B 3,12 2,02 5,27
10C 1,57 1,95 4,39
10D 1,12 1,22 0,97
10E 0,89 0,71 0,85
10F 1,05 0,80 1,33
Kurkumin 0,85 0,44 0,28
Tamoksifen 0,73 0,89 0,13
Doxorubicin 0,54 0,59 1,14

Pada sel kanker HelLa didapatkan nilai indeks selektivitas (I1S) senyawa 10A
-10 F berkisar 0,71 — 2,02 Hasil indeks selektivitas (IS) senyawa uji pada selektivitas
terhadap sel normal Vero menunjukkan bahwa senyawa 10B menunjukkan hasil nilai
IS > 2.00 yaitu 2,02, sedangkan baik senyawa kurkumin, tamoksifen, dan doxorubicin
mempunyai nilai IS < 2,00 secara berurutan yaitu: 0,44; 0,89; dan 0,59. Semakin tinggi
nilai IS maka senyawa tersebut lebih aktif terhadap sel kanker HelLa dibandingkan
dengan sel normal Vero.
Pada sel kanker WiDr didapatkan nilai indeks selektivitas (IS) senyawa 10A -
10 F berkisar 0,85 — 5,27. Hasil indeks selektivitas (IS) terhadap sel normal Vero
menunjukkan bahwa senyawa 10A, 10B dan 10C menunjukkan hasil nilai IS > 2.00
yaitu 3,74; 5,27; dan 4,39, sedangkan pada senyawa kurkumin, tamoksifen, dan
doxorubicin mempunyai nilai IS < 2,00 secara berturut-turut yaitu: 0,28; 0,13; dan
1,14.. Oleh karena itu menunjukkan bahwa dengan lebih tingginya nilai IS senyawa
10A, 10B, dan 10C dibandingkan senyawa kurkumin, tamoksifen, dan doxorubicin maka
senyawa 10A, 10B, dan 10C lebih selektif terhadap sel kanker WiDr dibandingkan

dengan sel normal Vero.
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Perbandingan Nilai Indeks Selektivitas (1S)
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Gambar 4.22 Grafik Nilai IS Senyawa 10A, 10B, 10C, 10D, 10E, 10F, kurkumin,
tamoksifen, dan doxorubicin pada Sel MCF-7, HeLa, dan WiDr terhadap
sel Vero
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Metode in silico dengan model farmakofor berbasis ligan dan dilanjutkan metode
penambatan molekular terhadap reseptor estrogen a dapat digunakan untuk menskrining
senyawa 186 rancangan senyawa AKMA dan AKI. Hasil pemodelan farmakofor dipilih
model 2 untuk menskrining dari 186 senyawa menjadi 14 senyawa. Empat belas senyawa
terpilih dilanjutkan dengan penambatan molekular didapatkan nilai energi bebas AG pada
10 senyawa terbaik yaitu senyawa: 6A6, 6B1, 6B2, 6B3, 6B4 6B7, 6B8, 6B9, 6B10, dan
6B11.

Pada tahap sintesis senyawa AKI, senyawa terbentuk stabil melalui
pembentukkan senyawa heksahidro-2H-indazol. Senyawa AKI telah dapat disintesis
sebanyak 6 senyawa yaitu 10A, 10B, 10C, 10D, 10E, dan 10F dengan rendemen 61,0 %,
35,20 %, 74,34, 56,13 %, 23,69 %, dan 42,20 % .

Hasil pengujian aktivitas sitotoksik 6 senyawa AKI menunjukkan bahwa beberapa
senyawa AKI berpotensi terhadap 3 sel kanker yaitu: MCF-7, HeLa, dan WiDr. Pada sel
kanker MCF-7 yaitu senyawa 10B; pada sel kanker HelLa yaitu senyawa 10D; pada sel
kanker WiDr yaitu senyawa 10B. Senyawa hasil sintesis yang menunjukkan aktivitas
lebih baik dari senyawa kurkumin sebagai lead compound adalah senyawa 10D terhadap
sel kanker HelLa, dan senyawa 10B pada sel kanker WiDr.

Nilai selektivitas terhadap sel normal Vero, beberapa senyawa hasil sintesis
menunjukkan lebih selektif dibandingkan senyawa kurkumin, dan kontrol positif
(tamoksifen, dan doxorubicin) dengan nilai IS >2,00 yaitu senyawa 10B pada sel kanker
MCF-7, dan senyawa 10B pada sel kanker HelLa; senyawa 10A, 10B, dan 10C lebih
selektif terhadap sel kanker WiDr.

5.2 Saran

Senyawa hasil sintesis memiliki aktivitas sitotoksik kategori rendah sampai medium,

sehingga perlunya pengembangan lebih lanjut senyawa ini untuk menemukan senyawa

yang lebih aktif.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Lengkap

159

Perancangan 186 Senyawa Analog Kurkumin Baru

v

Panapisan 186 senyawa melalui LBDD dengan
Pemodelan farmokofor dan SBDD melalui
penambatan molekular terhadap ER- a menggunakan

program Liganscout

!

Senyawa terpilih hasil penapisan dilakukan analisis
prediksi ADMET, kelarutan, profil farmakokinetik,
nilai Synthetic Acessibilty (SA)

v

Pemilihan senyawa berdasarkan nilai terbaik
farmakofor fit, docking score, parameter lipinski dan

nilai SA

v

Sintesis senyawa terpilih secara kimia Organik

/

Jalur 1: Acuan Sintesis
Tahap 1: Furniss, 1989
Tahap 2: Furniss, 1989
Tahap 3: Bayomi, 2013

L

Jalur 2: Acuan Sintesis
Tahap 1: Garepalli, 2014
Tahap 2: Minu, 20099
Tahap 3: Hayun, 2012

T

T~

Jalur 3: Acuan Sintesis
Tahap 1: Sardjiman, 1997
Tahap 2: Hayun, 2012

- —

Produk yang terbentuk stabil dan rendemen baik
dielusidasi struktur dengan: FTIR, Titik Leleh, *H-NMR,

13C-NMR dan HR-MS

I

Konfirmasi Aktivitas antikanker terhadap sel kanker
MCF-7 dengan resptor 1SJO secara in silico prediksi
ADMET, kelarutan, profil farmakokinetik

v

Uji Aktivitas Sitotoksisitas dengan Metode MTT pada
sel kanker MCF-7, Hea, WiDr, dan sel normal VVero

v

Indeks Selektivitas (IS)
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Lampiran 3. Desain senyawa AKMA dan AKI

Gambar L-1. Skema Rancangan sintesis AKI

Kode senyawa basa mannich

Kode basa mannich Senyawa basa mannich Struktur
A Dimetil Amin -N(CHs),
B Dietil Amin -N(CzHs),
C Morfolin VAN
__/
D Pirolidin _NG
E N-metil piperazin /N
\_/

Tabel L-3. Desain 186 struktur senyawa AKMA dan AKI

R 0
R, \
R3
Senyawa 3
No Kode Senyawa R1 R2 R3
1 3A -H -H -H
2 3B -H -H -CHs
3 3C -H -H -Cl
4 3D -H -H -F
5 3E -H -H -OCH3
6 3F -OCH3 -H -OCHjs
Ry o)
" X ‘ = R
Rj Rs
Senyawa 5 Re
R,=-OCHj;, Rs = -OH
No Kode Senyawa R1 R2 R3 Rs
7 5A -H -H -H -H
8 5B -H -H -CHs -H
9 5C -H -H -Cl -H
10 5D -H -H -F -H
11 5E -H -H -OCH3 -H
12 5F -OCHjs -H -OCHjs -H
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X

Ry 7—N/
R R
2 \ ‘ 4
R Rs
Senyawa 6A
R, =-OCH;, Rs=-OH Re
No Seﬁ;g\i’a R1 R2 Rs Rs X
13 6A1l -H -H -H -H -H
14 6A 2 -H -H -CHs -H -H
15 6A 3 -H -H -Cl -H -H
16 6A 4 -H -H -F -H -H
17 6A 5 -H -H -OCHs3 -H -H
18 6A 6 -OCHs -H -OCHs3 -H -H
19 6A 7 -H -H -H -H -fenil
20 6A 8 -H -H -CH3 -H -fenil
21 6A 9 -H -H -Cl -H -fenil
22 6A 10 -H -H -F -H -fenil
23 6A 11 -H -H -OCH3 -H -fenil
24 6A 12 -OCHjs -H -OCH; -H -fenil
X
R4 \N———N
R, \I = Ry
R3 Rs
Senyawa 6B
R, =-OCH;, Rs = -OH Re
No Se‘ﬁ;’/g\‘i’a R R; Rs Rs X
25 6B1 -H -H -H -H -H
26 6B 2 -H -H -CH3 -H -H
27 6B 3 -H -H -Cl -H -H
28 6B 4 -H -H -F -H -H
29 6B 5 -H -H -OCHs -H -H
30 6B 6 -OCHs3 -H -OCHs -H -H
31 6B 7 -H -H -H -H -fenil
32 6B 8 -H -H -CHs -H -fenil
33 6B 9 -H -H -Cl -H -fenil
34 6B 10 -H -H -F -H -fenil
35 6B 11 -H -H -OCH3 -H -fenil
36 6B 12 -OCHg3; -H -OCH3 -H -fenil
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R4 7—N/
R R
2 AN ‘ 4
R3 Rs
Senyawa 7A Rs
R, =-OCHs, Rs = -OH
No Seﬁgg\?va R1 R2 Rs Rs X
37 TA1A -H -H -H -CH2-(A) -H
38 7A1B -H -H -H -CH>-(B) -H
39 7A1C -H -H -H -CH>-(C) -H
40 7A1D -H -H -H -CH2-(D) -H
41 TAlE -H -H -H -CHz-(E) -H
42 TA2A -H -H -CHs -CH2-(A) -H
43 7A2B -H -H -CHs -CH2-(B) -H
44 TA2C -H -H -CHs -CH2-(C) -H
45 7A2D -H -H -CHs -CH2-(D) -H
46 TA2E -H -H -CH3 -CHz-(E) -H
47 TA3A -H -H -Cl -CH2-(A) -H
48 7A3B -H -H -Cl -CH>-(B) -H
49 7A3C -H -H -Cl -CH>-(C) -H
50 7A3D -H -H -Cl -CH2-(D) -H
51 TA3E -H -H -Cl -CHz-(E) -H
52 TA4A -H -H -F -CH2-(A) -H
53 7A4B -H -H -F -CH2-(B) -H
54 7A4C -H -H -F -CH2-(C) -H
55 7A4D -H -H -F -CH2-(D) -H
56 TA4E -H -H -F -CHz-(E) -H
57 TA5A -H -H -OCHs -CH2-(A) -H
58 7A5B -H -H -OCHs -CH>-(B) -H
59 7A5C -H -H -OCHs -CH>-(C) -H
60 7A5D -H -H -OCHs -CH2-(D) -H
61 7TA5E -H -H -OCHs -CHz-(E) -H
62 TABA -OCH3 -H -OCHs -CH2-(A) -H
63 7A6B -OCHg3 -H -OCHs -CH2-(B) -H
64 7TA6C -OCH3 -H -OCHg3; -CH2-(C) -H
65 7A6D -OCHg3 -H -OCHs -CH2-(D) -H
66 TA6E -OCHg3 -H -OCHs -CHz-(E) -H
67 TATA -H -H -H -CH2-(A) -fenil
68 7A7B -H -H -H -CH2-(B) -fenil
69 TATC -H -H -H -CH»-(C) -fenil
70 TATD -H -H -H -CH2-(D) -fenil
71 TATE -H -H -H -CHz-(E) -fenil
72 TA8A -H -H -CH3 -CH2>-(A) -fenil
73 7A8B -H -H -CH3 -CH>-(B) -fenil
74 7A8C -H -H -CHs -CH2-(C) -fenil
75 7A8D -H -H -CHs -CH2-(D) -fenil
76 7A8E -H -H -CHjs -CH,-(E) -fenil
77 TA9A -H -H -Cl -CHz-(A) -fenil
78 7A9B -H -H -Cl -CH,-(B) -fenil
79 7A9C -H -H -Cl -CH,-(C) -fenil
80 7A9D -H -H -Cl -CH>-(D) -fenil
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Kode Senyawa 7A. Lanjutan

No Seﬁgg\?va R1 R2 Rs Rs X
81 7TA9E -H -H -Cl -CH,-(E) -fenil
82 7A10A -H -H -F -CHz-(A) -fenil
83 7A10B -H -H -F -CH,-(B) -fenil
84 7A10C -H -H -F -CH2-(C) -fenil
85 7A10D -H -H -F -CH2-(D) -fenil
86 7A10E -H -H -F -CHz-(E) -fenil
87 TA11A -H -H -OCH; -CHz-(A) -fenil
88 7A11B -H -H -OCHgs; -CH2-(B) -fenil
89 7A11C H H -OCH3 -CH2~(C) fenil
90 7A11D -H -H -OCH; -CH2-(D) -fenil
91 7A11E -H -H -OCH; -CHz-(E) -fenil
92 TA12A -OCH3 -H -OCH; -CH2-(A) -fenil
93 7A12B -OCH3 -H -OCH; -CH>-(B) -fenil
94 7A12C -OCH3 -H -OCH; -CH>-(C) -fenil
95 7A12D -OCH3 -H -OCH; -CH2-(D) -fenil
96 7TA12E -OCH3 -H -OCHj3 -CHz-(E) -fenil
Senyawa 7B
R, =-OCH,, Rs=-OH Re
No Kode R R R R X
Senyawa ! § § §
97 7B1A -H -H -H -CH2-(A) -H
98 7B1B -H -H -H -CH>-(B) -H
99 7B1C -H -H -H -CH>-(C) -H
100 7B1D -H -H -H -CH>-(D) -H
101 7B1E -H -H -H -CHz-(E) -H
102 7B2A -H -H -CH3 -CH2-(A) -H
103 7B2B -H -H -CHs -CH,-(B) -H
104 7B2C -H -H -CHs -CH2~(C) -H
105 7B2D -H -H -CHs -CH,-(D) -H
106 7B2E -H -H -CHs -CH,~(E) -H
107 7B3A -H H cl -CH,-(A) -H
108 7B3B -H -H -Cl -CH>-(B) -H
109 7B3C -H -H -Cl -CH>-(C) -H
110 7B3D -H -H -Cl -CH>-(D) -H
111 7B3E -H -H -Cl -CHz-(E) -H
112 7B4A -H -H -F -CH2-(A) -H
113 7B4B -H -H -F -CH>-(B) -H
114 7B4AC -H -H -F -CH,-(C) -H
115 7B4D -H -H -F -CH,-(D) -H
116 7B4E -H -H -F -CH,-(E) -H
117 7B5A -H -H -OCH;s -CH.-(A) -H
118 7B5B -H -H -OCH;s -CH,-(B) -H
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Kode Senyawa 7B. Lanjutan

No Seﬁgg\?va R1 R2 Rs Re X

119 7B5C -H -H -OCHjs -CH2-(C) -H

120 7B5D -H -H -OCHjs -CH2-(D) -H

121 7B5E -H -H -OCHjs -CHz-(E) -H

122 7B6A -OCH3 -H -OCHg3; -CH2-(A) -H

123 7B6B -OCH3 -H -OCHgs; -CH2-(B) -H

124 7B6C -OCH3 -H -OCHgs; -CH2-(C) -H

125 7B6D -OCH; -H -OCHg3 -CH2-(D) -H

126 7B6E -OCH; -H -OCHgs; -CHz-(E) -H

127 7B7A -H -H -H -CH2-(A) -fenil
128 7B7B -H -H -H -CH2-(B) -fenil
129 7B7C -H -H -H -CH2-(C) -fenil
130 7B7D -H -H -H -CH-(D) -fenil
131 7B7E -H -H -H -CHs-(E) -fenil
132 7B8A -H -H -CHs -CH3-(A) -fenil
133 7B8B -H -H -CHs -CH-(B) -fenil
134 7B8C -H -H -CHs -CH,-(C) -fenil
135 7B8D -H -H -CHs -CH-(D) -fenil
136 7B8E -H -H -CHjs -CHz-(E) -fenil
137 7B9A -H -H -Cl -CH2-(A) -fenil
138 7B9B -H -H -Cl -CH2-(B) -fenil
139 7B9C -H -H -Cl -CH2-(C) -fenil
140 7B9D -H -H -Cl -CH2-(D) -fenil
141 7B9E -H -H -Cl -CHz-(E) -fenil
142 7B10A -H -H -F -CH-(A) -fenil
143 7B10B -H -H -F -CH-(B) -fenil
144 7B10C -H -H -F -CH,-(C) -fenil
145 7B10D -H -H -F -CH-(D) -fenil
146 7B10E -H -H -F -CHs-(E) -fenil
147 7B11A -H -H -OCHjs -CH2-(A) -fenil
148 7B11B -H -H -OCHjs -CH2-(B) -fenil
149 7B11C -H -H -OCHjs -CH2-(C) -fenil
150 7B11D -H -H -OCHjs -CH2-(D) -fenil
151 7B11E -H -H -OCHjs -CHz-(E) -fenil
152 7B12A -OCHs -H -OCHjs -CH2-(A) -fenil
153 7B12B -OCHg3 -H -OCHg3; -CH>-(B) -fenil
154 7B12C -OCHg3 -H -OCHgs; -CH>-(C) -fenil
155 7B12D -OCHg3 -H -OCHg3; -CH>-(D) -fenil
156 7B12E -OCH3; -H -OCH3; -CH»-(E) -fenil
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Rq o]

R R

2 \ ‘ / 4

Rz Rs

Senyawa 8
R, =-OCH;, Rs=-OH Re

No Kode Senyawa R1 R2 R3 Rs
157 8A -H -H -H -CH2-(A)
158 8B -H -H -H -CH»-(B)
159 8C -H -H -H -CH»-(C)
160 8D -H -H -H -CH,-(D)
161 8E -H -H -H -CH,-(E)
162 8F -H -H -CHs -CH2-(A)
163 8G -H -H -CHs -CH2-(B)
164 8H -H -H -CH3 -CH2-(C)
165 8l -H -H -CHs -CH2-(D)
166 8J -H -H -CHs -CH2-(E)
167 8K -H -H -Cl -CHz-(A)
168 8L -H -H -Cl -CH»-(B)
169 8M -H -H -Cl -CH»-(C)
170 8N -H -H -Cl -CH,-(D)
171 80 -H -H -Cl -CHa-(E)
172 8P -H -H -F -CHz-(A)
173 8Q -H -H -F -CH2-(B)
174 8R -H -H -F -CH»-(C)
175 8S -H -H -F -CH,-(D)
176 8T -H -H -F -CH,-(E)
177 8U -H -H -OCH3 -CH2-(A)
178 8V -H -H -OCH3 -CH»-(B)
179 8w -H -H -OCH3 -CH»-(C)
180 8X -H -H -OCH3 -CH,-(D)
181 8Y -H -H -OCH3 -CHa-(E)
182 8Z -OCH3 -H -OCH3 -CHz-(A)
183 8AA -OCH3 -H -OCH3 -CH»-(B)
184 8AB -OCHs -H -OCH3s -CH2-(C)
185 8AC -OCHs -H -OCHs -CH2-(D)
186 8AD -OCH3 -H -OCH3 -CHz-(E)
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Lampiran 4. Data set penghambat ER- o

Table L4.a. Empat senyawa ligan nativ ER- a

No Nama Ligan Nativ PDB ID RumusMolekul Berat Molekul

1 E4D600 1SJ0 C27 H2o N1 O4 St 463.60
Qe

2  OHT201 ) 20Uz Ca26 Hzo N1 Oz 388.53

D
NN

3 C3D999 2P7Z Ca2s H31 N1 Oz 413.56

30S8 C21 His N2 Oz F3 384.36

Universitas Indonesia



168

Table L4.b. Data 30 Senyawa penghambat ER- o

No  Senyawa penghambat Pubchem Rumus Berat  plCso
ER-a CiD Molekul Molekul
1 4-OH-Tamoksifene 449459 C26H20NO2 387.5 9,30
2 Arzoxifene 179337 C2sH20NO4S 475.6 7,67
3 AZD9496 86287635 CasHasF3N2O2 4425 9,86
4 Bazedoxifene 154257 C30H3aN>03 470.6 9,22
5 BHPI 3860640 C21H17NO3 331.4 7,97
6 Brilanestrant/GDC-0810 56941241  CysH20CIFN, 446.9 8,21
02
7 Coumestrol 5281707 C15HgOs 268.22 7,96
8 Dienestrol 667476 C1sH150:, 266.3 7,82
9 Elacestrant 23642301 CszoH3sN202  458.6 7,32
10  Enclomiphene 1548953  Caz6H2sCINO 406 7,11
11  Endoxifen 10090750 CazsH27NO2 3735 7,82
12 Ferutinin 354654 C22H3004 358.5 7,48
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H29NO2
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H38N2O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1548953
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H28ClNO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10090750
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10090750
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H27NO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/354654
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H30O4

Table L4.b Lanjutan

No  Senyawa penghambat Struktur Pubchem Rumus Berat  plCso
ER-a CID Molekul Molekul
13 Fulvestran = Faslodex 4 104741 C32H47Fs03S  606.8 9,09
ENF(K‘
14 GW 5638 5288494  CasHzO2 3544 849
15 GW 7604 9799518 Co5H2203 3704 6,89
16  ICI-164384 ‘ 104772 CasHssNOs 5258 8,52
CCLG !

o w/W[r S~

17 Idoxifene ° 3034011  CxHxINO 5234 647
|

v O O Q/\/“!3
18  Lasofoxifene fO 3081919  CaHaz7NOs 563.6 8,82
19  Levormeloxifene w fQ 35805 CaoH3sNOs  457.6 8,14
20  Nafoxidine . 0 o 4416 CxH31NO,  425.6 5,13

O

21  Ospemiphene 3036505  C24H23CIO2, 3789 6,10

o

A

S
O

U ° 5035 CasHoNOsS 4736 8,40
C

22  Raloxifene |
N\/\

()
23 Raloxifene d4 : <) 25217190  CosH27NO4S 477.6 9,43
2

O

on
s
on
o

N

O

Table L4.b. Lanjutan
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/104741
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H47F5O3S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5288494
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H22O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9799518
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H22O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/104772
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H55NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3034011
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H30INO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3081919
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H37NO8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/35805
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H35NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4416
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H31NO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3036505
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H23ClO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5035
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H27NO4S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25217190
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H27NO4S
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No  Senyawa penghambat Struktur Pubchem Rumus Berat  plCso
ER-a CID Molekul Molekul
24 (R,R)-THC 446849 C22H2402 320.4 4,98
25 RU58668 6918261  CssHa3Fs0s5S  658.8 4,40
08
26 Tamoksifene 2733526  CzsH20NO 3715 6,76
27  Toremifene O 3005573 Co6H2sCINO 406 6,00
/"‘\/\o O
28 TPBM Q 262425 CisH1sN4O2  316.4 5,30
R S
%I(T\
29  WAY 200070 T o 13541837 Ci3HsBrNOs 306.11 7,20
Po oY SHEN
30 ZK 164015 C3oHa3sNO4S  513.7 4,60

\

9806489
/\/\;5\\0 ' Q on
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/446849
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H24O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6918261
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C34H43F5O5S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2733526
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H29NO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3005573
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H28ClNO
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/262425
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H16N4O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H16N4O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/135418373
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/135418373
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H8BrNO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9806489
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H43NO4S

Lampiran 5 Kurva ROC 10 Model
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Model

Kurva ROC Model

Kurva ROC

Sensitivity (% retrieved actives)

Sensitivity (% retrieved actives)

Sensitivity (% retrieved actives) Sensitivity (% retrieved actives)

Sensitivity (% retrieved actives)
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60.0%

a0
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200%

3327 hitsr 6
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1 - Specificity (% retrieved decoys)

200%  400%  600%

1 - Specificity (% retrieved decoys)
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1 - Specificity (% retrieved decoys)

200%  400%  600%  BOO%  100.0%

1 - Specificity (% retrieved decoys)

10

A00%  600%  B00%  1000%

1 - Specificity (% retrieved decoys)

Sensitivity (% retrieved actives)

ity (% retrieved actives)

2 ] g
7 ? 2

Sensitivity (% retrieved actives) Sensitivity (3 retrieved actives)

Sensitivity (% retrieved actives)

200%  400%  6OO%  80.0%  1000%

1 - Specificity (% retrieved decoys)

200%  400%  60.0%  BDO%  100.0%

1 - Specificity (% retrieved decoys)

200%  400%  G00%  800%  1000%

1 - Specificity (% retrieved decoys)
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§

g

g
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Lampiran 7. Hasil sintesis berupa gambar produk dan KLT

Tabel L7.a. Hasil Sintesis tahap 1 jalur 1 berupa foto produk dan perbandingan KLT
hasil sintesis dan pembanding
Senyawa Foto produk Hasil KLT

3A

Universitas Indonesia
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Tabel L7.b.. Hasil Sintesis tahap 2 jalur 1 berupa foto produk dan perbandingan KL T
hasil sintesis dan pembanding

Senyawa Foto produk Hasil KLT

Universitas Indonesia
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Tabel L7.c. Hasil Sintesis tahap 3 jalur 1 berupa foto produk dan perbandingan KLT

hasil sintesis dan pembanding

Senyawa

Foto produk

6A1/6B1

6A2/6B2

6A3/6B3

6A4/6B4

6A5/6B5

N

Hasil KLT  Senyawa

Foto produk Hasil KLT

6.A7/6B7

6A8/6B8

6A9/6B9

6A10/6B10

6A11/6B11
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Tabel L7.d.. Hasil Sintesis tahap 1 jalur 2 berupa foto produk dan perbandingan KLT
hasil sintesis dengan senyawa pemula menggunakan eluen (heksan : etil asetat =2 : 1)

Senyawa Foto produk Hasil KLT Senyawa Foto produk Hasil KLT

| | I—I
| I
3C .
3D
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Tabel L7.e. Hasil Sintesis tahap 2 jalur 2 berupa foto produk dan perbandingan KLT
hasil sintesis dengan senyawa pemula menggunakan eluen (heksan : etil asetat = 2 : 1)

Senyawa  Foto produk Hasil KLT  Senyawa Foto produk Hasil KLT

| | “
9B .
| l
9D
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Gambar L7.f. Hasil Sintesis tahap 3 jalur 2 berupa foto produk dan perbandingan KLT
hasil sintesis dengan senyawa pemula menggunakan eluen (heksan : etil asetat = 1 : 1)

Senyawa Foto produk Hasil KLT
10A
0

| .
| I
D I

1

10

10
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Tabel L7.g. Hasil Sintesis tahap 1 jalur 3 berupa foto produk dan perbandingan KLT
hasil sintesis dengan senyawa pemula menggunakan eluen (heksan : etil asetat =2 : 1)

Senyawa Foto produk Hasil KLT
5F
(Siklovalon)
5G -
(D4AOHBS)

Tabel L7.h. Hasil Sintesis tahap 1 jalur 3 berupa foto produk dan perbandingan KL T
hasil sintesis dengan senyawa pemula menggunakan eluen (heksan : etil asetat =2 : 1)

Senyawa Foto produk Hasil KLT

1OE I I
10F I I
Universitas Indonesia
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Lampiran 8. spektrum FTIR, HNMR, CNMR, MS senyawa 3E, 3F, 4E, 4F, 5G,
10A10A, 10B10B, 10C10C, 10D10D, 10E10E, 10F10F

1. Data Spektrum FTIR dan HNMR Senyawa 3E

H,CO

(E)-2-(4-methoxybenzylidene)cyclohexan-1-one

E sHIMADZU
60
%T |
45—
30—
15—
-0—
e T T T L o E———
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
| 1/cm
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10

60

50

0

=] cpcC13
' H2O
I|I' e
g # 1 ALl
o ﬁ‘” :f lrIJ
L AN
2. Data Spektrum FTIR dan HNMR Senyawa 3F
H.CO N
H.CO
(E)-2-(3,4-dimethoxybenzylidene)cyclohexan-1-one
[ sHIMADZU
150
%T |
125—
100 —
75— ‘
50—
25—
— T T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
DMS 1/cm
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14

CDCI3

08 09 10 11 12

07

06

03

sbundance

T T T
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

3. Data Spektrum FTIR Senyawa 4E

HN—N

H,CO
3-(4-methoxyphenyl)-3,3a,4,5,6,7-hexahydro-2 H-indazole

B sHIMADZU

80

%T |

1604,83—

1 117862—

D —1247.99—

_‘.
o
o 4
-

|
A _11510,31—

T T ————— T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 0 1000 750 500
Molin 1/cm
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4. Data Spektrum FTIR Senyawa 4F

3-(3.4-dimethoxyphenyl)-3,3a,4,5,6,7-hexahydro-2 H-indazole

H,CO

H,CO

HN—N

ElsHimMaDzZuU
&
8| i
35‘00 30’00 25‘00 2000 '1 7‘50 1 ;00 12‘50 » 1 050 7%0 5(‘)0
DMin 1/cm
5. Data Spektrum Senyawa 5G
o
\ /
HO OH
2,6-bis(4-hidroksibenziliden)sikloheksanon
Data Spektrum FTIR Senyawa 5G
E sHIMADZU
e S SO o GO N S S SRR SRS SR S
%T |
60;
B il
- /‘IM-
- p ’|‘.uj
45— ‘.: f “I‘ Jll‘ |‘
4 : I
, ‘ \‘ \ "”‘I‘ l“"lu
. i ol
30— ¢ 5
1\ i
- vl‘rw“/ b
. & ! i
15 3 i i
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
D40HBC 1/em
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6. Data Spektrum Senyawa 10A

185

N—N

/
J T

OCH,

(7E)-3-(4-metoksifenil)-7-[(4-metoksifenil)metiliden]-4,5,6,7-tetrahidro-3aH-indazol

a. Spektrum FTIR {Overlay 3E (merah), 4E (hitam), 10A (Biru)}
E sHIMADZU
i [
75— |
- H‘f
3 1ol Al
— M"‘u Ut
sok ALY \ A LM
il W | rv"/ L/'/\/V\’\".'\ ~ //' N .\.“ “jv‘ {1 \i
_ | J Vi Vv M) V
1 '\‘ P'M Yo N PAV AT \i
] AW Al NI\ V |
\, W | A i‘ v
45— A ) - \ H" \‘,‘
\ Iafdin / '\ )N V[ |
] \" A [AF WA .|
| é‘j) / \J \‘ \‘ “J “\"\ ‘\ ‘; \" ' "\
. gaji, P \V dH V !
30— B gV \‘/' ¢
l &8 8 B
: g T g V2
4 o e =
15—
- O M S—————— . —
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Senyawa 6A 1/cm
B sHIMADZU
75—
%T |
60—
45
30—
15—
-0 T L s e B N B o R R N YR T o AL e ) [ R T L B o L
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
MOIn_109_2 1/cm
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b. Spektrum HNMR senyawa 10A

1

4

[IF}

04 07

(A}

0.3

13

([}

0l

[]

abundanee

1§
| 85

c. Spektrum CNMR senyawa 10A
= CDEI3 }
5 o L ,

HRMS (M + H) *senyawa 10A

Item name: 200714-1167 Channel name: Low energy : Time 9.3407 +/- 0.0575 minutes
Item description:
34717514

7.5e7
)
f=
>
Q 5e7
=
@
f=
2
= .

257 483.22750

335.16405 | S 00
- A —484,23137
. }39.9IIBI743 \J l ] 737.3.7011 ?29.26725 995 42275 ']’_[]73_34678
t T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]
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7. Data Spektrum Senyawa 10B

N—N

H,CO / \

/ OCH,
H,CO I OH

5-([(7TE)-3--(3, 4-dimetoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro-3aH-indazol-7-iliden]metil)-2-metoksifenol

a. Data FTIR {Overlay 3f (merah), 4f (hitam), 10B (Biru)}

B sHIMADZU

%T

iy
il s H
R Raa g

A i Y
| | A ANV
/

f | M [ A

~
~ =

| | ‘
‘ | A M A ]
s | I Nl 1] I
100 5] Vi Al Mttt
1 5 osa) | LI Ml |\
= T8l g g || Vi IV
] 8 /e z 1 HE AV
A g & 2l P
. & \ V=)
50— i é
L [ ™TTT l T™TTT T T TT T™TTT [ T T l‘_T T T T I T™TT T [ T™T T T l T T T I
3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
DMAKIAZ 1/cm
B sHIMADZU
250
%T |
200

50—
] Looid L
1 o 3 = g | ol
0] g 38 - B4
&%
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
DMAKIA2 1/cm
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b. Spektrum HNMR senyawa 10B

L1617 181920212223 24

1011121314

08 09
Ll

001020304 050807

thundance

c. Spektrum CNMR senyawa 10B

001 002 0.03 O 005 006 Q07 008 060 0.1 001 12 013 04 05 D06 017

(thousandths)

" | S LAl

v L4 y " " ¥ " e
(R 1000 iy O TOLD 0. 1) S0 S0 340 2000

oA IR

1

1500 L0

HRMS (M + H) " senyawa 10B

Item name: 200805-1383 Channel name: Low energy : Time 8.5308 +/- 0.0211 minutes
Item description:

393.18003

le7

5e6-

Intensity [Counts]

39418330

39116379 42319070

147'9“3 06?, 299.13733 l 48119660 67126001 81535662 ,
T

PR
T T T T

T T 1 1 1 T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]

881.34889984.16847
/
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8. Data Spektrum Senyawa 10C

H,CO
H

,CO

7\
J T

N—N

OCH,

189

(7E)-3-(3, 4-dimetoksifenil)-7-[(4-metoksifenil)metiliden]-4,5,6,7-tetrahidro-3aH-indazol

a. Data FTIR {Overlay 3f (merah), 4f (hitam), 10B (Biru)}

B sHIMADZU

25—

e e o ¢

4000

) R T »

T

T

158168 <__

1519,96;

1261,49— <.

1180,47—s
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T
2500

2000

— T
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1000

—
500
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T
750

DATA FTIR {Overlay 3f (merah), 4f (hitam), 10C (Biru)}

B sHIMADZU

T T

T T T

T T

L T
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=1519,96=

<1261,49

1180 475

4l —

——

4000 3500
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3000

T
2500

2000

T
1750

T T T T

1500

1250

T

1000

T
500
1/cm

750
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C.

d.

€.

Spektrum HNMR senyawa 10C

14 13 16
[FPPILTOPIT POPR PPN FOUTY TN FUVIN PPIE PPN PP PPN

03 04 05 06 07 08 0% 10 11 1213

CICLE

]
)2

0

il

sundince

0

Spektrum CNMR senyawa 10C

03

02

;2,.
N 1400 1300 1200 1100 1000 0.0 R0 0 700 SO0 SO0 40 0 300
AN S P A /7/)\\ 3 1111
3 282 SZ=3E 283 2 X2
HRMS senyawa 10C
Item name: 200805-1384 Channel name: Low energy Time 9.0297 +/- 0.0211 minutes
Item description:
40921152
3e6-

w
£ 128.95031

o 2e6] 1
< —158.96082
=
Z 1e6] 405.17976

381.16883
—20001504 | [l 2teB0
0 O ! | - [ ¢ 43518830 587.09059 81137030 93742661
T T T T 1 T T 1 1 T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Observed mass [m/z]
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9. Data Spektrum Senyawa 10D
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H,CO
H

,CO

N—N

7\
J U

OCH,

OCH,

(7E)-3-(3, 4-dimetoksifenil)-7-[(3, 4-dimetoksifenil)metiliden]-4,5,6,7-tetrahidro-3aH-indazol
a. DATAFTIR {Overlay 3f (merah), 4f (hitam), 10D (Biru)}

1591,33— <

B sHIMADZU
300
b I\
i r*\
%T | qu \
|
Wy
225 —
VA :
[
— L‘\ \ \
7 \ / /\\/\ /\
7 [ /|
150 — \/\ f A | A
4 \ | | A |‘ ‘\ 2N\
I {1 N A
7 \ ""JI \v' “| / \ I‘ “ J \
] i (NANINAY
i | 5 -":ﬂiky”a,f \ M\
75— a8 g \1\/ -5 \-f )
. S L R V/
J 8 1 VoL
: 5 L5
O——————————— ——————
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
DMAKDM2(6d) 1/cm
G sHIMADZU
300
- fv\ \
%T | il
[l
225—V\Jw | \
/\W\/ { |
\/ M \ )
|

75—
\/’
|
BT s A B A B R e B
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
DMin 1/cm
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b. HNMR DMAKDM senyawa 10D

= ]

— 3

=

]

E e be k]

= 3

i

i 7

= -

*
s = I - ’i{_
5 | i
. | N N 1 | N
]
6‘0 j,IO 3,‘0 ZI,D
X : parts per Million : Proton B - o

c. CNMR DMAKDM senyawa 10D

(thousandths)
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HRMS (M+H) senyawa 10D
Item name: 200914-1366 Channel name: Low energy : Time 9.1421 +/- 0.0631 minutes
Item description:
407.19619
7.5e7 1

£

2 5e7-

Y

2

I3 468.22055

S 2.5e74

—469.22384
391.16507 95741553
139.987?9\ 269.12803\ \ 571.24370 ca TR 857.4112(3‘ l —
0 L 1 il LI W ] - 1oL ;

N | ) 1 I I | )
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]

1 1 I
100 200 300
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10. Data Spektrum Senyawa 10E

H,CO

HO

Hac%

N—N
\
r

OCH,

OH

1-([(7E)-3--(4-hidroksi, 3-metoksifenil)- 7-[(4-hidroksi, 3-metoksifenil)metiliden]3, 3a, 4,5,6,7-

heksahidro-2H-indazol-2-il)-etanon

a. DATAFTIR senyawa 10E

Bl sHiMmaDZU
100 —
%T
80— " <
i ,/\
|
, \ \|
60 ; \f\‘ {
: 3 | A ‘
a | M H‘ M i /\ i w‘
4 | \ WA v R
AT A R LT
A A
\/\ I\ \ /\/\J J vVl
b | / v\\/ \'
| A |
-3
N 83 | [ U
20 8% g S8
——r————r— T}
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
CVAKCV2 1/cm
EBsHIMADZU
150 —
%T |
100 —
I
|
50__ MW \ n M\ A v‘/\ J "J“
1 0§ g \W \N/ vV [V YA M
e 8 593 N, V v Vol
N 8 8¢R || V" W\(V \\
4 - 23 | L og |
88 g s 8
0 S o
A S e L o S T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
CVAKCV2 1/cm
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b. Spektrum HNMR senyawa 10E
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LEL2 13 14 15 16 17 18 19 20
PP PPTTY FITOY YYTR FYPIY PPTRS PITR NYIY TITRN FYPPY FEVIY PORSY Y

0 0l Ui: 03 04 05 06 07 08 09 10

8 ; =
£z
E — I LLU. E
r - - v
T.0 6.0 50 4.0
A A A
8% gpEB2zE g2 ©SESES2 5
X : parts per Million : Proton - TTTm e -

(thousandths)

T T
O 1100 1000 90.0 S0.0 700 600
S L

§~—

=
X : parts per Million

400 30.0 200 10.0

STl ~—¢o
T

Ky =
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d. HMQC senyawa 10E

—
=4
3
8 =
s
EE
E
2
| = -
===
=
=
=
=
=
=
=
3
=]
=
=
=
=
=
=g
=
=
= . L d P
=
=
=
=
—1
=
=
= o
= @~
- S "
s .
= =] > =
S=
=
s =
= =3
g2z
=]
2=
>
T T T T T T T T b it bk i Jid |
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.1 0.3 0.5
X cparts per Million - Proton (thousandths)

e. HMBC senyawa 10E

3 3 0
= oy
8 ! ;
-g = ! =
= ¥ .
| £ .
——
=
=4
=
=4
a
< 24,49
27 2926 30,05 b:
<
= "]
-
<
-]
-
= 5743 9
=)
= 9
= 7
=
=21 )
=
=
=]
>
=2
S
—
=
= 8.4 ‘
S 1 '@ { =
= 114,86 663
=E Rl Y Yoo
= 123,47
- 2 12819
== o - —
s <o 1341 i
£ 57
O 145.1 146.8
e ;_ 145,6 1464
g
=< ]
S8 159,08
53
2=
g = 170,64
=
=
=z
P
T T T T T T T Lkl il bl bl b |
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.1 0.3 0.5
X : parts per Million : Proton (thousandths)
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f. HRMS (M+H) senyawa 10E

Item name: 200914-1365 Channel name: Low energy : Time 7.6314 +/- 0.0715 minutes
Item description:
424.19447
75671 42319132
£
3
S Se7] 37916516
B\ \
2
L
[
S 2567 257.12842 BUL34951 86735705
—425.19725
225.10037 935.27073990.29618
\ —445.17306  662.24455 7 1167.44644
0 T Pl |A""i'l|_' |' st T L T T L ¥ lh T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]
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11. Data Spektrum Senyawa 10F

1-([(7E)-3-(4-hidroksifenil)- 7-[(4-hidroksi, hidroksiyfenil)metiliden]3, 3a, 4,5,6,7-heksahidro-
2H-indazol-2-yl)-ehan-1-one

a. DATA FTIR senyawa 10F

B sHiMmaDZU

%T ] |
eof: w Jk/v Av\ F H hﬂ\ [}U
1 . f J‘\JW u’

ot Py

204347~

N
o
|
312,50—
01291~

287017—
283160
1647,26—
=
74
/J
126342—'S
1170 aal—é

-=

-0 v T U T T T T T ™ T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
D4OHAK

b. HNMR Senyawa 10F

04

03

02

CDCI3

0.1

40.%m

sbundance

0
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c. CNMR Senyawa 10F

(thousandths)

1

L 1 1
T

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 L1 12 13 14 15 16 17 18 19

w

0.0 110.0 1000 900 80.0 700 600 500 400 30.

0708 —

6742 —
ST40—
49.703

d. HMQC senyawa 10F

abundance

0.1

_‘_A_JJM\ W\ - .

Y : parts per Million : Carbonl 3

L

200

30.0
L

[
§
i |
@

5({.0 4[2.0

60.0
|

80.0 700
! 1 Lin

|

|

1300 1200 1100 100.0  90.0
L | n
°

1
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e. HMBC senyawa 10F
] 1
= 6,78 \ 1,21
== 7.20 27| |
742 1704 1 " \29s
£ 6.71 1/ \
I 1, SR W A
- Ja SV A e et lL ,."\_N/ A
3 .
- 24.67 4
=3 30.05 ¢ 2720 % . 3
- 3 1
S3 i
g: 67,43 0 -
=3 ) [
=
< 3
=7 11520 85, Lk T
—E PR L K c——— = — = ———
E_ I_mﬁl‘.}(n ¢ “-: -
% g—- 156,63 6—g-o—o~
‘21_ D— oo
5 §~ 170,709
g5 -
>-- E T T T T T T T li T T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0 1.0 2.0
X : parts per Million : Proton (thousandths)
f. HRMS (M+H) senyawa 10F
Item name: 40HAK40H Channel name: Low energy : Time 7.0696 +/- 0.0671 minutes
Item description:
363.17051
7.5e7
5 ser-
Y,
2
5
= 364.17386
& 2.5e7 319.14432
\
i 74731576
38515200 522.14372681.30758 : 85219352
0 227.11802-) 1 7 i / 104346807 1186.40225
1 T T I 1 T U I I 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]
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Lampiran 9. Perhitungan Rendemen Senyawa AKI (10A — 10F)

a) Senyawa 10A
— Massa 10A crude yang diperoleh = 132 mg
— Massa 10A yang seharusnya diperoleh = 173 mg

— Massa 10A murni yang diperoleh = 106 mg

122 mg

—Yield 10A crude = ><100% =70,5%

106 mg

—Yield 10A murni = X1OO% =61,2%

b) Senyawa 10B
— Massa 10B crude yang diperoleh = 110 mg
— Massa 10B yang seharusnya diperoleh = 196 mg

— Massa 10B murni yang diperoleh = 69 mg
110 mg

—Yield 10B crude = xlOO% =56,1%

—Yield 10B murni = ><100% 35,2%

c) Senyawa 10C
— Massa 10C crude yang diperoleh = 152 mg
— Massa 10C yang seharusnya diperoleh = 188 mg

— Massa 10C murni yang diperoleh = 140 mg

152 mg

—Yield 10C crude = ><100% 80,8%

140 140 mg

—Yield 10C murni = ><100% 74,3 %

d) Senyawa 10D
— Massa 10D crude yang diperoleh = 136 mg
— Massa 10D yang seharusnya diperoleh = 203 mg
— Massa 10D murni yang diperoleh =114 g

_ Yield 10D crude = i x100% = 66,9%

114rng

—Yield 10D murni = ><100% 56,1 %

e) Senyawa 10E
— Massa 10E crude yang diperoleh =211 mg
— Massa 10E yang seharusnya diperoleh = 211 mg
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— Massa 5e murni yang diperoleh = 50 mg

120 mg

—Yield 5e crude = 11 me

x100% = 56,6%

—Yield 5e murni =

20 mgg x100% = 23,7 %

211 m
f) Senyawa 10F
— Massa 5f crude yang diperoleh = 129 mg
— Massa 5f yang seharusnya diperoleh = 181 mg
— Massa 5f murni yang diperoleh = 76 mg

_ Yield 5f crude = 2222 x100% = 71,0%
181 mg

_ Yield 5f murni = =22 x100% = 42,2%
181 mg
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Lampiran 11. Data morfologi sel kanker dan sel normal beserta kurva hubungan
% Inhibisi dan Log C penentuan ICso

Tabel L11.a Kurva hubungan persentase inhibisi senyawa 10A — 10F, Kurkumin,
tamoksifen, doxorubicin terhadap sel MCF-7 dan morfologi sel MCF-7
dengan perlakuan senyawa 10A — 10F, Kurkumin, tamoksifen,
doxorubicin pada konsentrasi mendekati ICso senyawa.

Senyawa Morfologi sel Kurva

10A Sel MCF-7

1504

100

L]
50
®
0 e

T
1

-50- Log C (uM)

% Inhibisi senyawa 10A

e LU 3
Konsentrasi 288,877 uM
onsentrast H ICs0 = 224,10 UM

10B Sel MCF-7

1504
100

50

1 1
1 1 2
50 Log C (uM)

|Cs0 = 45,97 M

% Inhibisi senyawa 10B

Konsenrai 63,747 uM
10C o Sel MCF-7

150

-

(=3

o
1

(3]
o
1

(=]

T T T
1 I 2

% Inhibisi senyawa 10C

Log C (M)

Konsentrasi 61,548 M ICs0 = 62,02 UM

&n
=
[
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Tabel L11.a Lanjutan

Senyawa Morfologi sel Kurva

10D
Sel MCF-7

150
1004

50

0 T* T
2

% Inhibisi senyawa 10D

-50- Log C (uM)

Konsentrasi 30,774 uM 1Cs0 = 50,56 uM

Sel MCF-7

10E

150

-
=]
=]

1

\QL

]

=)
1
.

o
:\Q
N
R

% Inhibisi senyawa 10E
™

Log € (uM)

én
-]
L

Konsentrasi 118,432 uM ICs0 = 103,9 pM

10F Sel MCF-7

150+
100

50

% Inhibisi senyawa 10F

50 Log C (M)

ICs0 = 80,26 UM

Konsentrasi 69,030 uM

Kurkumin Sel MCE7

150
1004

50

T* T
1 2
50 Log C (M)

% Inhibisi senyawa Kurkumin

Konsentrasi 30,74 uM ICs0 = 35,30 pM
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Tabel L11.a Lanjutan

Senyawa Morfologi sel Kurva
Tamoksifen Sel MCF-7
E 150+
= 100+
§ 504
g -
2 s 05 10 15 20
= 504
Log C (uM)
. 1Cs0 = 19,01 uM
Konsentrasi 13,458 uM
% Sel MCF-7

Doxorubicin

150

100 [

-1.0 -0.5 0.5 1.0

-50-
Log C (uM)

ICs0 = 1,399 uM

% Inhibisi senyawa Doxorubicin
g
'\

.

Knsetrasi 1,840 uM
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Tabel L11. b Kurva hubungan persentase inhibisi senyawa 10A — 10F, Kurkumin,
tamoksifen, doxorubicin terhadap sel HeLa dan morfologi sel HeLa
dengan perlakuan senyawa 10A — 10F, Kurkumin, tamoksifen,
doxorubicin pada konsentrasi mendekati ICso senyawa.

Senyawa 1Cso0

Kurva

10A

Konsentrasi 144,439 uM
10B

Konsentrasi 63,747 uM

10C

Konsentrasi 66,458 uM

10D

Konsentrasi 61,548 uM

150

100+

Sel HeLa

% Inhibisi senyawa 10A

[ ]

N j//
T T 1
1 2 3

-50- Log C (pM)

150

100
50
0 T T
1 2

% Inhibisi senyawa 10B

ICs0 = 191,50 pM

Sel HelLa

-50- Log C (M)

150+

=y

(=]

(=]
1

(2]
(=]
1

ICs0 = 70,80 M
Sel Hela

% Inhibisi senyawa 10C
(=]

'

[,

(=]
L

150

100

15
o
1

°
)
T—* T
1 2

Log C (uM)

ICso = 69,30 uM
Sel HelLa

% Inhibisi senyawa 10D
o

.

(5]

o
L

L ]

T T
1 2
Log C (uM)

ICs0 = 46,36 UM
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Tabel L11.b Lanjutan

Senyawa 1Cs0 Kurva
10E
Sel HelLa
w 150+
© 1004
§100
& 50
é 0 " 1
= 1 2 3
R Log C (M)
Konsentrasi 118,432 uM 1Cs0 = 130,30 pM
10F Sel Hela
" 150
§ 100
2
2 50+
2
R I )
T Log C (M)
I1Cs0 = 105,70 pg/mi
Konsentrasi 12,50 uM
Kurkumin Sel HeLa
f=
‘e 150
2
2 100- .
s
> 50-
b
s 9 =
2 1 2 3
< 50 Log C (M)
Konsentrasi 61,55 uM 1Cs0 = 68,09 uM
Tamoksifen
Sel HeLa
E 150
5
£
|'_" 100
g
% 50
‘g T . E |§ E T T 1
2 o5 05 10 15 20
:: -50-
Log C (uM)
Konsentrasi 13,458 M ICs0 = 15,62 UM
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Tabel L11.b Lanjutan

Senyawa 1Cs0 Kurva
Doxorubicin ] Sl Hola
E 150
5
E 100
©
§ 50
3 s ¢
ﬁ -1I.0 -OI.S 0:5 1:0
£
£ .50
- Log C (M)
Konsentrasi 0,920 uM 1Cs0 = 1,267 pM
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Tabel L11. ¢ Kurva hubungan persentase inhibisi senyawa 10A — 10F, Kurkumin,
tamoksifen, doxorubicin terhadap sel WiDr dan morfologi sel WiDr
dengan perlakuan senyawa 10A — 10F, Kurkumin, tamoksifen,
doxorubicin pada konsentrasi mendekati ICso senyawa.

Senyawa Morfologi sel Kurva

10A Sel WiDr

150+

4 }‘/P,

(%]
Qe
1

o
p—

% Inhibisi senyawa 10A

Log C (uM)

&
o
[

Konsentrasi 36,11 pM 1Cs0 = 43,28 pM
10B

Sel WiDr
150

g

f i

g

f/

% Inhibisi senyawa 10B

2 o
—
w

Log € (kM)

I1Cs0 = 26,61 pg/mi

Konsentrasi 31,874 uM

Sel WiDr

10C

150

-

=}

=]
1

o
=]
1

o

1 % T 1
1 2 3
Log C (M)

ICs0 = 37,96 UM

Sel WiDr

},/"

3

T T 1

1 2 3
Log C (uM)

% Inhibisi senyawa 10C

n
=]
L

Konsentrasi33,2 M

10D

150

-

=3

=3
1

3]
=]
1

o

% Inhibisi senyawa 10D

o

&
3
L

Konsentrasi 6,25 UM ICs0 = 30,774 UM
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Tabel L11.c Lanjutan

Senyawa

Morfologi sel

Kurva

10E

10F

Kurkumin

Tamoksifen

Konsentrasi 12,50 uM

Konsentrasi 138,06 uM

Konsentrasi 61,548 uM

Konsentrasi 26,917 uM

150+

-
(=
T

Sel WiDr

)

<

% Inhibisi senyawa 10E
w
(=]
1

-50-

2l

; T
Log C (uM)

ICso = 58,19 uM
Sel WiDr

% Inhibisi senyawa 10F
g
1

-50-

-

(%)

(=)
]

-

=4

(=]
1

(=)

o
/
H 2

Log C (uM)

ICs0 = 109,00 pM

Sel WiDr

1
3

% Inhibisi senyawa Kurkumin
3
L

(%)
o
L

T
1

Log C (uM)
ICs0 = 63,41 UM

Sel WiDr

40+

% Inhibisi senyawa Tamoxifen
S _
(5,

"1 {

-60-

Log C (pM)

ICs0 = 107,1 pM
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Tabel L11.c Lanjutan

Senyawa Morfologi sel Kurva

Doxorubicin _
Self WiDr

1004 .

=

-1.0 -0.5 0.5 1.0

% Inhibisi senyawa Doxorubicin
B
x

Log C (uM)

ICs0 = 0,662 UM

Konsentrasi 0,920 uM
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Tabel L11.d Kurva hubungan persentase inhibisi senyawa 10A — 10F, Kurkumin,
tamoksifen, doxorubicin terhadap sel Vero dan morfologi sel Vero dengan perlakuan
senyawa 10A — 10F, Kurkumin, tamoksifen, doxorubicin pada konsentrasi mendekati
ICs0 Ssenyawa.

Senyawa Morfologi Sel Kurva

10A

Sel Vero
150

[ ]
50 L]
[ )
0

-50- Log C (uM)

-

[=2

(=]
1

% Inhibisi senyawa 10A

Konsentrasi 144,39 uM

ICs0 = 162,0 uM

10B

Sel Vero
150

100 [ ]
N L/
0

-50- Log C (uM)

% Inhibisi senyawa 10B

Konsentrasi 127,494,00 uM ICs0 = 143,30 uM

Sel Vero

10C

% Inhibisi senyawa 10C
(%]
(=] [=]
1
\\
HH

50 Log C (UM)
Konsentrasi 132,915 uM ICso = 135,20 uM

10D

Sel Vero
150

=y

(=3

o
1

(5
o
1

o

1 1
1 2
Log C (M)

% Inhibisi senyawa 10D

]

(2]

o
L

Konsentrasi 61,548 uM 1Cs0 = 56,68 uM
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Tabel L11.d Lanjutan

Senyawa Morfologi Sel Kurva
10E Sel Vero
w 150
é 100 [ )
>
& 50 ¢
g 0 1 1 1
Eg 1 2 3
R Log C (uM)
Konsentrasi 118,432 uM 1Cs0 = 92,47 pM
10F Sel Vero
w 1504
§ 100
2
& 50
g 0 T s T 1
= 1 2 3
= 504 Log C (uM)
Konsentrasi 69,03 uM 1Cs0 = 84,12 uyM
Kurkumin
Sel Vero
£ 150-
E 100
% <
> 50
é 0 T T 1
2 1 2 3
;"; 50 Log C (M)
Konsentrasi 30,774 pM ICs0 = 30,01 uM
Tamoksifen Sel Vero
_é 150
3
£
|§ 100
g
% 50
& | °
-o'.sg Y 1.0 15
—f -50 Log C
Konsentrasi 13,458 uM 1Cs0 = 13,91 uM
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Tabel L11.d Lanjutan

Senyawa Morfologi Sel Kurva
Doxorubicin
- Sel Vero
E 150
;E 100 /;_%
g i o e
g 40 0.5 0.5 1.0
f‘i -50-
} Log C (pM)
Konsentrasi 0,920 pM 1Cs0 = 0,7527 pM
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