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ABSTRAK

Latar belakang: Reseptor ALK merupakan salah satu reseptor tirosin kinase untuk pembelahan
sel, diferensiasi, dan antiapoptosis. Apabila ALK bermutasi, akan menyebabkan neuroblastoma,
ALCL, IMT, NSCLC. Untuk menghentikan aktivitasnya maka diperlukan senyawa yang
berperan sebagai penghambat reseptor ALK.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan hubungan kuantitatif struktur aktivitas
(HKSA) senyawa 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya (4-Cl; 3-Cl; 2-Cl; 3,4-Cl; 2,4-Cl; 4-
CH3C1; 3-CH3C1; 2-CH3C1; 4-CH3; 4-C2H5; 3-C2H5; 2-C2H5; 4-C3H7; 4-C4H9; 4-F; 4-CF3; 3-CF3;
2-CF3;4-Br; 4-CH;3Br, 4-NO,;4-OCHs) sebagai antikanker melalui hambatan reseptor ALK.
Metode: HKSA didapatkan secara in silico. Struktur 2D dan 3D dibuat dengan software
ChemBioDraw Ultra 12.0 dan ChemBio3D Ultra 12.0. Struktur 2D digunakan untuk mencari
data sifat fisikokimia (lipofilik, elektronik, sterik), F (bioavailabilitas) dan LDsy (toksisitas)
dengan ACD I-Lab. Struktur 3D digunakan untuk docking dengan reseptor ALK (2WKM)
menggunakan Molegro Virtual Docker (MVD) untuk mendapatkan rerank score (aktivitas).
Data-data dari ACD/Ilab dan MVD diolah dengan IBM® SPSS® Statistic 20.

Hasil penelitian: Persamaan terbaik hubungan struktur dan bioavailabilitas (F>70% = 1,548
ClogP + 0,198 ClogP2 + 0,125 pKa — 0,168 CMR + 3,502), aktivitas (Rerank score = 3,029 Es
— 3,630 pKa + 3,143 ClogP2 - 26,767 ClogP - 9,911), toksisitas LDsy (mouse) (LDsy mouse = -
7,422 Mw — 117,197 pKa + 260,565 m + 4342,379) dan toksisitas LDs (rat) (LDs rat = 691,028
CMR - 21,453 Etot — 430,187 m — 4775,208).

Kesimpulan: Didapatkan hubungan yang non linier antara struktur dan bioavailabilitas serta
struktur dan aktivitas, sementara hubungan struktur dan toksisitas bersifat linier. Persamaan-
persamaan ini dapat digunakan sebagai dasar untuk pengembangan lebih lanjut senyawa calon
obat antikanker dengan titik berat pertimbangan parameter lipofilik .

Kata kunci: 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya, in silico, hambatan reseptor ALK,
antikanker.

PENDAHULUAN

Penyakit kanker adalah penyakit di mana sel-sel membelah secara abnormal tanpa
kontrol dan menyerang jaringan di sekitarnya.*'> Menurut riskesdas tahun 2013 didapatkan
prevalensi penderita kanker pada penduduk semua umur di Indonesia sebesar 1,4%.
Diperkirakan kasus kanker ini akan meningkat dari 14 juta pada 2012 menjadi 22 juta dalam dua



dekade berikutnya, hal ini menjadi beban negara dan berakibat pada turunnya produktivitas
penduduk.”®

Dalam terapi kanker dibedakan antara pengobatan konvensional dengan pengobatan
modern. Pengobatan konvensional dapat dilakukan dengan kemoterapi. Kemoterapi merupakan
terapi menggunakan bahan kimia untuk menghentikan pertumbuhan sel kanker, deengan cara
membunuh sel atau dengan menghentikan pembelahannya. Sedangkan, pengobatan modern
menggunakan targeted drug therapy. Targeted drug therapy merupakan pengobatan yang
menz;;%c}te]rzltiﬁkasi dan menyerang secara spesifik sel kanker dengan tidak membahayakan sel
lain.”™™

Salah satu target pengobatan targeted drug therapy yang sedang berkembang saat ini
adalah anaplastic lymphoma kinase (ALK). Reseptor ALK berfungsi untuk mengirimkan sinyal
kepada sel untuk proliferasi, diferensiasi, dan anti-apoptosis (mempertahankan sel normal).
Penyakit yang timbul dari adanya translokasi pada ALK ini dapat menyebabkan inflammatory
myofibroblastic tumors (IMT), non small cell lung cancer (NSCLC), dan anaplastic large cell
lymphoma (ALCL), serta terjadinya mutasi maupun amplification yang akan menyebabkan
neuroblastoma.’™'® Untuk menghentikan aktivitasnya maka diperlukan senyawa yang berperan
sebagai penghambat reseptor ALK.*’

Penelitian terdahulu, senyawa induk 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya diuji aktivitas
in silico terhadap reseptor Raf-kinase (1-UWH) dan in vitro sebagai antiproliferatif pada sel
kanker payudara MCF-7. Pengujian 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya dengan hidroksiurea
sebagai pembanding menunjukkan aktivitas in silico dan in vitro yang lebih poten.'>'®

Berdasarkan pilihan terapi untuk menghambat ALK, turunan urea memenuhi persyaratan
tersebut. Turunan urea memegang kunci penting sebagai agen antikanker karena turunan urea
mampu menghambat aktivitas RTKs, Raf kinase, Protein Tirosin Kinase, NADH oxidase.’
Menurut PARMA pada tahun 2013 bahwa biaya yang dibutuhkan untuk membuat satu obat baru,
termasuk biaya kegagalannya adalah § 2,6 miliar. Oleh karena itu, pengembangan senyawa obat
secara in silico dengan metode molecular docking menjadi solusi untuk menekan biaya, waktu
dan tenaga.”' Pada penelitian ini senyawa 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya (2-kloro, 3-
kloro, 4-kloro, 2,4-dikloro, 3,4-dikloro, 4-klorometil, 3-klorometil, 2-klorometil, 4-bromometil,
4-bromo, 4-propil, 4-triflourometil, 3-triflourometil, 2-triflourometil, 4-nitro, 4-etil, 3-etil, 2-etil,
4-metil, 4-t-butil, 4-fluoro, 4-metoksi, dan 4-nitro) diuji aktivitasnya secara in silico dengan
pembanding turunan urea yang sudah beredar dan digunakan untuk antikanker yaitu
hidroksiurea, 5-Flourourasil, dan Crizotinib.*'®!

Data-data studi in silico yaitu prediksi nilai sifat fisikokimia (lipofilik, elektronik, dan
sterik), bioavailabilitas, aktivitas, dan toksisitas, kemudian dicari persamaan hubungan
kuantitatif struktur bioavailabilita/aktivitas/toksisitas dngan menggunakan software SPSS.

METODE PENELITIAN

Pembuatan struktur dua dimensi (2D) senyawa obat menggunakan ChemBioDraw Ultra
12.0. Struktur kimia yang digunakan sebagai pembanding hidroksiurea, 5-Fluorourasil,
Crizotinib sedangkan senyawa induk 1-benzil-3-benzoilurea dan analognya adalah senyawa uji.

Struktur tiga dimensi(3D) menggunakan program ChemBio3D Ultra 12.0. Pada proses
molecular docking diperlukan struktur tiga dimensi yang paling stabil dari suatu
senyawa, |141821

Interaksi senyawa obat dengan reseptor digunakan untuk prediksi aktivitas secara in silico.

Interaksi ini dapat dilihat dengan menggunakan program Molegro Virtual Docker 5.0. Data



parameter sifat fisikokimia senyawa obat, seperti ClogP, CMR dan M,, dapat diperoleh dari
program ChemBioDraw Ultra dengan memasukkan gambar struktur dua dimensi. Untuk
mendapatkan data Etot dapat dilihat pada ChemBio3D Ultra. Data pKa; parameter toksisitas
yaitu LD-50; serta parameter bioavailabilitas yaitu F dapat diperoleh dari program ACD/I-Lab
Prediction Engine. Program ini diakses melalui https:/ilab.acdlabs.com/iLab2/.

Untuk mengetahui hubungan prediksi bioavailabilitas, aktivitas, dan toksisitas dengan sifat
fisikokimia digunakan program statistik SPSS 20. SPSS (Statistical Package for The Social
Sciences) . Semua data yang diperoleh dapat dianalisis dengan program statistik IBM® SPSS®20.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perkembangan obat antikanker melalui hambatan reseptor ALK merupakan pengobatan
modern targeted drug theraphy. Hambatan pada reseptor ALK sangat dibutuhkan demi
mengurangi prevalensi maupun angka kematian yang disebabkan kanker. Reseptor ALK dengan
kode PDB 2WKM merupakan makro molekul protein tempat crizotinib menyerang secara
selektif."*

Nilai prediksi bioavailabilitas tertinggi dimiliki oleh 1-benzil-3-benzoilurea dengan F>70%
oral sebesar 0,756 dengan mayoritas senyawa substitusinya memperoleh hasil F>70% oral
sebesar 0,205. Hasil 0,756 berarti peluang obat mencapai bioavailabilitas lebih dari 70%.

Hasil prediksi aktivitas (rerank score) dapat dilihat pada tabel 1. Hasil prediksi aktivitas
(rerank score) dari senyawa pembanding menunjukkan Crizotinib -145,934 kkal/mol,
hidroksiurea -44,0054 kkal/mol, 5-Fluorourasil -54,7199 kkal/mol. Semua senyawa uji diprediksi
mempunyai aktivitas lebih tinggi dibanding hidroksiurea dan 5-Fluorourasil karena RS lebih
negatif. Senyawa 1-benzil-3-(3-trifluorometil)-benzoilurea menunjukkan nilai rerank score
paling negatif dibandingkan dengan analog lainnya dengan rerank score -105,1843 kkal/mol.
Nilai rerank score yang semakin negatif menunjukkan ikatan obat-reseptor yang lebih stabil dan
diprediksi aktivitasnya juga lebih baik namun masih lebih rendah dibanding -crizotinib.
Peningkatan aktivitas pada analog dengan substituen trifluorometil kemungkinan karena
pengaruh elektronik, nilai elektronegativitas F tertinggi pada golongan halogen, dengan adanya 3
atom F akan mengoptimalkan interaksi dengan reseptor yang berdampak pada kestabilan ikatan
dan aktivitas. Crizotinib merupakan ligan asli 2WKM, ikatan hidrogen dan interaksi sterik
jumlahnya lebih banyak sehingga berpengaruh pada peningkatan stabilitas ikatan dan
aktivitasnya.

Ikatan hidrogen dengan residu asam amino Met1160, terjadi pada semua senyawa uji dan
pembanding, sementara ikatan hidrogen dengan residu Prol158 dan Aspl164 hanya pada
sebagian senyawa. Interaksi sterik terjadi pada beberapa residu asam amino antara senyawa uji
dan senyawa pembanding .

Ikatan hidrogen yang terbentuk antara gugus urea dengan residu asam amino menunjukkan
bahwa gugus urea adalah farmakofor untuk aktivitas antikanker melalui hambatan reseptor ALK
dan interaksi sterik (Van der Waals) menunjukkan semuanya berinteraksi dengan asam amino
Prolin (Prol1158) dan banyak yang berinteraksi dengan metionin (Met1160 dan Met1211) pada
gugus benzil sehingga gugus benzil juga merupakan farmakofor untuk aktivitas antikanker
melalui hambatan terhadap reseptor ALK. Interaksi sterik dengan asam amino lainnya pada sisi
lain dari gugus benzoil dan urea akan meningkatkan afinitas ikatan obat-reseptor sehingga
aktivitas antikanker menjadi lebih baik.

Dari hasil uji prediksi toksisitas dengan menggunakan program ACD I-lab, didapatkan
bahwa calon obat dengan substituen 2-kloro, 3-kloro, 4-kloro, 4-etil, 3-etil, 2-etil, dan 4-propil



memiliki efek toksik terhadap mouse yang paling rendah dibandingkan dengan seluruh senyawa
calon obat yang diuji dengan dosis LD50 mouse adalah 1500 mg/kg. Sedangkan calon obat
dengan substituen 4-klorometil, 3-klorometil, dan 2-klorometil memiliki efek toksik terhadap rat
yang paling rendah dengan dosis LD50 rat sebesar 2000 mg/kg.

Dari persamaan bioavailabilitas, dipilih persamaan terbaik dapat dilihat sebagai berikut:
F>70% = 1,548 ClogP + 0,198 ClogP” + 0,125 pKa — 0,168 CMR + 3,502
(n=23;r=0,717; SE=0,093351; F = 4,757; sig = 0,009)

Dari hasil persamaan aktivitas, dipilih persamaan terbaik dapat dilihat sebagai berikut:
Rerank score = 3,029 Estaft — 3,630 pKa + 3,143 ClogP*— 26,767 ClogP - 9,911
(n=23;r=0,778; SE = 3,1658055; F = 6,903; sig = 0,001)

Dari hasil persamaan LD-50, dipilih persamaan terbaik dapat dilihat sebagai berikut:

LD-50 Mouse = -7,422 Mw — 117,197 pKa + 260,565 = + 4342,379

(n=23;r=0,793; SE = 140,87733; F = 10,062; sig = 0,000)

LD-50 Rat = 691,028 CMR — 21,453 Etot — 430,187 © —4775,208

(n=23;r=0,733; SE =288,67963; F = 7,353; sig = 0,002).

Parameter yang paling berpengaruh terhadap bioavailabilitas, aktivitas dan toksisitas adalah
parameter lipofilik. Oleh karena itu untuk modifikasi lebih lanjut ,pertimbangan mengacu pada
parameter lipofilik.

KESIMPULAN DAN SARAN
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka dapat disimpulkan bahwa:

Terdapat hubungan nonlinier antara perubahan struktur, sifat fisikokimia (lipofilik,

elektronik, dan sterik) terhadap prediksi bioavailabilitas yang dinyatakan dalam persamaan:
F>70% = 1,548 ClogP + 0,198 ClogP* + 0,125 pKa — 0,168 CMR + 3,502
(n=23;r=0,717; SE=10,093351; F =4,757; sig = 0,009)

Terdapat hubungan non linier antara perubahan struktur, sifat fisikokimia (lipofilik,
elektronik, dan sterik) terhadap prediksi aktivitas (rerank score) yang dinyatakan sebagai berikut:
Rerank score = 3,029 Esun — 3,630 pKa + 3,143 ClogP®— 26,767 ClogP -9,911

(n=23;r=0,778; SE = 3,1658055; F = 6,903; sig = 0,001)

Terdapat hubungan linier antara perubahan struktur, sifat fisikokimia (lipofilik, elektronik,
dan sterik) terhadap prediksi toksisitas (LDsy mouse dan LDs, rat oral) yang dinyatakan sebagai
berikut:

LD-50 Mouse = -7,422 Mw — 117,197 pKa + 260,565 n + 4342,379
(n=23;r=0,793; SE = 140,87733; F = 10,062; sig = 0,000)
LD-50 Rat = 691,028 CMR — 21,453 Etot — 430,187 = —4775,208
(n=23;r=0,733; SE =288,67963; F = 7,353, sig = 0,002)

Berdasarkan persamaan hubungan kuantitatif struktur dan bioavailabilitas/ aktivitas/
toksisitas perlu modifikasi struktur lebih lanjut bertitik berat pada parameter lipofilik agar
didapatkan senyawa dengan aktivitas lebih baik dibandingkan crizotinib, bioavailabilitas lebih
besar namun toksisitasnya lebih rendah sebelum dilanjutkan sintesis dan uji secara in vitro dan in
Vivo.
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Tabel 1. Nilai Rerank Score senyawa induk dan analognya

No. Nama Senyawa Rerank Score (kkal/mol)
1. 1-benzil-3-benzoilurea -92.2479
2. 1-benzil-3-(2-kloro)-benzoilurea -90,1685
3. 1-benzil-3-(3-kloro)-benzoilurea -96,8111
4. 1-benzil-3-(4-kloro)-benzoilurea -93,9259
5. 1-benzil-3-(2,4-dikloro)-benzoilurea -93,2289
6. 1-benzil-3-(3,4-dikloro)-benzoilurea -98,9137
7. 1-benzil-3-(4-klorometil)-benzoilurea -99,2678
8. 1-benzil-3-(3-klorometil)-benzoilurea -101,2727
9. 1-benzil-3-(2-klorometil)-benzoilurea -92,5461
10. 1-benzil-3-(4-metil)-benzoilurea -97,5476
11. 1-benzil-3-(4-etil)-benzoilurea -100,3353
12. 1-benzil-3-(3-etil)-benzoilurea -100,7322
13. 1-benzil-3-(2-etil)-benzoilurea -91,5343
14. 1-benzil-3-(4-propil)-benzoilurea -101,1337
15. 1-benzil-3-(4-t-butil)-benzoilurea -101,3938
16. 1-benzil-3-(4-fluoro)-benzoilurea -95,7752
17. 1-benzil-3-(2-trifluorometil)-benzoilurea -89,4129
18. 1-benzil-3-(3-trifluorometil)-benzoilurea -105,1843
19. 1-benzil-3-(4-trifluorometil)-benzoilurea -104,0737
20. 1-benzil-3-(4-bromo)-benzoilurea -95,6004
21. 1-benzil-3-(4-bromometil)-benzoilurea -101,167
22. 1-benzil-3-(4-nitro)-benzoilurea -102,4013
23. 1-benzil-3-(4-metoksi)-benzoilurea -94,9231
24. Hidroksiurea -44,0054
25. 5-Fluorourasil -54,7199
26. Crizotinib -145,934




