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ABSTRAK

Latar Belakang : Jenis kanker yang menyebabkan kematian tertinggi -pada perempuan
Indonesia adalah kanker payudara. Tingginya prevalensi penyakit ini menjadi masalah yang
serius dalam dunia kesehatan.

Tujuan: Untuk mendapatkan senyawa antikanker payudara baru turunan N-
(fenilkarbamotioil)-benzamida, yaitu senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida,
pada penelitian ini dilakukan pemodelan molekul, sintesis dan uji sitotoksik pada sel kanker
payudara MCF-7. Modifikasi struktur senyawa N-(fenilkarbamotioil)-benzamida ini untuk
meningkatkan aktivitas sitotoksik dengan mempertimbangkan faktor hidrofobik dan
elektronik berdasarkan metode Topliss.

Metode: Dalam pemodelan molekul secara in silico, dllakukan melalui docking antara
senyawa uji dengan Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (PDB.1M17). Selanjutnya
senyawa disintesis dari reaksi 4-klorobenzoil klorida dengan N-feniltiourea. Struktur
molekul dikonfirmasi menggunakan FTIR, 'H-NMR, *C-NMR dan Spektroskopi Massa.
Aktivitas antikanker diuji secara in vitro terhadap sel kanker payudara manusia (MCF-7)
dengan menggunakan uji MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida).

Hasil: Hasil sintesis senyawa uji sesuai dengan analisis spektroskopi dan menunjukkan nilai
RS (Rerank ‘Score) serta aktivitas antikanker yang lebih baik dari senyawa pembanding
Hidroksiurea. Nilai 1Cso senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida : 0.53 mM
delapan belas kali lebih aktif dari Hidroksiurea: 9.76 mM. Senyawa baru ini lebih sesuai
dengan tempat pengikatan enzim daripada Hidroksiurea, sehingga dapat menjelaskan
aktivitas penghambatan yang lebih baik, serta tidak toksik pada sel normal
Vero.Kesimpulan: Senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida telah disintesis dan
sangat potensial sebagai agen antikanker terhadap garis sel karsinoma payudara manusia (sel
MCF-7).

Kata Kunci: N—(fcm]karbamot101])-4-klorobenza;mda, antikanker payudara, sel MCF-7
Docking, EGFR.

PENDAHULUAN

Berdasarkan data GLOBOCAN, International Agency for Research on Cancer (IARC)
" diketahui bahwa tahun 2012 terdapat 14.067.894 kasus baru kanker dan 8.201.575 kematian ‘
akibat kanker di seluruh dunia dan sampai saat ini terus meningkat jumlah penderitanya.
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Jenis kanker yang menyebabkan kematian tertinggi pada perempuan Indonesia adalah
kanker payudara. Tingginya prevalensi penyakit ini menjadi masalah yang serius dalam
dunia kesehatan'”?. Tiourea adalah senyawa yang mengandung atom sulfur dan nitrogen
yang struktur kimianya serupa dengan senyawa urea yang sudah digunakan saat ini sebagai
antikanker, seperti hidroksiurea, nitrosourea dan 5-fluorouracil®*~.

Telah dilaporkan adanya resistensi terhadap Hidroksiurea (HU) pada pasien trombositemia
esensial®’. Penggunaan Hidroksiurea secara klinik mulai berkurang, tetapi dalam penelitian
biokimia dan pengembangan obat antikanker Hidroksiurea digunakan sebagai inhibitor
replikasi DNA®, Data penelitian menunjukkan adanya aktivitas hidroksiurea yang belum
maksimal karena bersifat hidrofilik dengan kemampuan penembusan membran yang kurang
baik, sehingga diperlukan pengembangan obat antikanker baru turunan urea dan tiourea yang
lebih bersifat lipofilik, penembusan membran lebih baik, sehingga aktivitasnya lebih
poten®™®!12 i mensintesis senmyawa turunan feniltiourea: N-benzyl-N-(X-2-
hydroxybenzyl)-N -phenylthiourea yangmempunyai aktivitas sitotoksik pada sel MCF-7
dengan mekanisme kerja menghambat EGFR serta HER-2. Nakisah''! juga telah
membuktikan bahwa senyawa Carbonylthiourea mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap
sel MCF-7.

Pada penelitian ini disintesis senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida (4-Cl-
BFKT), adanya subtituen 4-kloro akan meningkatkan sifat lipofilik dan elektronik senyawa,
dibandingkan dengan senyawa induk N-(fenilkarbamotioil)-benzamida (BFKT), sehingga
akan meningkatkan ikatan obat dan reseptor dan aktivitas akan meningkat '*'*"*, Diawali
dengan prediksi aktivitas dengan pemodelan molekul secara in silico, docking senyawa uji
dengan EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) kode PDB:1M17. menggunakan
program Molegro Virtual Docker (MVD)5.5'°. Reseptor EGFR(1M17) dipilih karena
sebagai ligan adalah Erlotinib'’, obat antikanker yang mekanisme kerjanya sebagai senyawa
penghambat EGFR Pathway™'’. Senyawa uji disintesis dari N-fenilltiourea dengan 4-
klorobenzoil klorida melalui reaksi substitusi nukleofilik asil'®'®. dan diidentifikasi dengan
spektroskopi IR, '"H-NMR, “C-NMR dan HRMS?.

Aktivitas antikanker melalui uji sitotoksik dengan metode MTT assay secara in vitro pada
sel kanker payndara MCF-7 dan sel normal Vero?'. Hasil uji aktivitas antikanker akan
diperoleh nilai ICsp dan dibandingkan dengan Hidroksiurea. Dari hasil penelitian ini
diperoleh kandidat obat antikanker payudara baru turunan tiourea yang mempunyai aktivitas
antikanker yang poten pada sel kanker payudara MCF-7.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat
Bahan

Bahan untuk sintesis meliputi: fenilfiourea, 4-klorobenzoil klorida (Sigma Aldrich),
Tetrahidrofuran (THF), trietilamin (TEA), aseton, etil asetat, n-heksana, kloroform, etanol
dan Bahan untuk uji aktivitas: senyawa 4-CL BFKT dan HU, kultur sel MCF-7 dan Vero, media
kultur DMEM dan M199, dapar fosfat salin (PBS), FBS (Fetal Bovine Serum), Tripsin,
Penicillin-Streptomicin,  Fungizon, DMSO, MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
‘difeniltetrazolium bromida) 0,5 mg/mL, SDS 10% dalam HC1.0,01 N.
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Alat

Alat gelas untuk sintesis, Corning Hot Plate P351, Fisher-John Electrothermal Mel-Temp,
Spektrofotometer Jasco FT-IR 5300, Spektrometer 'H-NMR dan “C-NMR Agilent 500
MHz dengan sistem konsol DD2 pada frekuensi 500 MHz ('H) dan 125 MHz ("*C),
Spektrometer Massa Waters. Alat untuk uji sitotoksik: Inkubator CO; 5%, LAF, mikropipet
beserta blue dan yellowtip, tabung reaksi, vortex, microplate 96 well, Conical tube, mikroskop
inverter, hemositometer, ELISA-reader. Pemodelan molekul: ChemBioDraw Ultra 15.0,
Molegro Virtual Docker (MVD) 5.5.

Metode
Pemodelan Molekul

Prediksi aktivitas dengan pemodelan molekul secara in sifico, docking senyawa uji dengan
Reseptor EGFR kode PDB:1M17 dari Protein Data Bank (PDB) menggunakan program
Molegro Virtual Docker (MVD) 5.5. Reseptor EGFR(1IM17) dengan ligan Erlotinib'’.
Sebagai senyawa pembanding digunakan Hidroksiurea.

Sintesis Senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida / (4-CI-BFKT)

Pada labu alas bulat N-feniltiourea dicampur dengan tetrahidrofuran dan TEA. Ditambahkan
larutan benzoil klorida dalam tetrahidrofuran ke dalam campuran tersebut di atas penangas
es, sedikit demi sedikit melalui corong tetes, sambil diaduk dengan pengaduk magnetik.
Campuran direfluks dan diaduk di atas penangas air. Reaksi dihentikan bila noda di KLT
terbentuk noda tunggal. Setelah reaksi dihentikan, THF dinapkan pada rotavapor. Kemudian
dilakukan rekristalisasi’’. Identifikasi struktur senyawa menggunakan: IR, 'H-NMR, 3C-
NMR dan HRMS?.

Uji Sitotoksisitas Metode MTT Assay

Sel MCF-7 dan M199 didistribusikan ke dalam 96 well plate, kemudian diinkubasi selama
24 jam dalam inkubator 5% CO;. Selanjutnya, ditambahkan larutan uji, kontrol positif dan
negatif dalam berbagai seri konsentrasi. Tiap konsentrasi dibuat replikasi 3 kali. Sumuran
yang tidak mengandung sel, diisi media, sebagai kontrol media. Selanjutnya diinkubasi
kembali 24 jam. Pada akhir inkubasi, tiap sumuran ditambah MTT kadar 0.5 mg/mL
sebanyak 100 pl. Inkubasi dilanjutkan selama 3 jam, kemudian reaksi MTT dihentikan
dengan menambahKan 100 ul SDS 10% dalam 0,01 N HCI untuk tiap lubang. Microplate
dibungkus dengan kertas dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C.

Sel yang hidup akan mengkonversikan MTT menjadi formazan yang berwarna biru tua.
Serapan dibaca dengan Elisa Readerpada A = 595 nm. Dengan analisis probit didapatkan
nilai [Cso dari senyawa uji dan senyawa pembanding *'.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Interaksi reseptor EGFR (IM17) dengan ligan (senyawa 4-CI-BFKT) pada cavity .1
ditunjukkan pada Gambar 1 yang diperoleh dari MVD 5.5. Nilai RS menggambarkan
aktivitas obat secara in silico. Berdasarkan hasil uji in silico (Tabel 1) diperoleh nilai RS 4-
CI-BFKT : -77.1318, RS BFKT : -76.9757.dan RS HU : -38.4495. Semakin kecil nilai RS
- maka menunjukkan ikatan obat-reseptor yang dihasilkan semakin stabil, sehingga diprediksi
aktivitasnya akan semakin besar”*. Diprediksi aktivitas 4-CI-BFKT lebih baik dari senyawa °

induk (BFKT) dan senyawa pembanding (HU).
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Jumlah dan jenis-jenis asam amino yang berikatan dengan senyawa 4-CI-BFKT, BFKT dan
HU terdapat pada Tabel 2 dan Gambar 2, yang diperoleh juga dari program MVD 5.5.
Berdasarkan ikatan obat dengan asam amino, semakin banyak jumlah ikatan hidrogen dan
ikatan sterik (Van der Waals dan Hidrofobik), diprediksi bahwa ikatan antara obat dan
reseptor akan semakin stabil. Jumlah ikatan 4-CI-BFKT dengan asam amino yang paling
banyak (Tabel 2), diprediksi aktivitasnya lebih baik dari BFKT dan HU.

Mekanisme reaksi substitusi nukleofilik asil pada reaksi sintesis 4-CI-BFKT terdapat pada
Gambar 3. Senyawa baru N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida disintesis dari 4-
klorobenzoil klorida dengan N-fenilltiourea dalam satu tahap. Senyawa hasil sintesis berupa
kristal kuning muda kilap dan . tidak larut dalam air. Struktur senyawa hasil sintesis
diidentifikasi dengan spektroskopi IR, 'H-NMR,"*C-NMR, HRMS dan hasil analisis struktur
senyawa 4-CI-BFKT terdapat pada Tabel 3.

Hasil uji sitotoksik senyawa 4-CI-BFKT pada sel kanker MCF-7 dan sel normal Vero
terdapat pada Tabel 4, Tabel 5 dan Tabel 6. Nilai ICso senyawa 4-CI-BFKT : 0.53 mM
delapan belas kali lebih aktif dari HU: 9.76 mM dan tidak toksik pada sel normal Vero ICso:
76.10 mM. Aktivitas antikanker senyawa 4-CI-BFKT lebih poten dari senyawa HU secara
in silico dan in vitro dan sebagai kandidat obat antikanker payudara baru.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa senyawa baru turunan N-(fenilkarbamotioil)—
benzamida, yaitu senyawa N-(fenilkarbamotioil)- 4- klorobenzamida menunjukkan aktivitas
antikanker secara in silico dan in vitro lebih poten dari obat antikanker hidroksiurea. Nilai
ICsoN~(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida adalah 0,53 mM lebih aktif dari Hidroksiurea
9.76 mM. Diprediksi aktivitas senyawa baru ini bersifat sel target, karena mempunyai efek
toksik pada sel kanker dan tidak toksik pada sel normal Vero (ICso=76.10 mM).

Senyawa N-(fenilkarbamotioil)-4-klorobenzamida telah disintesis dan sangat potensial
sebagai agen antikanker terhadap garis sel karsinoma payudara manusia (sel MCF-7).
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(a) (b)
Gambar 1. Preparasi protein (a) Reseptor EGFR(1M17) (b) lubang terpilih (sesuai tanda
panah) pada reseptor EGFR yaitu tempat ligan berinteraksi (cavity 1).

BFKT ~ (b) 4-CI-BFKT (c) HU

Gambar 2. Gambar 2D menunjukkan ikatan hidrogen (garis putus-putus biru) dan interaksi
sterik (garis putus-putus merah) senyawa BFKT (a) 4-CI-BFKT (b) HU (c) dengan asam
amino di tempat pengikatan EGFR.

] Eliminasi

g 3 D
N~ N + HCI
YN

R= 4-Cli

Gambar 3. Mekanisme reaksi pada sintesis 4-CI-BFKT
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Tabel 1. Hasil perolehan nilai docking yaitu nilai Rerank Score (RS)
RS( kode PDB 1M17)

Senyawa

(kkal/mol)
BFKT -76.9757
4-C-BFKT -77.1318

HU -38.4495

Tabel 2. Asam-asam amino dan ikatan kimia yang terlibat pada proses interaksi
senyawa BFKT, 4-CI-BFKT dan HU dengan EGFR (1M17)

Asam Amino
Senyawa Val 702 Lys 721 Leu 764 Thr 766
BFKT - - - 65
4-CLBFKT . 1S 28 1S 48
HU - " . . 1H

Keterangan : H = ikatan Hidrogen dan S: ikatan Sterik (Van der Waals dan Hidrofobik)

Tabel 3. Spektra IR, ’f{-NMR, BC-NMR dan HRMS Senyawa 4-CI-BFKT
Konfirmasi Hasil

Spektrum IR : v (cm™) dalam pelet KBr 1667 (C=0 amida) ; 1667 dan 1482 (C=C
‘ Aromatis); 3333 dan 1593 (NH strech
amida sekunder); 1092 dan 831 (C=S)

Spektrum 'H-NMR § 7.24 (t, J=7.2 Hz, 1H, Ar-H); 8 7.39 t,

. J=7.2 Hz, 2H,Ar-H); 5 7.58 (d, J=8.4, 2H,
500 MHz : § (ppm) dalam pelarut Ar-H): 5 7.65 (d, J=7.2 Hz, 2H, Ar-H): 8

DMSO-D6 _ 7.96 (d, J=8.4 Hz, 2H, Ar-H); § 11.63 (s,
1H, O=C-NH-C=8); § 12.47 (s, 1H, S=C-

NH-Ar)
'spektmm BC-NMR 6 124.87 (2C, Ar); & 126.90 (2C, Ar); &

_ 126.90 (IC, Ar), & 129.05 (2C, Ar); &
125 MHz -
e § (ppetjdabanpelami 129.22 (2C, Ar); § 131.22 (IC, Ar); &

DMSO-D6 : ' 131.57 (1C, Ar); & 138.51 (1C, Ar); &
‘ 167.78 (1C, C=0); 8 179.54 (1C, C=5)

Spektrum Massa (m/e) dalam pelarut HRMS (m/z) CisHioN2OSCl teramati
DMSO-D6 ‘ untuk (M-H) = 289.0204 dan terhitung =
o ' 289.0202. 6 m/z = 0.0002 < 0.005.
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Tabel 4. Aktivitas Sitotoksik Senyawa 4-CI-BFKT terhadap Sel Kanker MCF-7

Konsentrasi Sel Hidup ICso
Absorbansi

(ng/mL) (%) (mM)

6.25 0.466 81

12.50 0.459 80

25 0.455 79

50 0.428 73 0.53

100 0.361 57

200 0.279 38

Kontrol Sel 0.546 100

Tabel 5. Aktivitas Sitotoksik Senyawa HU terhadap Sel Kanker MCF-7

Konsentrasi Sel Hidup ICso
Absorbansi

(ng/mL) (%) (mM)

31.25 0.579 92

62.5 . 0.564 89

125 0.492 ™

250 0.489 74 9.76

500 0.380 53

1000 0.345 46

Kontrol Sel 0.618. 100

Tabel 6. Aktivitas Sitotoksik Senyawa 4-CI-BFKT terhadap Sel Normal Vero

Konsentrasi P Sel Hidup ICso
(ng/mL) (%) (mM)
31.25 0.199 99

- 62.5 0.199 99
125 0.194 95
250 0.190 92 76.10
500 0.190 92
1000 0.183 86
Kontrol Sel 0.200 100
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