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ABSTRAK

Enzin #CA Il merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi pembentukan ion
bikarbonat dari gas karbondioksida. Ekspresi enzim #CA II yang berlebihan pada
penderita diabetes dapat berujung pada penyakit gagal jantung serta meningkatnya
spesi oksigen reaktif/Reactive Oxygen Species (ROS) dalam tubuh. Untuk itu,
didesain senyawa sulfonamida dengan gugus pirazol untuk mengatasi hal tesebut.
Turunan senyawa 5-amino pirazol MT-1 dan MT-2 yang dipilih dari penapisan
virtual disinteis melalui 3 tahap dan dikarakterisasi dengan spektroskopi IR dan
NMR. Kalkulasi secara Density-Functional Theory (DFT) dilakukan pada reaksi
tahap 1 dan tahap 2 untuk mendapatkan kajian termodinamika dan kinetika reaksi.
Adanya reaksi hidrolisis pada senyawa intermediet membuat gugus 5-amino pirazol
tidak terbentuk. Senyawa turunan semikarbazon yang terbentuk dari tahapan reaksi
yang didesain dianalisis secara in-vitro dan in-silico. Uji kemampuan antioksidan
dengan reagen DPPH menunjukan jika turunan senyawa semikarbazon MT-2
dengan gugus katekol memiliki kemampuan peredaman yang lebih baik dibanding
troloks sebagai standar, yakni dengan nilai TEAC 3,71. Kalkulasi secara DFT pada
struktur radikal yang dimiliki oleh MT-2 menunjukan jika gugus 4-OH pada katekol
berperan dalam proses peredaman radikal bebas.

Kata Kunci : Enzim 4#CA 11, ROS, 5-aminopirazol, Semikarbazon, DPPH
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ABSTRACT

The hCA 1I enzyme is an enzyme that catalyzes the reaction for the
formation of bicarbonate ions from carbon dioxide gas. Overexpression of the
enzyme ACA II in diabetics can lead to heart failure and reactive oxygen species
(ROS) generation in the body. For this reason, a sulfonamide compound with a
pyrazole group was designed to overcome this problem. The 5-amino pyrazole
derivatives MT-1 and MT-2 selected from virtual screening were synthesized in 3
steps and characterized by IR and NMR spectroscopy. Density-Functional Theory
(DFT) calculations were carried out for step 1 and step 2 reactions to obtain a study
of thermodynamics and reaction kinetics. The presence of a hydrolysis reaction in
the intermediate compound prevented the 5-aminopyrazole group from being
formed. Semicarbazone derivative compounds formed from the designed reaction
steps were analyzed in-vitro and in-silico. Antioxidant ability test with DPPH
reagent showed that the semicarabazone derivative compound MT-2 with catechol
groups had a better damping ability than trolox as standard, with a TEAC value of
3.71. DFT calculations on the radical structure of MT-2 show that the 4-OH group
in the catechol plays a role in the process of reducing free radicals.

Keyword : 2CA 11 enzyme, ROS, 5-aminopyrazole, Semicarbazone, DPPH

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA viii

LEMBAR PERNYATAAN ORISINALITAS

Yang bertanda tangan di bawah ini,

Nama : Rahmanto Aryabraga Rusdipoetra
NIM : 081811533021

Program Studi : Kimia

Fakultas : Sains dan Teknologi

Jenjang : Sarjana (S1)

Menyatakan bahwa tidak melakukan plagiat dalam penulisan skripsi saya
yang berjudul:

Desain Dan Sintesis Senyawa Turunan 5-Aminopirazol Sebagai Kandidat

Inhibitor Human Carbonic Anhydrase 11

Apabila suatu saat nanti terbukti melakukan tindakan plagiat, maka saya

akan menerima sanksi yang telah ditetapkan.

Ralmanto Arvabeass Rusdinoetra
NIM. 081811533021

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR

Scanned with CamScanner



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA X

DAFTAR ISI

LEMBAR JUDUL ..ottt ettt i
LEMBAR PENGESAHAN ....oooiiiiei ettt il
KATA PENGANTAR ..ottt v
ABSTRAK ..ottt ettt ettt sa et nneenaens vi
ABSTRACT ..ttt st ettt ettt e b nnnens vii
DAFTAR ISttt ettt enseenaens X
DAFTAR TABEL ...ttt sttt st Xi
DAFTAR GAMBAR .....ooiiieeeeeeeee ettt Xii
DAFTAR LAMPIRAN .....ooiiiitiieeee ettt Xvi
BAB T PENDAHULUAN .....ccoiiieiiiteteceee ettt ene 1
1.1 Latar Belakang ..........coooooiiiiiiiii e 1

1.2 Rumusan Masalah ...........cccoooiiiiiiiiieiieeii e 7

1.3 Tujuan Penelitian...........ccooiiiiiiiiiiieee e 7

| Y] 1N - | PSP 8

BAB IT TINJAUAN PUSTAKA .....otiitietteieieie ettt eneennens 9
2.1 Human Carbonic Anhydrase (ACA).......cccoeveerieecieeiieiie e 9

2.1.1 Keanekaragaman karbonat anhidrase pada manusia.............. 10

2.1.2 Human carbonic anhydrase II (hCA T1).......cccccevivvnvininnn. 12

2.2 Sulfonamida sebagai Inhibitor Enzim Karbonat Anhidrase (CAI).... 13

2.3 Senyawa Turunan Pirazol...........c.cccoeeviiviieiiieniiiiieeeeece e 16

2.3.1 Struktur dan aktivitas senyawa turunan pirazol ..................... 16

2.3.2  Sintesis senyawa turunan pirazol ............ccoeeeeeveeviienieeniennnennn. 17

2.4 Radikal Bebas dan Antioksidan ...........ccccceeieeiiiiniieieeniene e, 19

2.4.1 Mekanisme kerja antioksidan............cccoccveveeriieciieneenienenn, 19

2.4.2 Kuantifikasi potensi antioksidan ............ccccoeveeenieiiieneeneenen. 21

2.5 Molecular DOCKING...........c..cccouveviieeiiieeiieesiie e esree e vee s 22

BAB III METODE PENELITIAN ......ccooiiiiiiiiiiieieieieie ettt 24
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian ...........ccccoceeeviieiiienieniieieecieeeeeereeiens 24

3.2 Alatdan Bahan.........ccoooiiiiiiiii e 24

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA X

3201 AlAt i 24
3.2.2 Bahan......ocooiiiiiiii e 25
3.3 Diagram Alir Penelitian ..........cccoooieiieiiieiiiiiieeee e 26
3.4 Prosedur Penelitian............ccccouevieriiiiiiiiiiiiiciciceccececee e 27
341 Molecular docking...............ccccoueieeiiiioeiiieiieseeeeeeee e 27
3.4.2 Sintesis molekul target turunan pirazol sulfonamida.............. 29
3.4.3 Penentuan struktur molekul intermediet dan target................ 31
3.4.4 Uji aktivitas antioksidan menggunakan radikal DPPH .......... 32
3.4.5 Investigasi aktivitas peredaman radikal secara teoritis .......... 33
3.4.6 Investigasi mekanisme reaksi pembentukan reaktan.............. 34
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN .....ooii et 37
4.1 Hasil Investigasi Molecular Docking..........c.cocoeiieiiiiieniiieeeeee, 37
4.1.1 Hasil validasi parameter docking pada enzim hCA 1l............. 37
4.1.2 Hasil docking Ligan Kandidat pada Enzim hCA Il................ 40
4.2 Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Tahap 1 dan Tahap 2 ................ 44
4.2.1 Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Tahap 1 ......................... 44
4.2.2 Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Tahap 2 .............cc.......... 53
4.3 Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Target MT-1 .........ccccoeeieennen. 61
4.4 Rasionalitas Desain Obat Senyawa Turunan Semikarbazon pada
Enzim hCA TL...ooiiiiiieeee s 66
4.5 Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Target MT-2 .........cccceeivenennee. 68
4.6 Analisis interaksi secara Molecular Docking senyawa target MT-1 dan
MT-2 pada sisi aktif enzin hCA I ........cccoeviiviriiiinienieieceeeeee 72
4.7 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Senyawa Target menggunakan reagen
DPPH oo 74
4.8 Hasil Analisis Reaksi Peredaman Radikal Senyawa Target MT-2
SECATA IN=STIICO...eietieiiiieiiieiieeie ettt e s 76
BAB V KESIMPULAN DAN SARAN ....oootiitiiieieieieete ettt 79
5.1 KeSIMPULAN....couiiiiiiiiiiiieieeieee e e 79
5.2 SATAN  coiiiiiee et 79
DAFTAR PUSTAKA ..ottt ess et b ens 81
LAMPIRAN ...t 90

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



Nomor
4.1
4.2
4.3

4.4

4.5

4.6
4.7

4.8

4.9

4.10
4.11

4.12
4.13

4.14

4.15

SKRIPSI

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA xi

DAFTAR TABEL

Judul Tabel
Hasil nilai gridscore terhadap enzim ACA 11
Hasil KLT 3 sistem eluen senyawa tahap 1

Hasil analisis bilangan gelombang yang teramati
pada senyawa tahap 1

Hasil analisis spektra 'H-NMR dan '*C-NMR
senyawa tahap 1

Nilai faktor koreksi penerowongan kuantum dan
konstanta laju reaksi pada struktur transisi

Hasil KLT 3 sistem eluen senyawa tahap 2

Hasil analisis bilangan gelombang yang teramati
pada senyawa tahap 2

Hasil analisis spektra 'H-NMR dan '3C-NMR
senyawa tahap 2

Nilai faktor koreksi penerowongan kuantum dan
konstanta laju reaksi pada struktur transisi

Hasil KLT 3 sistem eluen senyawa tahap MT-1

Hasil analisis bilangan gelombang yang teramati
pada senyawa MT-1

Hasil KLT 3 sistem eluen senyawa tahap MT-2

Hasil analisis bilangan gelombang yang teramati
pada senyawa MT-2

Daftar nilai gridscore dan interaksi yang dimiliki
senyawa target pada enzim hCA II

Nilai BDE dan struktur radikal senyawa MT-2

DESAIN DAN SINTESIS...

Halaman
40
45

46

47

52

55

55

57

60

61

63

69

70

73

78

RAHMANTO AR



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA Xii

DAFTAR GAMBAR
Nomor Judul Gambar Halaman
1.1 Senyawa inhibitor karbonat anhidrase (CAI) yang 2

dijual bebas sebagai obati anti glaukoma

1.2 Beberapa turunan benzensulfonamida yang telah 3
diteliti sebagai senyawa kandidat CAI

1.3 Struktur beberapa turunan pirazol yang telah dijual 4
secara komersial sebagai obat (7 dan 8) dan yang telah
dilaporkan memiliki potensi sebagai CAI (9 dan 10)

1.4 Kerangka dasar struktur molekul target yang akan 5
disintesis

1.5 Analisis retrosintesis senyawa target 5

1.6 Tahapan reaksi dalam sintesis senyawa target 6

2.1 Skema representatif dari proses reaksi katalisis enzim 9

karbonat anhidrase pada hidrasi karbon dioksida
(keterangan: B = residu basa)

2.2 Distribusi subseluler isoform hCA yang aktif secara 10
katalitik
23 Struktur  beberapa isoform hCA yang telah 11

dikristalkan beserta kode PDB nya

2.4 Struktur kristal hCA II (PDB: 3D92). kiri: Struktur 12
penuh hCA II, kanan: Sisi aktif hCA II yang terisi
dengan substrat karbon dioksida, merah = residu
hidrofilik, biru = residu hidrofobik, hijau = residu

histidin

2.5 Skema representatif desain CAI berdasarkan 14
pendekatan ekor

2.6 Skema representatif interaksi turunan sulfonamida 15
dengan sisi aktif hCA 1II, (a) sulfonamida, (b)
benzenasulfonamida

2.7 Beberapa senyawa turunan benzenasulfonamida yang 15
telah dilaporkan dapat berpotensi sebagai CAI

2.8 Struktur umum senyawa pirazol 16

2.9 Beberapa senyawa turunan pirazol yang memiliki 17
aktivitas biologis

2.10 Sintesis pirazol Knorr 17

2.11 Sintesis pirazol menggunakan enon 18

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA xiii

2.12 Sintesis S—aminopirazol tanpa katalis 18

2.13 Sintesis turunan 5-aminopirazol-4-karbonitril dengan 18

katalis asam(atas) dan basa(bawah)

2.14 Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan (AO-H) 21
3.1 Diagram alir penelitian secara keseluruhan 26
3.2 Alur proses molecular docking 27
4.1 Struktur Ligan Asli pada Kode PDB 5NOE 37

4.2 Hasil wvalidasi parameter docking. (Kiri) Kotak 38
Simulasi yang digunakan untuk proses docking.
(Kanan) Pose ligan asli secara kristalografi (coklat)
dan pose ligan asli hasil re-docking (biru)

4.3 Visualisasi interaksi ligan asli dengan enzim hCA II 38
secara 3 dimensi

4.4 Visualisasi interaksi ligan asli dengan enzim hCA II 39
secara 2 dimensi

4.5 Visualisasi secara 2 dimensi interaksi ligan kandidat 41
ke-12 pada sisi aktif enzim hCA II

4.6 Visualisasi interaksi ligan VS 18 pada sisi aktif enzim 42

hCA 1I secara 3 dimensi dan 2 dimensi

4.7 Visualisasi secara 3d perbandingan interaksi ligan asli 43
(hijau) dengan ligan kandidat, yakni ligan kandidat ke-
12 (biru) dan ke-18 (pink) pada sisi aktif enzim hCA
II. Bagian hidrofobik dan hidrofilik enzim berturut-
turut divisualisasikan dengan warna merah dan biru

4.8 Struktur ligan kandidat yang dipilih untuk disintesis 44

4.9 Hasil Kontrol reaksi menggunakan KLT dengan 44
sistem eluen kloroform : etil asetat (1:8). Keterangan :
S = Sulfanilamida, Sy=Produk

4.10 Penomoran atom pada struktur tahap 1 45
4.11 Pergeseran kimia 'H dan *C senyawa tahap 1 48
4.12 Mekanisme reaksi adisi nukleofilik pada sintesis 49

senyawa tahap 1

4.13 Perbandingan nilai elektrofilitas global dan kekuatan 49
pendonor elektron dari sulfanilamida, anilin, dan 4-
metoksianilin.

4.14 Profil energi reaksi dari tahap 1 tanpa adanya air 50
sebagai katalis (hitam) dan adanya air sebagai katalis

SKRIPSI DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20
4.21

4.22

4.23
4.24

4.25
4.26

4.27

4.28
4.29
4.30

4.31

4.32

SKRIPSI

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA Xiv
(biru) yang dihitung pada level teori M06-2X/6-
31+G(d,p).
Perbandingan geometri struktur transisi reaksi tahap 1 51
tanpa menggunakan katalis (kiri) dan menggunakan
air ssebagai katalis (kanan)
Mekanisme reaksi tahap 1 dengan adanya air sebagai 52
katalis
Reaksi samping yang kemungkinan terjadi pada reaksi 53
tahap 1
Hasil Kontrol reaksi menggunakan KLT dengan 54
sistem eluen kloroform : etil asetat (1:8). Keterangan :
U=Senyawa tahap 1, S=Sulfanilamida, P=Produk
Penomoran atom pada struktur tahap 2 56
Pergeseran kimia 'H dan '*C senyawa tahap 2 58
Profil energi reaksi dari tahap 2 yang dihitung pada 59
level teori M06-2X/6-31+G(d,p).
Struktur transisi pembentuk intermediet pada 60
pembentukan senyawa tahap 2.
Pergeseran kimia 'H dan '*C MT-1 64
Proses reaksi yang terjadi pada sintesis senyawa MT- 65
1
Mekanisme reaksi pembentukan senyawa MT-1 baru 66
Siklus terjadinya gagal jantung pada penderita 67
diabetes
Reaksi pembentukan radikal anion superoksida oleh 68
gugus katekol
Struktur senyawa MT-2 baru 78
Pergeseran kimia 'H dan '*C MT-2 72
Visualisasi secara 3d perbandingan interaksi MT-1 74
(biru) dengan MT-2 (pink) pada sisi aktif enzim hCA
II. Bagian hidrofobik dan hidrofilik enzim berturut-
turut divisualisasikan dengan warna merah dan biru.
Kurva baku standar senyawa troloks pada pengujian 74
peredaman radikal bebas dengan DPPH
Kurva regresi senyawa MT-2 pada pengujian 75
peredaman radikal dengan DPPH

DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



4.33

4.34

SKRIPSI

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA XV

Konformasi senyawa MT-2 yang memiliki energi 76
bebas paling rendah

Proses delokalisasi yang terjadi pada struktur radikal 77
b dari senyawa MT-2.

DESAIN DAN SINTESIS... RAHMANTO AR



