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Abstract

Every year, the prevalence of cervical cancer in the world is increasing. Cervical cancer can occur
as a result of Human Papillomavirus (HPV) infection. Currently, E6 oncoprotein inhibition targeting
tends to be chosen because it is safer and better as a therapeutic agent of cervical cancer. In addition,
EG6 is also a crucial virus that induces cervical cancer through the inactivation of the p53 protein so
that effective materials are needed to inhibit the performance of E6 oncogenes. Hydrazone is a Schiff
base compound that has an azomethine group (-NHN=CR-). It is this azomethine group that plays a
role in various bioactivity, including antivirals and anticancer. In this study, hydrazone was derived
from the derivatives of 2-thihidantoin and hydrazide. The compound 2-thihidantoin belongs to the
heterocyclic group that plays an important role in drug chemistry such as anticonvulsant,
antibacterial, antidiabetic, antiviral and anticancer. Thus, this compound can be an alternative agent
for cervical cancer treatment. Before the synthesis of such materials, it is necessary to carry out
bioactivity analysis using computing. The study of the in-silico method includes the creation of
structures using Avogadro, optimization of molecular geometry using Gaussian 16, as well as the
results of ligand-protein interactions (RMSD, KIl, Binding Affinity, ADME, Binding Pocket, and
Drugability score) using AutoDock 4.2, PyMol, LigPlot, SwissADME, PLIP Tools, and Protein Plus.
The results showed that hydrazone compounds derived from 2-thiohidantoin and hydrazide
derivatives have the potential to inhibit the E6 protein and can be used as oral drugs..
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Abstrak

Setiap tahun, prevalensi penyakit kanker leher rahim di dunia semakin meningkat. Kanker serviks
dapat terjadi akibat infeksi Human Papillomavirus (HPV). Saat ini, penargetan penghambatan
onkoprotein E6 cenderung dipilih karena lebih aman dan lebih baik sebagai agen terapeutik kanker
serviks. Selain itu, E6 juga termasuk virus krusial yang menginduksi kanker serviks melalui
inaktivasi protein p53 sehingga diperlukan material yang efektif untuk menghambat kinerja
onkogen E6. Hidrazon merupakan senyawa basa Schiff yang memiliki gugus azometin (-NHN=CR-
). Gugus azometin inilah yang berperan dalam berbagai bioaktivitas, termasuk antivirus dan
antikanker. Pada penelitian ini, hidrazon berasal dari turunan 2-tiohidantoin dan hidrazida.
Senyawa 2-tiohidantoin termasuk kelompok heterosiklik yang memainkan peran penting dalam
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kimia obat seperti antikonvulsan, antibakteri, antidiabetik, antivirus dan antikanker. Dengan
demikian, senyawa ini dapat menjadi agen alternatif pengobatan kanker serviks. Sebelum
dilakukan sintesis material tersebut, perlu dilakukan analisis bioaktivitas menggunakan komputasi.
Kajian metode in-silico meliputi pembuatan struktur menggunakan Avogadro, optimasi geometri
molekul menggunakan Gaussian 16, serta hasil interaksi ligan-protein (RMSD, KIl, Binding
Affinity, ADME, Binding Pocket, dan Drugability score) menggunakan Autodock Tools, LigPlot,
SwissADME, PLIP Tools, dan Protein Plus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa
hidrazon yang berasal dari turunan 2-tiohidantoin dan hidrazida berpotensi menghambat protein

E6 dan dapat digunakan sebagai obat oral.

Kata Kunci: Kanker, Human Papillomavirus, Hidrazon, 2-Tiohidantoin

I. PENDAHULUAN

Setiap tahun, prevalensi penyakit kanker
di dunia semakin meningkat, termasuk kanker
serviks, dan berada di peringkat 4 sebagai
penyebab kematian terbesar pada wanita [1].
Pada tahun 2018, kanker serviks diperkirakan
telah menelan sekitar 311 ribu korban (55%)
dari 570 ribu penderita [1-3]. Di Indonesia,
tercatat ada hampir 22,5 ribu penderita dan
135 ribu prevalensi pada tahun 2017, dimana
9,6 ribu diantaranya berakhir pada kematian
[4].

Kanker serviks (leher rahim) merupakan
tumor ganas yang disebabkan akibat infeksi
persisten/onkogenik Human Papilloma Virus
(HPV) [5-8]. Terdapat lebih dari 300 jenis
HPV dimana 42 diantaranya yang menjadi
penyebab penyakit seksual menular [9-10].
Saat ini, perkembangan kanker serviks

disebabkan oleh dua onkogen krusial yakni

protein E6 dan E7. Kedua protein tersebut
berperan dalam inaktivasi protein supresor
tumor p53 [11]. Dengan demikian, perlu
dicari material yang dapat menghambat
Kinerja dari protein tersebut.

Hidrazon merupakan senyawa organik
yang memiliki gugus fungsi azometin (-NH-
N=CR-) [12]. Gugus azometin inilah yang
berperan dalam  berbagai  bioaktivitas,
termasuk antivirus dan antikanker [11, 13-15].
Sebagai agen antikanker, hidrazon mampu
bertindak sebagai penghambat enzim-enzim
kinase terutama pada sel genital yang diserang
oleh HPV.

Penelitain sebelumnya telah
membuktikan bahwa golongan hidrazon
mampu bekerja sebagai inhibitor reseptor
androgen pada sel kanker prostat “LnCaP”
[16], inhibitor tirosin kinase pada sel kanker
payudara “SK-BR-3” dan “BT474”, serta sel
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kanker serviks “HeLa” [17-18]. Selain itu,
hidrazon juga dapat digunakan sebagai
material pembawa obat. Hal ini dikarenakan
gugus fotomakofor hidrazon sensitif terhadap
pH dan memiliki muatan positif sehingga
menghasilkan daya tarik elektrostatis yang
kuat terhadap pemuatan inti obat anionic [19].
Dengan demikian, adanya modifikasi ke
gugus hidrazon diharapkan akan

meningkatkan bioavailibilitas melalui
peningkatan laju disolusi obat [20]. Salah satu
modifikasi yang dapat diterapkan ke hidrazon

yakni melalui 2-thiohidantoin.

Senyawa 2-tiohidantoin (2-

thioxoimidazolidin-4-one) merupakan
kelompok heterosiklik yang analog dengan
imidazol dimana memainkan peran penting
dalam aplikasi kimia obat [11]. Beberapa
aktivitas biologis yang telah dilaporkan
diantaranya antikanker [21-22], antivirus [23-
24], antikonvulsan [25], antimikroba [26],
antibakteri, dan antijamur [27],
antineuroinflamasi [28], dan antidiabetik [29].
Selain itu, 2-tiohidantoin termasuk prekursor

dalam sintesis asam amino [28].

Tabel 1. Ligan Hidrazon yang dikaji secara In Silico
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oxoimidazolidin-2-
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3 HBenz

4 40CHsAcet @OCH3 v CHy
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Gambar 1. Kerangka 2-thiohidantoin

Kemampuan aktivitas dari turunan 2-
thiohidantoin ~ berasal dari  perubahan
deskriptor pada atom nitrogen posisi 1 dan 3,
atom karbon metilen, serta gugus karbonil dan
tioketon [30]. Bagian atom karbon metilen
senyawa 2-thiohidantoin dimodifikasi dengan
gugus allil yang tergabung dalam kerangka
ikatan rangkap terkonjugasi “Benzena” Hal
ini akan meningkatkan kepolaran dari
senyawa dan sifat elektrofil dari karbon
tioketon (C=S). Karbon tersebut menjadi lebih
mudah terserang oleh gugus amina dari
hidrazida sehingga terbentuk ikatan azometin
hidrazon (-C=N-NH-). Berdasarkan paparan
tersebut, maka dalam penelitian ini akan

dilakukan kajian secara in silico mengenai

pengaruh penggantian gugus fotomakofor
pada 2-tiohidantoin seperti yang ditunjukkan
Tabel 1. Kajian metode in silico meliputi
pembuatan struktur menggunakan Avogadro,
optimasi geometri molekul menggunakan
Gaussian 16, serta hasil interaksi ligan-protein
(RMSD, Ki, Binding Affinity, ADME, dan
Drugability score) menggunakan Autodock
Tools, Ligplot, SwissADME, PLIP Tools, dan
Protein Plus.

Il. METODE PENELITIAN

2.1 Spesifikasi Komputer
Penelitian ini menggunakan spesifikasi laptop
ASUS TP410U, sistem operasi Windows 10
Home Single Languange, prosessor Intel®
Core™ j3-7100U CPU @ 2.40 GHz 2.40
GHz, 4.00 GB, 64-bit OS.

2.2 Preparasi Senyawa Ligan

Seluruh senyawa ligan digambar struktur 3D
nya melalui Avogadro dan dioptimasi
geometri menggunakan basis set 6-31G* dan
metode B3LYP, melalui Gaussian16 [31-32].

File disimpan dalam format .pdbgt setelah
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dikonversi melalui Software Open Babel versi
3.1.1[33].

2.3 Preparasi Protein

Protein yang digunakan berupa protein E6
karena termasuk onkogen krusial yang
membantu kinerja protein tumor p53 [11].
Protein p53 inilah yang bertanggung jawab
atas proliferasi sel pada kanker serviks [34].
Data protein E6 HPV-18 diambil dari RCSB
Protein Data Bank (PDB) dengan ID: 6ZFD
dan diunduh dalam format .pdb [35]. Proses
preparasi protein target dilakukan
menggunakan AutoDock 4.2 [36]. Chain A
pada protein target dipilih dan molekul
pengotor dari protein, berupa air, ligan
bawaan, ion-ion bermuatan, dan garam
dihilangkan. Proses penghilangan molekul
pengotor tersebut dapat saja menyebabkan
hilangnya beberapa atom dari residu-residu
sehingga perlu dilakukan pemeriksaan atom
yang hilang. Langkah terakhir yang harus
dilakukan yaitu aktivasi protein dengan
menambahkan hydrogen polar dan muatan
Kollman [37].

2.4 Molecular Docking

Ukuran grid box diatur sebesar 40 x 40 x 40
[38] dengan grid spacing 0.5 dan disesuaikan
pada lokasi sisi aktif dengan koordinat x,y,z
yaitu -0.5, -2.5, 1.0. Parameter grid dilakukan

agar memetakan batasan sisi protein mana saja

yang dapat berinteraksi/berikatan dengan
senyawa ligan. Pada penelitian ini, kami
menggunakan targeted docking. Sementara
itu, parameter docking yang digunakan adalah
Lamarckian Genetic  Algorithm dengan
kriteria number of GA runs sebesar 100 [37],
population size sebesar 300, dan maximum
number of evals sebesar 250,000. Algoritma
ini digunakan dalam proses docking karena
terbukti paling efisien dalam menentukan
interaksi protein-ligan yang paling stabil.
Interaksi yang paling stabil dilihat dari

konformasi dengan energi paling rendah [39].

2.5 Visualisasi Hasil dan Studi ADME
Visualisasi hasil docking terbaik dilakukan
menggunakan web server Protein-Ligand
Interaction Profiler (PLIP) [40] dan LigPlot
[41] serta Protein Plus [42-43] untuk
menentukan skor drugability berdasarkan
binding pocket. Sementara itu, studi ADME
menggunakan SwisSADME [44].

1. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Hasil Optimasi Senyawa Ligan

Preparasi senyawa ligan sebelum memasuki
tahap docking, terlebih dahulu dilakukan
optimasi geometri menggunakan metode
B3LYP dan basis set 6-31G* melalui
Gaussian 16. Tahap ini bertujuan agar
senyawa ligan yang akan digunakan nantinya

dipastikan terlebih dahulu bahwa senyawa
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tersebut sudah memiliki total energi minimal optimasi geometri struktur 3D dari senyawa
pada Tabel 2, sehingga akan lebih mudah ligan dapat dilihat pada Gambar 2.
berinteraksi dengan protein target [45]. Hasil

(a) (b)

(c

(f) ¢

H \HNrN o
\

Gambar 2. Struktur senyawa ligan yang telah dioptimasi geometri (a) 40CHzBenz; (b) 40HBenz;
(c) HBenz; (d) 40CHsAcet; (e) 4OHAcet; (f) HAcet
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Tabel 2. Energi senyawa ligan setelah

optimasi geometri

Ligan Energi
(kd/mol)

40CH3Benz -2,995 x 10°
40HBenz -2,892 x 103
HBenz -2,694 x 103
40CHzAcet -2,491 x 10°
40HAcet -2,388 x 103
HAcet -2,190 x 103

3.2 Molecular Docking
Molecular  docking dilakukan  dengan
mengidentifikasi binding site pada protein
target sehingga senyawa inhibitor dapat
berinteraksi dengan reseptor sesuai skema
[46-47]. Studi ini berperan dalam menentukan
struktur kompleks ligan-protein yang akan

menghasilkan berbagai macam informasi

biologi dan  kimia. Hal  tersebut
memungkinkan membantu dalam
mengonsolidasi data-data secara

eksperimental. Secara mekanisme, protein
yang dipilih, E6 pada HPV-18 (ID: 6ZFD)
[35], akan menonaktifkan protein p53 melalui
degradasi proteasome. Hal tersebut akan
memicu kerusakan DNA serta ketidakstabilan
kromosom yang sangat  mendukung
proliferasi sel kanker berkembang biak secara
cepat pada leher rahim (serviks) [48]. Ligan-

ligan yang digunakan dalam penelitian ini

bertujuan untuk menghambat protein E6 agar

tidak menonaktifkan protein p53.

Maka dari itu, studi molecular docking
dilakukan agar dapat memberikan informasi-
informasi penting seperti pada Tabel 3. Dari
keseluruhan hasil docking, didapatkan nilai
RMSD > 2A yang menunjukkan bahwa hasil
ini tidak terlalu akurat disebabkan jarak
interaksi ligan-protein tersebut terbilang
cukup jauh. Namun, dengan
mengesampingkan nilai RMSD maka nilai Ki
dapat menjadi pertimbangan sebagai langkah
awal dalam melakukan skrining virtual. Nilai
Ki berperan dalam proses penghambatan
protein E6 pada HPV-18 agar meminimalkan
terjadinya penyebaran virus penyebab kanker

serviks.

Semakin kecil nilai Ki (konstanta inhibisi)
maka semakin kuat interaksi antara ligan dan
reseptor  (afinitas ikatan) [49]. Dari
keseluruhan docking yang dihasilkan, ligan
40HBenz memiliki nilai Ki terkecil. Hal ini
didukung oleh nilai energi afinitas ikatan yang
dimiliki oleh ligan 40HBenz sebesar -7.97
kcal/mol,  menunjukkan  bahwa ligan
40HBenz memiliki interaksi yang kuat

dengan protein E6 pada HPV-18.

Tabel 3. Informasi yang didapatkan melalui

studi molecular docking
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No. Ligan Run RMSD Afinitas Ki
A) Ikatan (uM)
(kcal/mol)

1. 40CHsBenz 65 5.766 -7.65 2.45
2. 40HBenz 12 5725 -7.97 1.45
3. HBenz 79 5337 -7.80 1.92
4.  40CHsAcet 3 5482 -7.30 4.45
5. 40HAcet 73 5827 -7.45 3.44
6. HAcet 34 4167 -7.40 3.78

3.3 Visualisasi Hasil Docking dan Studi
ADME

Investigasi  interaksi  ligan-protein  dari
keseluruhan hasil studi molecular docking
dapat dilakukan dengan beberapa web server
yang

visualisasinya.

dan  software tersedia  untuk

memudahkan Visualisasi
LigPlot memberikan interaksi ligan-protein
yang dimediasi oleh ikatan hidrogen dan
kontak hidrofobik secara 2D [50]. Ikatan
hidrogen ditunjukkan oleh garis putus-putus
antara atom yang terlibat, sedangkan kontak
hidrofobik diwakili oleh busur dengan jari-jari
memancar ke arah atom ligan yang mereka
hubungi. Gambar 3, 4, dan 5 menunjukkan
interaksi ligan-protein secara 2D. PLIP

berfungsi  untuk  memudahkan  dalam

mengidentifikasi interaksi non-kovalen antara
makromolekul biologis dan ligan sehingga
dapat memberikan informasi tingkat atom
karakteristik serta

tentang pengikatan

visualisasinya [40].

Tabel 4 memberikan informasi perihal jenis

interaksi ligan-protein dan residu yang

bertanggung jawab dalam interaksi-interaksi

tersebut.  Selanjutnya, binding  pocket
diprediksi melalui web server Protein Plus
untuk mengetahui seberapa potensi ligan
turunan hidrazon yang telah berada pada
binding site guna menghambat protein E6
HPV-18. Gambar 6 menunjukkan binding
pocket untuk keseluruhan ligan turunan

hidrazon yang ditandai dengan daerah
berwarna merah. Daerah tersebut memiliki
skor drugability sebesar 0.53. Nilai tersebut
menunjukkan bahwa ligan hidrazon ini sudah
sesuai dengan kriteria ADME yang dapat
diterima (> 0,5) [51]. Hasil ini lebih baik
dibandingkan penelitian [52] dimana hidrazon
yang digunakan berbasis benzohidrazida + 2-
hidroksi

berkisar

naftaliden,
0.27-0.28. Pada penelitian lain

dengan drug score
dimana hidrazon yang digunakan berbasis
2-tienil/2,4-
diklorofenil benzaldehid, dengan drug score
berkisar 0,352-0,5 [53].

hidrazinkarbotioamide +

3.4 Profil Fisikokimia

Evaluasi kemiripan sifat obat seperti obat
komersil didasarkan oleh aturan Lipinski
dengan kriteria bobot molekular < 500 Dalton,
donor ikatan hidrogen (HBD) < 5, akseptor
ikatan hidrogen (HBA) < 10, koefisien partisi
oktanol-air (log P) < 5 [54]. Berdasarkan
Tabel 5, seluruh

ligan memiliki profil
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fisikokimia yang bagus. Profil fisikokimia

didapatkan melalui web server SwissADME,

.
g..usm

a

o

Alal30(4)

Gambar 3. Interaksi ligan-protein secara 2D (a) 40CHzAcet (b) 40CH3Benz.
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Gambar 4. Interaksi ligan-protein secara 2D (a) 40OHAcet (b) 40OHBenz.
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(a) (b)

Gambar 5. Interaksi ligan-protein secara 2D (a) Hacet (b) Hbenz.

Gambar 6. Binding pocket ligan turunan hidrazon berwarna warna merah.
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Ligan Jenis Interaksi Residu Jarak (A)
40CHsBenz Kontak Hidrofobik TRP59, ALA134, GLU180 3.32, 3.25, 3.50
Ikatan Hidrogen ALA130, GLU131, LYS138 2.92,2.85, 3.68
40HBenz Kontak Hidrofobik ILE181, PRO185 3.47,3.48
Ikatan Hidrogen TYR179, GLU180, GLU180 3.70, 3.10, 2.82
I1-Stacking TYR179 3.89
HBenz Kontak Hidrofobik ILE181, PRO185 3.37,3.37
Ikatan Hidrogen GLU180, GLU180 3.00, 2.90
IT-Stacking TYR179 3.95
40CHsAcet Kontak Hidrofobik ~ ARG56, TRP59, LEU90, GLU131,  3.77, 3.04, 3.98,
VAL132, ILE181 4.00, 3.85, 3.29
Ikatan Hidrogen GLU131, GLU131, GLU180 3.00, 3.21, 3.88
Interaksi IT -kation LYS138 3.90
40HAcet Kontak Hidrofobik ~ ARG56, TRP59, ARG60, GLU131,  3.62, 3.60, 3.84,
ILE181 3.64, 3.05
Ikatan Hidrogen GLU131, GLU131, GLU180, 3.95, 3.89, 3.07,
ILE181 2.69
HAcet Kontak Hidrofobik TRP59, LEU90, GLU131, VAL132, 3.27,3.93, 3.97,
ILE181 3.28, 3.59
Ikatan Hidrogen GLU131, GLU131, GLU180 2.88,3.35,3.81

3.5 Profil Farmakokinetik
Peninjuaun evaluasi dan penilaian profil

farmakokinetik pada ligan turunan hidrazon

dapat ditelusuri  melalui  web server
SwissADME.  Berdasarkan  Tabel 6,
keseluruhan  ligan  hidrazon  memiliki

probabilitas tinggi untuk dicerna baik oleh
pencernaan manusia tetapi tidak dapat diserap
oleh blood-brain barrier (BBB). Lebih lanjut,
pada Tabel 7 ligan 40CH3Benz memiliki
probabilitas tinggi menjadi non-substrat P-gp
dan non-inhibitor isoenzim CYP sedangkan
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ligan lainnya memiliki probabilitas tinggi

sedang untuk kasus yang sama.

Tabel 5. Profil fisikokimia ligan turunan hidrazon

Ligan BM

LogP HBA HBD

40CH3Benz  336.34 g/mol

40HBenz 322.32 g/mol

HBenz 306.32 g/mol

40CHsAcet 274.28 g/mol

40HACcet 260.25 g/mol

HAcet 244.25 g/mol

1.75

1.34

1.83

0.54

0.15

0.53

4

3

Tabel 6. Profil distribusi ligan turunan hidrazon

Log Kp

Ligan Gl absorption BBB permeant
40CH3Benz High No
40HBenz High No
HBenz High No
40CHsAcet  High No
40HACcet High No
HAcet High No

-6.58 cm/s

-6.73 cm/s

-6.37 cm/s

-7.38 cm/s

-7.53 cm/s

-7.17 cm/s
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Tabel 7. Profil mekanisme ligan hidrazon dengan isoenzim sitokrom p450

Ligan P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
subsbtrat inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor
40CHsBenz No Yes No No No No
40HBenz No Yes No No No No
HBenz No Yes No No No No
40CHsAcet  No No No No No No
40HAcet No Yes No No No No
HAcet No Yes No No No No

IV. KESIMPULAN

Kajian studi in silico pada senyawa ligan
turunan hidrazon terhadap protein E6 HPV-18
telah dilakukan. Ligan 40HBenz memiliki
nilai Ki dan afinitas ikatan yang bagus
dibandingkan semua ligan. Binding pocket
daerah ligan turunan hidrazon berinteraksi
dengan protein E6 berpeluang memiliki
potensi sebagai antivirus dengan skor
drugability 0.53. Penilaian dan evaluasi
parameter fisikokimia dan farmakokinetik
senyawa turunan hidrazon telah
dilakukan.

kemiripan obat berdasarkan aturan Lipinski,

ligan

Seluruh ligan memiliki sifat
dapat diserap oleh pencernaan manusia, dan
memiliki probabilitias tinggi/tinggi-sedang
menjadi non-substrat P-gp dan non-inhibitor
isoenzim CYP.
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