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Abstract
The novel compounds of 2-hydroxynicotingl serine methy! octanovl ester (NSMOE) and 2-
hvdroxynicotindd ociylamide (NOA) were synthesized by modifving of the UK-34 known u compound
hinlogically active ro inhibit bacterial and cancer cells growrh. Syntheses of these two compounds
werg carried out in two-step reactions for the first compound and one step reaction for the second
campound. The synthesis of NSMOE started by amidation reaction between L-serine methy! ester and
2-hvdroxynicotinic acid vielded 87.8% of 2-hydroxynicotingl serine methyl ester, which was further
exierified with octanoic acid yielded 74.53% of NSMOE. Overall vield of NSMOE was 63.4%. NOA was
synthesized by amidation reaction between 2-fvdroxcynicotinie acid and octvlamin yielded 76.1% of
the product. The compound were confirmed by a Fourier transformed infrared spectrometry, liguid
chromatography mass speciroscopy, and nuclear magnetic resonance specirometry. In vitro test fo
breast cancer T470 celly demonstrated that the inhibition to growth of cancer cells with the IC, for
NEMOE, and NOA were 319, and 4.67 gg/mL, respectively. The IC values indicated that the synthesis

praoducts were sufficiently potenitial for breast cancer T47D treaiment,
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PENDAHULUAN

Banyak upaya telah dilakukan untuk mengatasi
penyakit kanker, salah satu di antaranya adalah mencari
sumber obat baru. Salah satu upaya penemuan obat baru
yang lebih disukai dan banyak dilakukan dalam dunia
penelitian adalah pengembangan senvawa aktif atau obat
melalui modifikasi struktur senyawa yang telah diketahui
aktivitasnya dalam menghambat pertumbuhan sel kanker,
untuk mendapatkan senyawa baru dengan mempunyai
aktivitas lebih tinggi. Modifikasi molekul mempunyai
beberapa keuntungan sebagai berikut: senyawa homolog
ataw analog kemungkinan besar mempunyai sifat
farmakologis vang sama dengan senyawa induk,
kemungkinan produk yvang dihasilkan mempunyai aktivitas
farmekologis yvang lebih besar, data yang diperoleh dapat
menjelaskan hubungan struktur dan aktivitas, metode
simtests dan uji hayati vang digunakan sama sehingga
menghemat waktu dan biava, dan produksi obat baru
menjadi lebih murah, Modifikasi struktur atau membuat
sepyawa analog yang lebih sederhana banyak dilakukan
karena selain lebih cepat. juza lebih murah (1),

Senyawa UK-3A telah berhasil diisolasi dari
miselivm Streptomyces sp. 517-02 dan diketahui
mempunyal aktivitas sebagal antibiotik, antifungal, dan
antikanker. Senyawa UK-3A mempunyai aktivitas dalam
menghambat pertumbuhban sel kanker, salah satunya

adalah sel kanker leukemia murin P-388 dengan nilai IC_
38 ug/mL. Pada penelitian sebelumnya telah ditunjukkan
bahwa gugns hidroksil (-0OH), gugus amida (-CONH) dan
pugus dilakton merupakan gugus yang menunjukkan
aktivitas menghambat pertumbuhan bakteri dan sel kanker
(2. Hal ini mendorong perlunya penelitian untuk
mensintesis senyawa analog UK-3A vang memiliki
aktivitas tinggi sebagai antikanker dengan cara
memodifikasi gugus aktif pada senyawa induk UK-3A
(Gambar ).

Struktur senyawa UK-3 A telah dimodifikasi dan
menghasilkan beberapa senyawa analog baru. Apalog
senyawa UK-3A tersebut belum mempunyai aktivitas
dalam menghambat pertumbuhan sel kanker leukemia
murin P-388 vang optimum. Sampai tahun 2009, pada
penelitian senyawa analog UK-3 A tercatat aktivitas dalam
menghambat pertumbuhan sel kanker leukemia murin P-
388 vang paling baik didapatkan pada senyawa analog
UK-3A, yaiu senyvawa 3-hidroksilpikolinil serin metil
oktanoil ester (PSMOE) dengan aktivitas tersebul sebesar
IC, 154 pg/mL (4) dan senyawa 3-hidroksipikelinil
oktilamida {POA) dengan aktivitas sebesar 1C_ 13,2 pg/
mL (5). Pada penelitian ini dicoba dilakukan modifikasi
strukinr PSMOE dan POA depngan menggantikan
substituen pikolinil dengan substituen nikotinil sehingga
akan terjadi perbedaan posisi gugus aktil hidroksil dan
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Gambar 1. Struktur Senyawa Antimisin A; dan Senyawa UK 2A dan UK 3A (3)

diuji aktivitas keduanya dalam menghambat pertumbuhan
sel kanker payudara T47D.

Sintesis senyawa 2-hidroksinikotinil serin metil
oktanoil ester (NSMOE) pada penclitian ini dilakukan
dengan dua tahap sintesis (Gambar 2} dan sintesis
senyawa 2-hidroksinikotinil oktil amida (NOA ) dilakukan
satu tahap sintesis (Gambar 3},

METODE
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain spektrofotometer inframerah (FT-1R) Perkin
Elmer, FTI-MNME JEQL 500 Mz, spektrometri massa (LC-
MS), dan seperanghat alat refluks. Bahan yang digunakan
antara lain asam 2-hidroksinikotinat, L-serin metil ester,
asam oktanoat, oktilamina, DCC, DMAFP, sel kanker T47D,
media EAGLE, serum fefaf bovine.

Cara Penelitian
Sintesis NSMOE dan NOA

Senyawa MSMLE disintesis dengan menyediakan
labu bulat dua leher, kemudian diisi dengan 2-
hidroksinikotimat 8 mmol, aktivator DOC 4.4 mol, dan katalis
DMAP 0.8 mmol. Ke dalam labu ditambahkan L-serin metil
ester 4 mmol dan ditambah 10 mL pelarut Kloroform
kemudian reaksi dilakukan pada subu 33°C selama 24 jam
{6). Selama reaksi berlangsung, larutan diperiksa secara
kualitatif menggunakan kromatograli lapis tipis silica gel
{(KLT) dengan fase gerak s-diklorometana:metanol 10%
untuk memantau hasil senyawa yang terbentuk.

Ke dalam hasil reaksi ditambahkan senyawa
magnesium sulfat anhidrat untuk menghilangkan air
sebagai reaksi samping, kemudian disaring dan sisa pelarut
CHCI, divapkan. Produk dimurnikan dengan kromatografi
kolom dengan fase diam silika gel dan fase gerak »-
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2-hidroksinikoting serin metil oktanocil ester (NSMOE)

Gambar 2. Sintesis Senvawa 2-hidroksinikotinil Serin Metil Oktanoil Ester

{(NSMOE). Pereaksi dan Kondisi Reaksi: (1) DCC, DMAP, CHCl,;, 557°C Selama
24 Jam; (b) DOC, DMAP, CHCIy, Suhu Kamar Selama 4 Jam
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Gambar 3. Sintesis Senyawa 2-hidroksiniketinil Oktilamida (NOA). Pereaksi
dan Kondisi Reaksi: (a) DCC, DMAP, CHCl;, 55°C Selama 24 Jam

diklorometana : metanol secara bergradien. Senyawa hasil
2-hidroksinikotinil serin metil ester (NSME) yang terbentuk
diidentifikasi dengan KLT, spektrofotometer FT-1R, LC-
MS, "H-NMR, dan "C-NMR,

Senyawa NSMOE disintesis dengan cara
mereaksikan 2-hidroksinikotinil metil ester 0.4 mmol denggn
asam oktanoat 2 mmol menggunakan aktivator DCC 2 mmol
dan katalis DMAP 0,05 mmol dalam pelarut CHCI, pada
suhu ruang selama 4 jam. Rendemen sintesis dihitung
berdasarkan nisbah terhadap hasil teoretis.

Senyvawa NOA disintesis dengan menvediakan
labu bulat dua leher, kemudian dengan asam-2-
hidroksinikotinat 4 mmol, aktivator DOC 4.4 mmol, dan
katalis DMAP (.4 mol. Ke dalam labu ditambahkan
oktilamina 4.2 mmo ditambah 10 mL pelarut kloroform
kemudian reaksi dilakukan pada suhu 55°C selama 24 jam
(6} Svlama reaksi berlangsung, larutan diperiksa secara
kualitatif’ menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)
dengan fase gerak n-diklorometana:metanol 1{% untuk
mendeteksi hasil senyawa yang terbentuk.

Magnesium sullat anhidrat ditambahkan untuk
menghilangkan air sebagai reaksi samping, kemudian
disaring dan sisa pelarut CHCI, divapkan. Pemurnian
dilakukan dengan kromatograli kolom dengan fase diam
silika gel dan fase gerak a-diklorometana:metanol secara
bergradien. Senyawa hasil 2-hidroksinikotinil oktilamin
vang terbentuk  diidentifikasi  dengan  KLT,
spektrofotometer F1-IR, LC-MS, "TH-NMR dan "C-NMR.
Rerdemen sintesis dihitung berdasarkan nisbah terhadap
hasil teoretis,

Identifikasi Senyawa Hasil Sintesis

Spektrum F1-1R dari senyawa hasil reaksi diukur

dalam bentuk pelet KBr dengan menggunakan

spektrofotometer Perkin Elmer. Spektrum NMR diukur
menggunakan instrurnen JEOL 500 MHz. Nilai geseran
kimia () sinval diukur dalam satuan ppm. Pengukuran pada
'H-NMR menggunakan pelarut CDCI,, CD,0D, dan
sebagai standar internal digunakan tetrametilsilana ( 1TM3)
pada & 0,0.

Kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan
menggunakan pelat silika gel Merck GF,, dengan tebal
0,25 mm, Identifikasi spot KLT menggunakan lampu UY
pada panjang gelombang 254 dan 366 nin. Kromatografi
kolom dilakukan menggunakan silika gel Merck dengan
ukuran 70-230 mesh.

Uji Aktivitas Antikanker secara in vitro terhadap Sel
Kanker Payudara T47D

Aktivitas senyawa analog UK-3A diuji terhadap dun
senyawa hasil sintesis, yaitu NSMOE dan NOA. Kedua
senyawa diuji sebagai antikanker sccara fn vitro terhadap
sel kanker payudara T47D. Aktivitas sitotoksik ini diuji
dengan metode MTT (3-(4,5-dimetiltiazo-2-il-)2,5-
difeniltetrazolium bromida. Metode ini diawali dengan
inokulasi sel dengan juinlah 3 x 10° sel/mlL dalam media
RPMI 1640 yang dilengkapi fetal bovine serum (FBS), pada
90 lubang microplare. Setelah mokulasi ditambahkan
sampel NSMOE atau NOA masing-masing dengan ragam
konsentrasi 0,13 0.3; 1; 35 10; 30; dan 100 pg/mlL. Sebagai
kontrol positif digunakan senyawa antikanker cisplatin
dengan ragam konsentrasi vang sama. Setelah 48 jam dari
penambahan sumpel ditambahkan pereaksi MTT dan sel
diinokulasi kembali. Serelah 4 jam ditambahkan larutan
penghenti untuk menghentikan reaksi MTT. Prinsip
pengujian didasarkan pada pengukuran intensitas warna
yang lerjadi sebagai hasil metabolisme pada sel hidup,
Craram MTT {34, S-dimetiltiazo-2-il- 2. 5-difeniltetrazolium

Tabel 1. Geseran Kimia (8 ppm) Spektrum 'H-NMR (500 MHz) dan "C-NMR (125 MHz)
untuk Senyawa NSME (CD:0D)

Geseran Kimia (8, J dalam Hz)

CII!-I Fa—— i L
"H-NM R HeNMR
37 3,78 (5. 3H) - 53,16
1 d 173,00
' 4,70 (m, 1H,./=37:73) 56,51
3 4,00 (eld, IH, J=3.7: 11} 63,08
390, IH, J=3.7:11)

CONH 10,62 (4 1H, /=73 166,06
2 g 166,15
3 i 121,53
4 8,49 (dd, \HJ=2.5:7.4) 140.68
5 6.5 (L IH, =74 108,28
& 7.7 {dd, IHS=2.56.1) 146,35
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bromida) yang ditambahkan pada media. akan direduksi
oleh mitokondrial dehidrogenase menjadi formazan (zat
warna ungu) (7). Jumlah sel hidup dan sel mati dihitung
berdasarkan pengukuran rapatan optis (OD)
menggunakan micraplate reader pada panjang gelombang
550 nm dan 600 nm. Besarnya intensitas larutan sebanding
dengan jumlah sel hidup.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil reaksi sintesis NSME yang diperoleh
berupa larutan tidak berwarna bercampur dengan padatan
putih disikloheksilurea (DCLU). DCU merupakan hasil
samping dari penggunaan aktivator DCC. Pemisahan hasil
reaksi dari DCU dipisahkan dengan penyaringan dan
pemurnian secara kromatografl. Filrat yang dihasilkan
kemudian dibebaskan dari pelarut menggunakan
evaporator putar. Hasil pengukuran menggunakan LC-MS
(liguid chromatography mass spectroscopy) terhadap
senyawa NSME menghasilkan 2 puncak dengan | puncak
dominan vang muncul pada waktu retensi 1,61 menit (T1.6)
dengan luas area 6053,5. Hal ini dibuktikan dari nilai bobot
molekul (=) sehesar 240,23 g/mol (M + H=24123 p/mol)
yang merupakan bobot molekul senyawa NSME. Spektrum
hasil analisis senvawa NSME menggunakan spektrometer
IH-NMR dan “"C-NMR telah menunjukkan adanya gugus
nikotinil dan telah terbentuknya ikatan amida. Hal tersebut
dapat ditunjukkan dalam Tabel I dan menggunakan
panduan Gambar 4.

Senyawa NSMOE berupa larutan berwarmna jermh.
Larutan ini dikeringkan menggunakan evaporator putar,
kemudian dilarutkan dalam diklorometana. Larutan ini
hercampur dengan padatan putih DCU. DCU dipisahkan
dengan penyaringan. Filtrat ditambah dengan magnesium
sulfut anhidrat untuk menyerap air yang mungkin masih

tersisa guna menghindari hidrolisis produk. Produk
dipisahkan dengan MgS0, dengan penyaringan. Filtrat
yang diperoleh dikeringkan dan pemurnian dilakukan
denpan kromatografi kolom silika gel. Fase diam yang
digunakan adalah silika gel dan fase gerak n-
diklorometana : metanol secara gradien. Kolom
kromatografi dilakukan untuk memurnikan produk dari sisa
pereaksi NSME, sisa asam, dan DCU, Senyawa NSMOE
yang dihasilkan seperti-minyak (eily) berwamna kuning,
Hasil analisis LC-MS senyawa NSMOE menunjukkan
adanya satu puncak dominan yang muncul pada
kromatogram. Puncak ini muncul pada waktu retensi 2,72
menit {T2,7} dengan area 64489598 yang merupakan
produk senyawa NSMOE. Hal ini dibuktikan dari nilai
hobot molekul (m/5) sebesar 366,12 g/mol {M + H=367,12
g/mol) yang merupakan bobot molekul NSMOE, muncul
pada serapan spektroskopi massa. Spektrum hasil analisis
senyawa NSMOE menggunakan spektrometer "H-NMR
dan YC-NMR telah menunjukkan telah terbentuknya
ikatan ester dan adanya pertambahan panjang rantai
samping. Hal tersebut dapat ditunjukkan dalam Tabel 1l
dan menggunakan panduan Gambar 5.

MOA hasil sintesis berupa larutan tidak berwarna
bercampur dengan kristal putih DCU. DCU merupakan
hasil samping dari penggunaan aktivator DCC. DCU
dipisahkan dengan penyaringan dan pemurnian secars
kromatografi. Filtrat yang dihasilkan kemudian dibebaskan
dari pelarut menggunakan evaporator putar, LC-MS NOA
menunjukkan 2 puncak dengan | puncak dominan yang
muncul pada waktu retensi 2.16 menit (12, 1) dengan area
40093, 1. Hal ini dibuktikan dari nilai bobot molekul {m/z)
sebesar 250,30 g/mol (M + H = 251,31 g/mol) yang
merupakan bobot molekul NOA. Spektrum hasil analisis
senyawa NSME menggunakan spektrometer 'H-NMR dan

Gambar 6. Struktur Senyawa 2-hidroksinikotinil Oktilamida (NOA)
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Tabel I1. Geseran Kimia (5, ppm) Spektrum 'H-NMR (500 MHz) dan "“C-NMR (125
MHz) Senyawa NSMOE (CDCl;)

Geseran Kimia (8, S dalam Hz)

C/H e N . -
'"H-NMR YC-NMR
1" e N 173,62
b El 2,32 (r,2H, J=73) 34,23
3" 1,59 (m,2H, J=73) 25,09
4" 1,27 2918
53" 1,27 (m, 8H,J=73) 2007
6" 1,27 31.80
il 1,27 22,75
g" 084 (L 3H, /=73 14,22
1 3.79 {5, 3H) 52,03
& = 170,13
27 5,03 (m, 1H, J=3,7;74) 51,34
an 4.54 (dd. 1H, J=43: 11,8) 63,49
4.56 (dd, 1H, J=43:11,6)

CONH 10,27 (d 1 H,J=T7.4) 163,73
2 - 164,22
3 - 120,91
4 .61 (dd, 1H,.J=24;73) 138.51
5 6,58 (t, 1H, S = 6,7) 108,20
6 7.69 (m, 1H, S=1,9:8.8) [45,89

FC-NMR telah menunjukkan adanya gugus nikotinil dan
telah terbentuknya ikatan amida. Hal tersebut dapat
ditunjukkan dalam Tabel 3 dan menggunakan panduan
Gambar &,

Senyawa MSMOE dan NOA menunjukkan
adanya aktivitas dalam menghambat pertumbuhan sel
kanker payudara T470. Hasil wji aktivitas NSMOE dan
NMOA dalam menghambat pertumbuhan sel kanker
payudara T47D ditunjukkan pada Tabel 5. Senyawa
NSMOE memberikan hasil yang lebih baik daripada
senyawa NOA. Hal tersebut dtunjukkan dengan
rendahnya nilai 1C, ) NSMOE dan NOA, vaitu 3,19 dan
4,67 pa/ml.. Akan tetapi, aktivitas NSMOE dan NOA dalam

menghambal pertumbuhan sel kanker ini masih lebih
rendah dibandingkan senyawa cis-platin scbagai kontrol
positif dengan nilai IC_, = 1,09 pg/mL. Milai log P juga
ditentukan untuk melihat pengaruh perbedaan nilai
lipofilisitas/hidrofobisitas senyawa hasil sintesis pada uji
aktivitas antikanker. Korelasi antara persentase viabilitas
dan log konsentrasi senyawa NSMOE dan NOA dapat
dilihar pada Gambar 7 dan 8.

Log P (lipofilisitas/hidrofobisitas) merupakan
koeflisien partisi senyawa yang diukur berdasarkan nisbah
kelarutan zat pada pelarut n-oktanol dan air. Log P
merupakan suatu parameter krusial yang menentukan
kemampuan senyawa/obat menembus membran sel dan

Tabel 1L Data Geseran Kimia (5, ppm) Spekirum 'H-NMR (500 MHz) dan “C-NMR (125
MHz) untuk Senyawa NOA (CDCly)

Gieseran Kimia (8, ./ dalam Hz}

C/H -
"H-NMR Be.NMR
N ' 960(d IH,J=8) -
7 3,46 (g, 2H,J =74) 19,69
3t 1,61 (dr, 2H,J=7.4) 31,99
4’ 1,32 27,31
i
6 :E (m, 8H, /=16,8) 29,45
7 1,32 34,03
g 1,63 (m, 2H, J = 7,4) 22,82
g’ 0,88 (£, 3H, J = 7.4) 14,27
-CONH S 163,70
2 4 164,13
3 4 121,95
4 8,63 (dd, 1H, J=2,5; 7,4) 137,44
3 6,55 (t, 1H, J=17,3) 107,99
6 7,54 (dd, 111, J = 2.4; 6,7) 163,70
2-0H 12,68 (5, 1H) z
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Gambar 7. Kurva Regresi Sitotoksisitas Senyaw a NSMOE

Tabel IV, Hasil Uji Sitotoksisitas (1Cs0) dan Nilai Log P
Senyawa Analog UK-3A terhadap Sel Kanker Payudara

T47D
Senyawa Log P ICy; T47D ( pg/ml)
WSMOE [,49 319
WA 250 4,67
Cis platin 1,09

berinteraksi dengan target. Hal ini juga sesuai dengan
salah satu faktor pada lima aturan Lipinski yang juga
mensyaratkan nilai log P < 5 karena berhubungan pada
kemampuan senyawa/obat untuk melarut dan menembus
membran sel. Perubahan vang dilakukan terhadap struktur
pada senyawa/obat akan memberikan pengaruh yang
signifikan pada nilai log P dan juga pada aktivitas
hayatinya (8, 9). Nilai log P senyawa NSMOE dan NOA
adalah 1,49 dan 2,50, Dari hasil nilai log P tersebut
menunjukkan kemungkinan nilai log P MSMOE mendekati
nilai log P optimum karena senyawa obat yang mendekati
nilai log P optimum vang dapat memberikan aktivitas yang
lebih baik ( 10).

KESIMPULAN

Sintesis senyawa 2-hidroksinikotinil serin metil
oktanoil ester (NSMOE) menghasilkan rendemen
keseluruhan masih <70%, yaitu 65,4% sedangkan 2-
hidroksinikotinil oktilamida (NOA) menghasilkan
rendemen yang cukup baik = 70%, yaitu 76,1%.

Uji penghambatan pertumbuhan sel kanker
payudara 470 menghasilkan IC, untuk senyawa NSMOE
dan NOA masing-masing 3,19 pg/mL dan 4,67 pg/mL. Nilai
IC,, ini menunjukkan bahwa aktivitas kedua senyawa
berbeda, senyawa NSMOE menghasilkan aktivitas yang
lebih  akuif dibandingkan senyawa NOA dan senyawa
NSMOE berpotensi sebagai antikanker terhadap sel kanker
payudara T47D.
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Gambar 8. Kurva Regresi Sitotoksisitas Senyaws NOA
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