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ABSTRACT: The Novel compound of analog UK-3A defined as HF-1 (6-hydroxy-
N-phenylnicotinamide) and HF-2 (6-hydroxy-N-phenylpicolinamide) was
successfully synthesized by amidation reaction of aromatic carboxilyc acids
and primary amine by adding the activator of DCC (dicyclohexylcarbodiimide),
catalyst DMAP (4-dimethyl aminopyridine, and DMSO (dimethyl sulfoxide) as the
solvent. Reaction run for 24 hours in 550C. Result shows yield of HF-1 as much
as 52%, and for HF-2 is 16%. The analogue compounds structure of UK-3A were
characterized by spectrophotometer FT-IR, LCMS, and NMR. Citotoxicity assay
against Murine Leukemia cells of HF-1 and HF-2 by MTT (3-(4,5-dimethylltiazo-
2-yl-) 2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. The result of bioassay showed
IC50 (inhibitory concentration) value 71 ug/mlL and 63 ug/mlL for HF-1 and
HF-2 respectively. It informed that the analogue compounds have lower activity
than UK-3A compound which has IC50 value 38 pug/mL.

Keywords: UK-34, analog UK-34, Anticancer, P388.

ABSTRAK : Senyawa analog UK-3A baru yang didefinisikan sebagai HF-1
(6-hidroksi-N-fenilnikotinamida) dan HF-2 (6-hidroksi-N-fenilpikolinamida)
berhasil disintesis dari reaksi amidasi asam karboksilat aromatik dan amina
primer dengan menambahkan aktivator DCC (disikloheksilkarbodiimida),
katalisator DMAP (4-dimetil amino piridin) dan pelarut yang digunakan adalah
DMSO (dimetil sulfoksida). Reaksi berjalan selama 24 jam dengan pemanasan
550C. Rendemen untuk senyawa HF-1 dihasilkan sebanyak 52%, sedangkan
rendemen untuk senyawa HF-2 sebanyak 16%. Struktur senyawa tersebut
diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FT-IR, LCMS, dan NMR. Uji
sitotoksisitas terhadap sel kanker Murine Leukemia P-388 dilakukan dengan
metode MTT (3-(4,5-dimetiltiazo-2-il-)2,5-difeniltetrazolium bromida),
menunjukkan nilai IC50 (inhibitory concentration) sebesar 71 pg/mL untuk
senyawa HF-1 dan 63 pg/mL untuk senyawa HF-2. Hal ini menunjukkan
senyawa analog yang disintesis memiliki aktivitas yang lebih rendah daripada
senyawa UK-3A yang memiliki nilai IC50 sebesar 38 pg/mL.

Kata kunci: UK-3A4, analog UK-3A, Antikanker, P388.
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PENDAHULUAN

UK-3A telah diisolasi dari Streptomyces sp.
517-02 sebagai komponen minor [1,2,3]. Senyawa
UK-3A ini memiliki aktivitas penghambatan yang
tinggi terhadap pertumbuhan jamur, bakteri, dan
sel kanker [2,3,4-7]. Aktivitas antikanker dari
senyawa antibiotik UK-3A telah terbukti memiliki
daya sitotoksik terhadap pertumbuhan sel kanker
Murine leukemia P388 di mana nilai IC50 sebesar
38 pg/mL secara in-vitro [4,5]. Senyawa UK-
3A memiliki kemiripan struktur dengan senyawa
Antimisin A3 vang telah dikenal sebagai antibiotika
dan bekerja scbagai inhibitor rantai respirasi
mitokondria sehingga tidak terjadi konversi energi
untuk kelangsungan hidupnya [8]. Kedua struktur
ditunjukkan pada gambar 1.
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Gambar 1. Struktur molekul UK-3A dan
kemiripan struktur terhadap
antimisin A3

Sintesis senyawa UK-3A memerlukan beberapa
bahan baku dengan rute reaksi yang cukup panjang
schingga memerlukan pembiayaan yang kurang
ckonomis [9]. Untuk memperoleh senyawa analog
UK-3A dilakukan suatu rancangan dalam struktur
UK-3A dengan cara teknik modifikasi gugus fungsi.

Senyawa analog yaitu senyawa yang dibuat
berdasarkan seyawa induk yang telah ditemukan
memiliki aktivitas biologi. Ada dua alasan penting
disintesisnya senyawa analog ini, yang pertama,
sebagai studi identifikasi gugus fungsi vang penting
dalam menjelaskan mekanisme pengikatan senyawa
Kedua,
keuntungan dalam pengembangan obat bahwa

induk dengan targetnya. mempunyai

aktivitas senyawa induk dapat diperbaiki dan
mengurangi munculnya efek samping. Sintesis
reaksi
seminimal mungkin dan menggunakan berbagai
reaktan
senyawa analog berbeda dapat disintesis [10].

Hasil
modifikasi gugus aktif diharapkan mempunyai

senyawa analog mempunyai tahapan

macam schingga scbanyak mungkin

sintesis senyawa analog dari
aktivitas biologis serupa, lebih rendah, atau lebih
tinggi dari senyawa induk [9, 10]. Peranan gugus
aktif hidroksil, amida, dan dilakton cincin sembilan
dalam UK-3A mempunyai pengaruh terhadap daya
sitotoksik sel kanker P388.

Beberapa penelitian telah memberikan hasil
uji dari pengaruh aktif —OH dan -CONH dan dilakton
cincin sembilan terhadap aktivitas antikanker
[4,5,11]. Bila dilakton cincin sembilan terhidrolisis
oleh asam/basa menghasilkan senyawa seperti pada
gambar 2, yaitu 3-hidroksipikoliin serin metil ester
(A) dan ester lakton cincin lima (B). Kedua senyawa
A dan B tidak memiliki aktivitas antikanker terutama
P388 yang sebelumnya ada pada senyawa induk,
UK-3A [12]. Suatu senyawa tidak memperlihatkan
aktivitas biologisnya pada konsentrasi di atas 100
pg/mkL [6].

Gambar 2. Struktur hidrolisis molekul UK-3A,
3- hidroksipikoliin serin metil ester
(A) dan ester lakton cincin lima (B).

Aktivitas senyawa A dilakton cincin terbuka
dapat ditingkatkan dengan cara esterifikasi
PSMOE

(3-hidroksi pikolinin serin metil oktil ester)

senyawa asam karboksilat seperti
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memberikan nilai IC50 sell kanker P388 adalah
15,4 ng/mL lebih tinggi dari aktivitas antikanker
UK-3A[12].

Pada makalah ini akan dilaporkan
hasil sintesis senyawa analog UK-3A dan
uji bioaktivitasnya. Sintesis senyawa analog
dilakukan dengan cara menghilangkan gugus
dilakton rantai terbuka sehingga senyawa analog
baru menjadi lebih sederhana karena hanya
merupakan satu reaksi amidasi. Senyawa analog
baru tetap mempertahankan gugus-gugus aktif —

OH (hidroksil) dan -CONH (amida).

BAHAN DAN METODE
Bahan baku sintesis:

asam 6-hidroksipikolinat dan 6-hidroksini-
kotinat (Wako®), Anilin (Sigma®), DCC (N,N-
disikloheksilkarbodiimida) (ALDRICH®), DMAP
(4-dimetilaminopiridin) (Sigma®), pelarut DMSO
(Sigma®)

Bahan proses pemurnian: n-heksan dan etil
asetat dengan perbandingan 4:1, silika gel ukuran
230 mesh (Merck®), pelat kromatografi lapis tipis
(KLT) GF 254 (Merck®).

Bahan uji sitotoksisitas: sampel uji, kultur
sel Murin Leukemia P388, DMSO (Dimetil
Sulfoksida) (Merck®), media RPMI 1640 (Sigma®),
PBS (Phosporic buffer solution pH 7,30-7,65)
(Sigma®), MTT [3-(4,5-dimetil thiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolium bromida] (Sigma®), antibiotik
streptomisin (Gibco BRL®), dan SDS (Sodium
dodecyl Sulfate) (Sigma®).

Alat

Untuk menganalisis dan BM
senyawa antara lain: lampu UV 254 nm, 365 nm,
FT-IR (Shimadzu 2010 A®), Spektrometer LC-MS
Biospectrometry Mariner®, Spektrometer NMR
JNM® 500 MHz. Untuk uji aktivitas antikanker

terhadap sel kanker Murin leukemia P388 antara

struktur

lain: pipet mikro (Soccorex®), microplate 96 well
(Nunclone®), microplate mixer (Nunclone®),
ELISA Microplate reader (Tohso MPR-A4i®) ,

Inkubator CO2 (Nuaire®).

Metode
Sintesis 6-hidroksi-N-fenilnikotinamida (HF-1
Anilin sebanyak 186 mg (2Zmmol) dengan
asam 6-hidroksinikotinat sebanyak 278 mg
(2mmol), kemudian berturut-turut ditambahkan
N,N-disikloheksil karbodiimida (DCC) sebanyak
618 mg (3 mmol), 4-dimetilaminopiridin (DMAP)
sebanyak 24,4 mg (0,2 mmol) dan pelarut DMSO
sebanyak 10 mL. Reaksi dilakukan di dalam labu
reaksi yang diletakkan di atas hot plate sambil
diaduk dengan pengaduk magnetik selama 24
jam dengan pemanasan 55°C.

Sintesis 6-hidroksi-N-fenilpikolinamida
(HF-2)

Sintesis senyawa HF-2 dilakukan dengan
mereaksikan anilin 93 mg (1 mmol) dengan asam
6-hidroksipikolinat 139 mg (1 mmol), kemudian
berturut-turut ditambahkan N,N’disikloheksil
karbodiimida (DCC) sebanyak 309 mg (1,5
mmol), 4-dimetilaminopiridin (DMAP) sebanyak
12,2 mg (0,1 mmol) dan pelarut DMSO sebanyak
5 mL. Reaksi dilakukan di dalam labu reaksi yang
diletakkan di atas hot plate sambil diaduk dengan
pengaduk magnetik selama 24 jam dengan
pemanasan 550C.

Pemurnian

Hasil sintesis ditotolkan pada pelat KLT,
kemudian dielusi dengan fase gerak yang
sesuai (n-heksan- etil asetat : 1-4). Spot produk
dilihat di bawah lampu UV 254 nm. Hasil reaksi
sintesis senyawa 6-hidroksi-N-fenilnikotinamida
merupakan hasil dari reaksi amidasi, larutan
tersebut masih bercampur dengan disikloheksil
urea (DCU) yang merupakan hasil samping dari
pengunaan aktivator DCC. DCU bisa dipisahkan
dengan penyaringan. Sedangkan kelebihan
DCC bisa dihilangkan dengan penambahan
air. DCC akan membentuk endapan putih jika
ditambahkan air ke dalam larutan. Setelah
membentuk endapan putih kemudian endapan
disisihkan dengan cara didekantasi dan disaring
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dengan kertas whatman no 41.

Pelarut dari reaksi ini adalah DMSO yang
sangat sulit untuk dikeringkan. Oleh karena itu,
produk yang terlarut didalamnya ditarik dengan
metode ekstraksi cair-cair (partisi) dengan
menggunakan campuran etil asetat dan air
dengan perbandingan 1:1 sebanyak 5%, lapisan
etil asetat dikumpulkan karena mengandung
produk. Setelah itu fase etil asetatdiuapkan hingga
terbentuk padatan (kristal), ditimbang, kemudian
dimurnikan menggunakan kromatografi kolom
dengan fase diam silika gel 230 mesh dan eluen
berupa campuran n-heksan dengan etil asetat
secara bergradien. Fraksi-fraksi dengan spot
tunggal digabungkan kemudian pelarut diuapkan
dengan menggunakan evaporator putar untuk
kemudian diidentifikasi dengan instrumentasi
FTIR, LCMS, dan NMR.

Uji Bioaktivitas antikanker secara invitro

Kultur sel kanker Murine leukemia P388
sejumlah 3 x 103 sel/ mL disuspensikan ke
dalam media RPMI 1640 yang telah mengandung
antibiotik streptomisin. Sel pada hari pertama
diinokulasikan ke dalam microplate 96 well plate
dan diinkubasi dalam inkubator COZ2. Hari keua
dilakukan penambahan sampel yang dilarukan
dalam pelaru DMSO (dimetil sulfoksida). Sampel
dengan berbagai macam konsentrasi diencerkan
dengan penambahan PBS (Phosporic buffer
solution) dengan pH (7,30-7,65) ditambahkan
ke dalam sel dalam microplate lalu dikocok
dan disimpan kembali ke dalam inkubator COZ2.
Kontrol negatif terhadap aktivitas antikanker
digunakan pelarut DMSO sedangkan kontrol
positif digunakan senyawa standar Artonin E
(IC50= 0,3ug/mL). Setelah 48 jam, ke dalam sel
ditambahkan reagen MTT dan diinkubasi selama
4 jam untuk selanjutnya ditambahkan SDS
(Sodium Duodecyl Sulfate) dan dikocok dengan
baik. Inkubasi sel dilanjutkan kembali selama 24
jam. Perubahan warna dari MTT kuning menjadi
formazan ungu di dalam mitokondria sel yang
masih hidup dapat dikuantifikasi pada panjang
gelombang 550nm dengan spektrofotometer.

Nilai IC50 dilihat dari grafik hubungan antara
konsentrasi senyawa bahan uji (pg/ mL) dengan
intensitas larutan dari viabilitas sel [13].

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sintesis senyawa HF-1 dan HF-2 dilakukan
melalui reaksi satu tahap, yaitu reaksi amidasi.

Sintesis 6-hidroksi-N-fenilnikotinamida (HF-1)

SenyawaHF-1 disintesis menggunakanbahan
baku anilin dengan asam 6-hidroksinikotinat,
aktivator DCC dan katalis DMAP dalam pelarut
DMSO. Jalur sintesis sneyawa HF-1 ditunjukkan
pada gambar 3.

OH NH,
HO. N
S

Sy | H

| DCC/DMAP P N
-,
F + 55°C, 24 jam
)

COOH

asam 6-hidroksinikotinat Anilin 6-hidroksi-N-fenilnikotinamida

Gambar 3. Jalur sintesis senyawa HF-1

Senyawa produk yang terbentuk merupakan
senyawa berbentuk kristal jarum berwarna putih
sebanyak 226 mg (52%) dengan titik leleh 280-
281°C.

Analisis produk untuk penentuan gugus
fungsi dilakukan menggunakan FTIR. Hasil
analisis ditunjukkan pada tabel 1.

Tabel 1. Data daerah spektrum IR gugus fugsi
senyawa HF-1

Bilangan Gelombang Ikatan
(cm-1)
3308 N-H
3050 C-H aromatik
3028 O-H
1599 C=N
1685 C=0
1618 C=C aromatik
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Berdasarkan konfirmasi spektrum IR maka
senyawa yang telah terbentuk ditemukannya
gugus fungsi C=0 dan NH amida. Konfirmasi lebih
lanjut dilakukan pengujian bobot molekul dengan
instrument LC-MS. Hasil pengujian menunjukkan
bobot molekul senyawa sesuai dengan senyawa
HF-1 (C12H1002N2) = 214,2016 seperti yang
ditunjukkan oleh gambar 4.

NrierSec 5588(T208:221) A SCe> NR2D0)[BP= 162,758
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Gambar 4. Spektrum LCMS senyawa HF-1

Konfirmasi lebih lanjut terhadap struktur

molekul untuk produk yang diperoleh
menggunakan analisis spektrum 1H-NMR dan
13C- NMR. Hal ini dilakukan untuk mengatasi

problema penentuan struktur suatu senyawa

L1 1 7 - R 1 A T

ahundanee
(1]

165698 —
B T

= parts per Million @ 13C

hanya melalui gugus fungsinya saja. Informasi
spektrum 1H-NMR dapat
deskripsi

pengukuran dari

memberikan mengenai  bagian
hidrokarbon molekul dari nilai pergeseran kimia
yang menunjukkan proton untuk masing-masing
lingkungan kimia, konstanta kopling (J), dan
jumlah proton dari integrasinya. Pengukuran dari
spektrum 13C- NMR dapat diketahui jenis karbon
primer, sekunder, tersier dan kuartener (-CH3,
-CH2-, -CH, =C=, C-0, -CONH-, dan lain-lain) [14].
Hasil analisis dengan NMR dapat dilihat pada
gambar 5 dan tabel 2

X parts per Milion £ IH

Y.

]

LM —
e [-
5% —
e =

130.71%4
120.3666
16282

Gambar 5. Spektrum 1H-NMR dan 13C-NMR senyawa HF-1
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Tabel 2. Data pergeseran kimia 'H-NMR
dan 13C-NMR senyawa HF-1

Pergeseran kimia (8, ppm)

1H-NMR
(multiplisitas, )} H,J 13C-

C/H dalam Hz) NMR

2 8,18 (d,1H, j=2,6) 139,72

3 - 116,28

8,10 (dd, 1H,/=2,6;

4 9,1) 141,43

5 6,57 (d,1H,/=9,1) 120,36

6 - 165,15

C=0 - 165,69

1 - 138,95
2'&6' 7,62 (d, 2H, J=8,4) 122,38

3'&5' 7,35 (t,2H, J=8,4) 129,94

4' 7,13 (t, 1H, /= 8,4) 125,76

Sintesis 6-hidroksi-N-fenilpikolinamida (HF-2)
Senyawa HF-1 disintesismenggunakan bahan
baku anilin dengan asam 6-hidroksipikolinat,
aktivator DCC dan katalis DMAP dalam pelarut
DMSO. Jalur sintesis senyawa HF-2 ditunjukkan

pada gambar 6.
NH, HO,
HO N COOH —N HN
U R DCC/DMAP
- .
55°C, 24 jam \ /
S dalam DMSO o
Asam 6-hidroksipikolinat Anilin 6-hidroksi-N-fenilpikolinamida

Gambar 6. Jalur sintesis senyawa HF-2

Senyawa produk yang terbentuk merupakan
senyawa berbentuk Kkristal jarum sangat halus
berwarna putih sebanyak 36 mg (16%) dengan
titik leleh 179°-180°C.

Analisis produk untuk penentuan gugus

fungsi dilakukan menggunakan FTIR. Hasil
analisis ditunjukkan pada tabel 3.

Tabel 3. Data daerah spektrum IR gugus
fugsi senyawa HF-2

Gugus Fungsi Bilangan gelombang

(cm-1)
N-H amina 3306
O-H 3053
C-H aromatik 3050
C=N 1599
C=0 amida 1674
C=C aromatik 1599

Berdasarkan konfirmasi spektrum IR maka
senyawa yang telah terbentuk ditemukannya
gugus fungsi C=0 dan NH amida. Konfirmasi lebih
lanjut dilakukan pengujian bobot molekul dengan
instrument LC-MS. Hasil pengujian menunjukkan
bobot molekul senyawa Sesuai dengan senyawa
HF-2 (C12H1002N2) = 214,1801seperti yang
ditunjukkan oleh gambar 6. Konfirmasi lebih
lanjut terhadap struktur molekul untuk produk
yang diperoleh menggunakan analisis spektrum
1H-NMR dan 13C- NMR. Hasil analisis senyawa
HF-2 dengan NMR dapat dilihat pada tabel 4 dan
gambar 7.
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Gambar 7. Spektrum LCMS senyawa HF-2
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Xt partsper Million : 13C

Gambar 8. Spektrum NMR senyawa HF-2

Tabel 4. Data pergeseran kimia 'tH-NMR
dan 13C-NMR senyawa HF-2

Pergeseran Kimia (5, ppm)

c/H
1H-NMR (J dalam Hz) 13C-NMR
2 - 141,43
3 8,17 (d, 1H, J= 10) 116,28
8,09 (dd,1H, /= 10&
4 9,75) 139,72
5 6,57 (d, 1H,/=9,75) 120,36
6 - 155,70
C=0 - 165,15
1 - 138,22
2'&
6' 7,62 (d, 2H, J=7,7) 122,38
3&
5" 7,36 (t,2H, J=7,7) 129,94
4 7,14 (t, 1H,J=7,7) 124,27

Bioaktivitas antikanker

Uji bioaktivitas senyawa HF-1 dan HF-2
terhadap se kanker Murin leukemia P388 terlihat
pada tabel 5.

Berdasarkan tabel di atas, senyawa analog
HF-1 dan HF-2 memiliki aktivitas yang lebih
rendah dibandingkan senyawa induk UK-3A.
Gugus aktif dari senyawa UK-3A adalah hidroksi
(OH) dan amida (CONH). Senyawa UK-3A dan
analognya akan menjadi tidak aktif jika gugus OH
dan NH pada amida dimetilasi. Diprediksi gugus ini

Tabel 5. Hasil uji senyawa analog UK-3A

terhadap sl kanker Murin
leukemia P388

No Senyawa IC50 (ng/mL)

1. UK-3A 38

2. HF-1 63

3 HF-2 71,72

membentuk ion karbonium reaktif yang mampu
mengalkilasi membentuk ikatan kovalen dengan
gugus-gugus elektron donor yang terdapat pada
sel kanker

Selain itu senyawa UK-3A memiliki gugus
OH dan CONH yang berada pada posisi orto,
yang membuat senyawa UK-3A cenderung
memiliki aktivitas yang lebih tinggi daripada
senyawa HF-1 dan HF-2 yang posisi OH nya tidak
berada pada posisi ortho terhadap CONH. Hal
ini dikarenakan jika OH berada pada posisi orto
terhadap CONH, maka akan terbentuk ikatan
hidrogen intra molekul yang akan menjadi donor
ikatan hidrogen dengan reseptor yang ada pada
sel kanker. Ketiadaan formasi ikatan hydrogen
intra molekul antara OH dengan CONH dapat
mengurangi aktivitas. Hal ini dikarenakan gugus
OH pada senyawa diduga mempunyai interaksi
pengikatan senyawa pada sisi pengikatan
(binding site) sel target melalui ikatan hidrogen
yang terlibat antara dua molekul yang bekerja
sebagai donor dan akseptor. Donor ikatan
hidrogen adalah proton dari fenol yang menempel
pada atom oksigen yang bersifat elektronegatif
dan sebagai akseptornya adalah gugus-gugus OH
yang ada pada sel target [12].

KESIMPULAN

Sintesis senyawa HF-1 menghasilkan
rendemen sebesar 52% sedangkan senyawa
HF-2 menghasilkan rendemen 16%, dengan titik
lebur masing-masingnya sebesar 280-281°C dan
179-180 °C.

Uji aktivitas senyawa HF-1 dan HF-2 masing-

masing memiliki nilai IC50 sebesar 63,06
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pg/mL dan 71,72 pg/mL. Hal menunjukkan
aktivitas yang lebih rendah dalam menghambat
pertumbuhan sel kanker Murin Leukemia P388
jika dibandingkan senyawa induk yang memiliki
IC50 38ug/mL. Namun demikian
HF-1 dan HF-2 berpotensi sebagai senyawa

senyawa
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