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SINTESIS, UJT AKTIVITAS SITOTOKSIK IN FITRO
DAN MOLECULAR DOCKING SENYAWA
1(4-KLOROBENZOIL)-1, 3-DIMETILUREA

SYNTHESIS, IN VITRO CYTOTOXIC ACTIVITY AND MOLECULAR
DOCKING OF I-BENZOYL-1, 3-DIMETHYLUREA

Dian Agung Pangaribowo”, Siswandono™ dan Bambang Tri Purwanto”

"Fakultas Fermasi Universitas Jember, JI. Kalimantan ['2 Kampus Tegalbato Jember 68121
“Fakultas Farmasi Universitas Airlanggn, JL. Dharmawangsa Dalam Surabava 60286

Email: ngung pangaribowo@gmail.com

Drerimea = 3 Maret 2004, Bevisi : 14 Marer 2004, Dizetigui 2 25 Maver 2004

ABSTRAK

Senvawa  |-{4-klorobenzoil)-1,3-dimetilures  telak
Srwmcang,  disintedis, diidentifikesi stroktur, dan diuji
psves sitotokslk secara in wimo, Simulesi  docking
Sisireen denean mempostsikan senyaws ke dalam sisi aktif
resepior Checkpoind knave | (Chkl) unhuk menentuksn
ol pengikatan ligan reseptor. Sintexis 1-{4-klorobenzoil)-
S-mmenburea dilakukan lewst reaksi asilasi antara 1,3-
S—etlures dan 4-klorobenzoil kloride. Kemumian produk
sme| smtesis ditentukan dengan metode Kromatografi Lapis
Tz (KLT).Identifikasi strukmur dilakukan dengan
permeiviometer UV, FT-IR dan spekirometer NME. Hasgil
o emiproliferaiifl menunjukkan babiwn senvawa 1+(4-
phoromenroili-1, 3-dimetiluren memiliki aktivitas sitodoksik
eracdap sl Helo vang lebih baik dibandingkan dengan
pomtrol positif vaitu hidroksiores. Senvawa 1-{4-
porchenzoll -1 3-dimetilures dedgan potensi - aktivitas
smoteirnik ind dapat menjadi agen antikanker vang potensial,

s kmmci l-i4-klorobenzoil)-1,3-dimetilures, mofecwlar
dacking, sintesis, aktvites sstotoksik, hidrokaiores

ABSTRACT

4 movel [-{d-chlprobenzovi)-1, 3-dimethylures has
Sewm devigmed, yvithesired, siructurally determined, and the
= s cvroraric aotivify was evaluated, Docking simulation
wa perormed 1o pogition this compoind into the Checkpoint
Emane | (Chicl | active site to determine the probable binding
moce.  Swmihesis of I-{d-chiorobenzop)-1, 3-dimethylurea
wzs complered by acplation reaction between [.3-
Emeorviwres and d-chiprobenzoyl ehiforide, The purity of
meskesized product was determined by Thin Layer
_r'n..-ag'r.:pm Structure identification was performed by
LF spectrophoiomeler, FI-IR and . NME
fnc=enlferaiive  assay resull  demonsirated .ﬁ::r.r this

sompeend potiesied good cvioloxds gotivity agalnst Hela
selly which ir comparable to the posifive conirol,

hydroxpurea, Thiz compound with potent cyfotoxic activity

wiight be a potential anticancer agent.
Kaowords @ [I-fd-chlorobenzopl)-1, 3-dim mplecular
PENDAHULUAN

Kanker merupakan permasalahan keschatan
masyarakat yang utama di Indonesia dan negara lain di
dunia. Sebagai negara berkembang, prevalensi penyakit
tumor/kanker di Indonesia adalah 1.4 per 1,000
penduduk. Kanker mermupakan penyebab kemntian
nomor 7 setelah strok, tuberkulosis, hipertensi, ceders,
perinatal, dan Diabetes Mellitus" Pada tahun 2012
terdapat 1.638.910 kasus kanker baru di Amerika
577.190%,

Beberapa penelitian telah dilakukan pada
dkk™ mensintesis 14 senyawa baru turunan fenilurea.
Diantara semyawa analog tersebut, senyawa dengan
gugus bromoasetil pada posisi N' menunjukkan
aktivitas terhadap delapan jenis sel tumor dengan nilai
IC,, berkisar antara 0,38 sampai 4,07 pM. Saeed, dkk™
dengan gugus benzotiazol. Uji aktivitas antikanker
turunan tiourea tersebut dilakukan dengan
menggunakan sel HeLa dan MCF-7, Dan penclitian
didapatkan nilai IC,, senyawa turunan tiourea dengan
menggunakan sel MCF-7 berkisar antara 18,10-45,72
jM, dan pada sel HeLa nilai IC,, berkisar antara 38,85~
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75,13 uM. Hardjono™ melakukan modifikasi strokeur 1-
{benzoiloksijores dan mencari hubungan kuantitatif
struktor altivitas sitotolsiknys secara in vifro terhadap
sel Hela Strukior semyawa turunan ures dan tiourea
tersebut dapat dilibat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur senyaws {(a) ures, (b) hidroksiurea,
(e tioures {d) 1-(beneoiloksijurea, () fenilurea

Rancangan sintesis dalam penelitian ini adalah
melakukan reaksi asilasi salah satn gugus amina pada
1,3-dimetilurea dengan 4-klorobenzoil klorida dalam
pelarut tetrshidrofuran, dalam suasana base demgan
trietilamin. Prosedur sintesis senyawsa furunan unea ini
mengacy pada reaksi Schotten-Baumann yang telah
il !- Ei le

a
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Gambar 2. Skema sintesis senyvawa |-{4-klorobenzoili-1,
J-dumetilurea™

Uji in silico dilakukan dengan melakukan proses
docking moleku!l kandidat obat terhadap reseptor
melalui simulasi komputer. Docking molekul semyawa
1-{4-klorobenzoil)-1,3-dimetilurea dilakukan terhadap
reseptor Chk| yang dapat diunduh dari Protein Data
Bank. Penentuan aktivitas antikanker turoman 1-(4-
klorobenzoil }-1,3-dimetilurea dilakukan secara in vitro
dengan metode MTT menggunakan sel Hela, sesuai
dengan uji aktivitas antikanker trunan urea pada
penelitian sebelumnya. Penelitian ini bertujuan untuk
mendepatkan senyawa 1-(4-klorobenzoil})-1,3-
dimetilurea dengan aktivitas antikanker yang lebih
besar dibandingkan kontrol positif, yaitu hidroksiurea,

BAHAN DAN METODA

Bahsan

Bahan baku sintesis:1 3-Dimetilurea p.s (Merck), 4-
Klorobenzoilklorida p.s (Aldrich), Temshidrofiran p.a
(Merck), Etanol p.a (Merck), Trietilamin p.a (Merck)

Bahan uji sitotoksik: Reagen MTT [3-(4,5-
dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil tetrezolium bromidal;
Fetal Bovine Serum (FBS); penisilin; streptomisin;
Kultur sel kanker Hela; DMSO (dimetil sulfoksida),
PBS (phosphoric buffer solution); SDS (sodiumdodesil
sulfat.

Peraintan

Uji kemurnian senyawa hasil sintesis
menggunukan plat KLT GF254. Identifikasi gugus
kromofor menggunakan Spektrofotometer UV HP
#452A Idode Array pada kisaran panjang gelombang,
A= 200-400 nm dengan konsentrasi 10 ppm dalam
pelarut etanol. Analisis gugus fungsi menggunaken
Spektrofotometer FT-IR PERKIN ELMER Spectrum
(Jne. Sampel padatan yang digerus bersama KBr
kemudian dibentuk menjadi cakram tipis dan
serapunnya diukur pada daerah infra merah. Konfirmasi
strulctur lebih lanjut ditentukan dengan 'H-NMR. dan
“C-NME.

Metoda sintesis

Pada Iabu alas bulat 250 mL, dicampur 0,08 mol
1,3-dimetilurea dengan 50 mL tetrahidrofuran dan 0,08
mol trietilamin. Tambahkan larutan 4-klorobenzoil
klorida 0,04 mol dalam 15 mL tetrahidrofuran sedikit
demi sedikit sampai habis. Kemudian campuran
direfluks di atas penangas air selama 4 jam. Jika reaksi
dianggap telah selesai, campuran dicuci dengan 100 mi
air sehanyak dua kali, kermudian disaring dengan corong
Buchner. Proses rekristalisasi dilakukesn dengan
menggunakan etanol panas. Knistal vang terbentuk
disaring dengan corong Buchner, dicuci dengan etanol
|0 mL sebanyak dua kali, Kristal dikeringkan dalam
oven pada subu 60°C",

Metoda molecular docking

Molecular docking senyawa 1-{4-klorobenzoil)-
1,3-dimetilurea dilakukan dengan menggunakan
program Molegro Virtual Docker(MVD). Ligan di
docking pada sisi akiif reseptor Checkpoinr kinase 1
(2YWP.pdb). Model pengikatan ligan reseptor dilihat
melahui ikatan Hidrogen ligan reseptor dan nilai Rerank
Score".
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Metoda aji sitotoksik secara in vitro

Kultur sel HeLasgjumlzsh 7 x 107 seliwell
diinokulasikan ke dalam microplate 96 well plate dan
diinkubasi dalam inkubator CO,. Hari kedua dilakukan
penambahan sampel yang diloruikan dalam pelarot
DMSO (dimetil sulfoksida), Sampel dengan
konsentrasi beragam diencerkan dengan penambahan
PBS (phosphoric buffer solution) dengan pH
(7,30=7,65) ditambahkin ke dalam sel dalam
microplate lalu dikocok dan disimpan kembali dalam
mkubator CO,. Setelnh 48 jam, ke dalam sel
ditarnbahkan reagen MTT dan diinkubasi selama 4 jam
untuk selanjutnya ditambahkar SDS dun dikocok
dengan baik. Inkubasi sel dilanjutkan kembali selams
24 jam. Perubshan wama dari MTT kuning menjadi
formazan ungu di dalam mitokondria sel yang masih
dup dapat dikusntifikasi pads panjang gelombang
w=550 om denganMicroplate readsr. Nilai 1C,; dilihat
dan grafik hubungan antara konseuing seoynwa bahan
ot (pg'mL) dengan intenritae larpten dari vinhilitas

i
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HASIL DAN FEMUEAHASAN
Sintesis senvawa 1-(4-kdorobenzoll}-1, 3-dimetilurea

Skermna sintesis senyawa |-(4-klorobenzoil)-1,3-
dimetilurea dapat dilihat pads Gambar 2. Dari reaksi
wrsebut  dihasilkan rendemmen schesar 74,5%. Uj
kemurnmian dengan metode ELT menppunakan tigs
komposisi eluen dengan polatitdis yang  herbeda
dihiasilkan noda tunggal.

Konfirmasi struktur [-{4-klomobenzail)-1,3-
dimetifurea dengan menggunakan spekirom [TV terlihs
behwa terbentuk dua puncak pads d__ 206 nm dan 228
om. Absorbansi pada & 228 nm diksrenslen adanya
deatan rengkap terkonjugasi dari cincin aromatis
{Gambar 3)

i sarlulibRl

Gambur 3. Spektrum UV sempmwn 1-(4-klormbonenili-1,3-
dimetilurendalam polamn edann)

far Docking S I-f-tlombeaznill-{, Fdmerires

+ L Aguag Pasgariboiro, dki

Pada spektrum IR terlihat adanya pita serapan
puda!!ﬂ'ﬂm"}rmgmmjﬂkma&nﬂgugm—ﬂ'ﬂ;
1698 con” dan 1647 cm”' menunjukkan adanya dua
gugns karbonil imida; 1531 cm” menunjukkan adanya
—C=C- aromatis. Terbentuknys dua pita serapan gugus
karbonil -C=0 menunjukkan bahwa senmyawa hasil
satu gugus karbonil -C=0 (Gambar 4).
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Gambar 4. Spektrum IR senyawa 1+{4-kiorobenzoil)-1,3-
dimetifureadalam pelet KBre

Dari spektrum 'H-NMR terlihat dua puncak
singlet pada 2,88 ppm dan 3,14 ppm (a dan b) yang
beragal dari atom H dua gugus metil. Puncak pada 7,32 -
7.42ppm (c) berasal dari atom H cinein aromatis, dan
puncak pads 8,92 ppm (d) berasal dari atom H gugus
~NH (Gambar 5),
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Gambar & Spektrum 'H-NMR senyawa | -{4-klorobencoil)-
1 3=dirnetilurea dengan pelarut kloroform
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Dari spektrum "C-NMR dapat dilihat dua
puncak pada pergeseran kimia 27,18 ppm dan 35,84
ppm (& dan b) vang berasal dani doa atom C gugus metil.
Cinoin aromatis memberikan empat puncak yaitu pada
128,29 ppm; 129,06 ppm; 134,45 ppm; dan 137,05 ppm
(c, d, & dan f). Dua puncak pada perpescran kimia 155,79
ppm dan 173,53 ppm (g dan h} berasal dari dus atom C
gugus knrbonil —C=0 {(Gambar §).

(NS (L5 | 1A}

Kltirofnm ) £l
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Guambar 6, Spekirum "C-NMR semyawe 1-{4-klombenzoil)-
1 3-dimetiluren dalam pelaot klomofonm

Lji sitotoksik in vifre

Metode yang digunakan dalam wji ektivitas
sitotoksik adalah metode MTT™, Prinsip dari metode
MTT adalah terjadinya reduksi garam kuning
tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difemltetrazoliom  bromida) oleh sistem reduktase,
Suksinat tetrazoliom yang termasuk dalam mantai
respirasi dalam mitokondria sel-sel yang hidup
membentuk kristal formazan berwama ungu dan tidak
larut air. Penambahan reagen stopper (bersifal
detergenik) akan melarstken kristal berwarna ini yang
kenudian diukur absorbansinya menggunakan ELISA
reader. Intensitas warna ungn yang terbentuk
proporsional dengan jumlsh sel hidup. Sehingpa jika
intensitas warmna ungue semakin besar, maka berarti
jumlzah sel hidhp semakin banyak.

Hasil uji sitotoksik senyawa 1-{4-klorobenzoil)-
1, 3-dimetilurca dapat dilihat pada Tabel 1. Berdasarkan
nilai IC,, pada tabel 1, dapat disimpulkan senyawa 1-(4-
kiorobenzoil)-1,3-dimetilurea memiliki aktivitas
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sitotoksik yang lebih besar dibandingkan dengan obat
kanker yang telah beredar yaitu hidroksiurea
Tabel 1. Hasil uji sitotoksik senyewa 1-(4-klorobenzoil)-1,3-

dimetiturea den hidroksiures sebagai kontrol positif,
terhadap sel Hela

Mii Sampel Ui I Aptml|
| 4kl erbemyodl 1 t=fmetitoren. 23600 1% = 0 110K = |0 RADSEH
2 Hsroksimren fostrol positd L1002 (Y = N - A AT R0

Molecular docking senyawa 1-(4-kilorobenzoil)-1,3-
dimetilures

Proses docking senyawa 1-{4-klorobenzoil)-1,3-
dimetilorea dilakuksn terhadap reseptor Chkl
menggunakan program MVD. Den proses docking
ligan terhadap reseplor didapatkan data bahwa gugos
ures merupakan farmekofor dan senyaws 1-{4-
klorobenzodl}-1,3-dimetilurea, yang berikatan hidrogen
dengan asam amino Cys 87, Ikatan Hidrogen yang
ditandai dengan garis putus-putus dapat dilihat pada
Gambar 7. Nilai Rerank Score dari seayawa 1-{4-
klorobenzoil}-1,3-dimetilurea  yaitn -64,2016 dan
hidroksiurea scbesar -39,0396. Nilai Rerank
Scoremenggambarkan kestabilan ikatan ligan dan
reseptor. Semakin kecil nilal Reramk Score maka
semakin stabil ikatan obat reseptor. Dan data Rerank
Score dapat disimpulkan bahwa ikatan anfars senyawa
1{4-klorobenzoil }-1,3-dimetilurea dengan reseptor
lebih stabil dibandingkan ikatan hidroksiurea dengan
reseplor.

Gambar 7, Model ikatan antara |-{4-klorobenzoil)-13-
dimetilures denpgan resepior ZYWP,
menghasilkan nilai Rerank Score -64, 2016 dan
membeniuk | ikatan Hidrogen (gans putis-
putus hijau) antars gugus urea dan asam amino
Cyx B7 dengan jarak 2 68 &
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KESIMPULAN

[Dari hasil penelition dapat disimpulken bahwa
semvewa  |-{4-klorobenzoil)-1,3-dimetilurea dapat
Ssmmtesis melalui reaksi asilasi antara 1,3-dimetilurea
der Lilorobenzoil klorida, dan diperoleh rendemen
pehesar 74.5%. Senvawa  1-{4-klorobenzoil)-1,3-
SEmerilurea (1T, = 236,93 pg'mL) memiliki aktivitas
smotoksik terhadap sel Hela yang lebih besar
Shendingkan dengan obat kanker yang telah beredar
vaomu bedroksiures (10, =479,02 pg/ml),
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