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ABSTRAK

Nama . Titik Nurdayani
Program Studi . Farmasi Ekstensi
Judul : Uji Penghambatan Senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-

sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat
terhadap Aktivitas Siklooksigenase-2

Senyawa Etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-
3-il]}benzoat merupakan senyawa baru yang mempunyai kemiripan struktur
dengan senyawa diarilheterosiklik, sedangkan sebagian besar inhibitor selektif
siklooksigenase-2 merupakan senyawa diarilheterosiklik, sehingga senyawa
tersebut diprediksi mempunyai aktivitas menghambat konversi asam arakhidonat
menjadi prostaglandin melalui jalur siklooksigenase. Penelitian ini bertujuan
untuk menguji efek penghambatan siklooksigenase-2 (COX-2) oleh senyawa etil
4-{4-0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil }-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat.
Uji aktivitas penghambatan COX-2 dilakukan dengan menggunakan kit COX
(ovine) inhibitor screening assay. Prostaglandin yang terbentuk ditentukan
menggunakan metoda Enzyme Immunoassay dan intensitas warna yang dihasilkan
diukur serapannya menggunakan plate reader pada panjang gelombang 415 nm.
Dari hasil uji didapatkan nilai 1Csy senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat adalah 16,91 uM.
Sebagai pembanding, pengujian juga dilakukan terhadap asetosal dan selekoksib.
Hasil yang diperoleh untuk nilai ICs, asetosal dan selekoksib berturut-turut yaitu
24,97 uM dan 0,43 uM. Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa etil 4-{4-
0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil }-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat
mempunyai potensi inhibisi lebih kuat dibandingan asetosal tetapi masih lebih
rendah dibandingkan selekoksib.

Kata kunci . Siklooksigenase-2 (COX-2), inhibitor COX-2, Enzyme
Immunoassay (EIA), Etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat.
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ABSTRACT

Name . Titik Nurdayani
Program study . Pharmacy Extention
Title : Inhibition  Test of Ethyl 4-{4-oxo-2-[(E)-2-{4-

sulfamoylphenyletenyl}-3,4-dihydroquinazolin-3-
yl]}benzoate Compound for Cyclooxygenase-2 Activity.

Ethyl 4-{4-0x0-2-[(E)-2-{4-sulfamoylphenyletenyl}-3,4-dihydroquinazolin-3-
yl]}benzoate compound is a new drug that has structural similarities with diaryl
heterocyclic compound, while some of cyclooxygenase-2 selective inhibitor is a
diaryl heterocyclic compound, so that the compound is predicted to have activity
inhibits the conversion of arachidonic acid into prostaglandins through the
cyclooxygenase. The aim of this study is to the test inhibitory effect of
cyclooxygenase-2 (COX-2) by the ethyl 4-{4-oxo0-2-[(E)-2-{4-
sulfamoylphenyletenyl}-3,4-dihydroquinazolin-3-yl]}benzoate compound. Study
of COX-2 inhibitory activity carried out by using a kit COX (ovine) inhibitor
screening assay. Prostaglandins which were formed was determined using the
method of Enzyme Immunoassay and the resulting color intensity was measured
using a plate reader absorbance at a wavelength of 415 nm. From the test results
obtained ICsp value of ethyl 4-{4-oxo-2-[(E)-2-{4-sulfamoylphenyletenyl}-3,4-
dihydroquinazolin-3-yl]}benzoate compound was 16.91 uM. For comparison, the
tests were also done on acetosal and celecoxib. The results obtained for acetosal
and celecoxib 1Csy values were 24.97 uM and 0.43 uM, respectively. The results
showed that the ethyl 4-{4-oxo-2-[(E)-2-{4-sulfamoylphenyletenyl}-3,4-
dihydroquinazolin-3-yl]}benzoate compound has stronger inhibitory potency
compared to acetosal but still lower than celecoxib.

Key Words . Cyclooxygenase-2 (COX-2), COX-2 inhibitor, Enzyme
Immunoassay (EIA), ethyl 4-{4-oxo0-2-[(E)-2-{4-
sulfamoylphenyletenyl}-3,4-dihydroquinazolin-3-yl]}benzoate.

Xiv + 68 pages : 25 pictures, 10 tables, 9 appendixes
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Obat antiinflamasi non steroid telah digunakan dalam pengobatan sejak
lebih dari satu abad yang lalu. Pada tahun 1899 asam asetil salisilat sebagai obat
antiinflamasi non steroid sintetik dengan kerja antiinflamasi yang kuat untuk
pertama kalinya digunakan dalam pengobatan simptomatis penyakit rematik. Pada
tahun berikutnya mulai digunakan obat-obat lain untuk tujuan pengobatan yang
sama, antara lain fenilbutazon (1949), indometasin (1963), dan ibuprofen (1969).
Penemuan mekanisme kerja golongan obat ini, yaitu penghambatan
siklooksigenase yang terdapat dalam dua isoform - siklooksigenase-1 dan -2, telah
mempercepat upaya pengembangan obat ini terutama penghambat selektif
siklooksigenase-2 (Kartasasmita, 2002).

COX atau Prostaglandin H sintase (PGHS) berfungsi sebagai katalis pada
tahap pertama proses biosintesis prostaglandin, tromboksan dan prostasiklin. Ada
dua bentuk isoform dari siklooksigenase, yaitu COX-1 (PGHS-1; PHS-1,
Prostaglandin  endoperoksid  sinthase-1) dan COX-2 (PGHS-2, PHS-2,
Prostaglandin endoperoksid sinthase-2). COX-1 adalah bentuk enzim utama yang
ditemukan dibanyak jaringan dan bertanggung jawab dalam menjaga fungsi
normal tubuh termasuk keutuhan mukosa lambung dan pengaturan aliran darah
ginjal. Sebaliknya, COX-2 tidak ditemukan di jaringan pada kondisi normal,
tetapi diinduksi oleh berbagai stimulus, seperti endotoksin, sitokin, mitogen dan
dihubungkan dengan produksi prostaglandin selama proses inflamasi, nyeri, dan
respon piretik (Zhang, W.Y., Yang, X., Jin, D., & Zhu, X., 2004).

Senyawa  Etil  4-{4-o0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidro-
kuinazolin-3-il]}benzoat merupakan senyawa baru hasil sintesis Hayun dkk
(Hayun, Yanuar, A., Hanafi, M., & Hudiyono, S., 2011). Struktur senyawa
tersebut mempunyai kemiripan dengan senyawa diarilheterosiklik. Kebanyakan
inhibitor selektif siklooksigenase-2 merupakan senyawa diarilheterosiklik
(Dannhardt, G. & S. Laufer, 2000), sehingga diduga senyawa Etil 4-{4-okso-
2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil }-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat tersebut
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2

memiliki aktivitas sebagai inhibitor siklooksigenase-2 (Hudiyono, S., & Hayun,
2011). Penemuan obat inhibitor selektif COX-2 diharapkan menunjukkan kerja
antiinflamasi yang setara dengan obat antiinflamasi non steroid klasik tetapi
dengan toksisitas lebih ringan pada saluran gastrointestinal dan risiko
kardiovaskular.

Beberapa metode yang sering digunakan untuk menguji aktivitas
penghambatan siklooksigenase-1 dan siklooksigenase-2 yaitu menggunakan
Enzyme Immunoassay (EIA), pengukuran Malondialdehid (MDA), pengukuran
N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD) dan pengukuran darah manusia
lengkap. Dari beberapa cara pengukuran tersebut peneliti menggunakan Enzyme
Immunoassay karena cara pengukuranya yang lebih sederhana, sensitif dan
selektivitasnya terhadap siklooksigenase-1 dan siklooksigenase-2.

Enzyme immunoassay (EIA) adalah Immunoassay yang paling sensitif yang
dapat dipakai untuk penghitungan secara kuantitatif dengan konsentrasi sangat
rendah (misalnya, hormon, vitamin, obat terapeutik). Keunggulan EIA yaitu
mudah diotomatisasi dan diinstrumentasi serta merupakan pemeriksaan deteksi
antibodi biasanya merupakan pemeriksaan tidak langsung yang bergantung pada
pemakaian konjugat enzim-antibodi anti IgG atau IgM manusia. (Sacher, Ronald
A, & McPherson Richard A, 2002).

Atas dasar perkembangan diatas maka peneliti melakukan uji penghambatan
dari senyawa Etil 4-{4-0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil }-3,4-
dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat terhadap aktivitas siklooksigenase-2
menggunakan metode Enzyme Immunoassay (EIA). Aktivitas penghambatan
siklooksigenase-2 menggunakan metode ini ditentukan berdasarkan prostaglandin
yang terbentuk dari hasil reaksi menggunakan kit COX (ovine) inhibitor screening
assay yang selanjutnya intensitas warna yang dihasilkan diukur serapanya
menggunakan EIA plate reader. Dimana dari hasil pengukuran tersebut akan
didapatkan grafik persen inhibisi dengan konsentrasi inhibitor untuk menentukan

nilai 1Cxp.
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1.2. Tujuan Penelitian

Menentukan aktifitas penghambatan terhadap siklooksigenase-2 dari
senyawa etil 4-{4-okso 2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}3,4 dihidrokuinazolin-3-
il]}benzoat dan menentukan nilai 1C50 senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat menggunakan metode

Enzyme Immunoassay.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Enzim

Enzim adalah suatu kelompok protein yang menjalankan dan mengatur
perubahan-perubahan kimia dalam sistem biologi. Sel-sel dalam tubuh setingkat
demi setingkat dapat membentuk enzim yang berlainan, dimana enzim tersebut
merupakan suatu protein yang pembentukanya identik dengan pembentukan
protein yang mekanismenya sangat kompleks. Sehingga dapat diartikan enzim
adalah protein yang mengkatalisis reaksi biologis atau biokatalis. Enzim
merupakan biomolekul yang sangat spesifik dan mempunyai daya katalitik besar.
Enzim dapat meningkatkan kecepatan reaksi yang terjadi dalam sel hidup tanpa
mengalami perubahan. Reaktan yang dikatalisnya disebut substrat. Setiap enzim
bersifat spesifik terhadap substrat untuk menghasilkan produk tertentu (Marks,
D.B., Marks, A.D., & Smith, C., 2000).

2.1.1 Reaksi Enzimatis

Reaksi enzimatis dapat digambarkan sebagai berikut:

Reaksi:
E+S=ES>E+P
E =Enzim
S = Substrat

ES = Kompleks Enzim-Substrat
P =Produk atau hasil akhir
Mekanisme reaksi enzim-substrat ini dapat digambarkan dengan
menggunakan :
1. Model Fischer (model kaku)
Model ini hanya mengumpamakan pasangan enzim-substrat berupa gembok
dengan anak kuncinya. Berarti tidak sembarangan anak kunci dipergunakan untuk
membuka atau menutup gembok tadi. Model Fischer sering dinamakan model

kaku (model rigit).
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2. Model Koschland (model konformasi, model fleksibel)

Berbeda dengan model Fischer, model Koschland menggambarkan bentuk
molekul enzim yang lentur (fleksibel). Sifat lentur tersebut karena di tempat-
tempat tertentu molekul enzim terdapat unsur-unsur pengatur kelenturan molekul
(Marks, D.B., Marks, A.D., & Smith, C., 2000).

2.1.2. Aktivitas Enzim

Aktivitas enzim dapat ditentukan secara kualitatif maupun kuantitatif.
Aktivitas kualitatif enzim ditentukan berdasarkan reaksi kimia yang terjadi
dengan cara menentukan substrat yang dapat dikatalisis oleh enzim tersebut.
Sedangkan aktivitas kuantitatif enzim ditentukan dengan mengukur laju reaksi
yang dikatalisis oleh enzim tersebut. Aktivitas kuantitatif enzim berhubungan
dengan jumlah (unit) enzim yang mngkatalisis reaksi tersebut.

Satu unit enzim adalah jumlah enzim yang mampu mengkatalisis umol
substrat per menit pada kondisi tertentu (optimal). Aktivitas spesifik enzim
didefinisikan sebagai berapa unit enzim yang terdapat dalam satu mg protein.
Berdasarkan definisi tersebut maka aktivitas spesifik enzim menunjukan
kemurnian suatu enzim, dengan demikian semakin besar aktifitas spesifiknya
menunjukan bahwa kemurnian enzim tersebut semakin tinggi (Murray, R.K,,
Daryl, K.G., Peter, A.M., & Victor W.R., 2003).

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain temperatur,
pH, kofaktor, inhibitor, dan substrat. Peningkatan temperatur akan meningkatkan
laju reaksi, tetapi ada batas temperatur yang memungkinkan struktur enzim tetap
terjaga yaitu temperatur optimum. Di atas temperatur optimum maka struktur
enzim akan terganggu dan bahkan bisa rusak (denaturasi) dengan demikian
aktivitasnya akan menurun. Demikian pula dengan perubahan pH, pada umumnya
setiap enzim mempunyai aktivitas maksimum pada pH tertentu. Diatas dan
dibawah pH tersebut aktivitas akan menurun. Jenis dan jumlah substrat dapat
mempengaruhi aktvitas enzim, baik berupa peningkatan aktivitas (induksi enzim)
maupun penurunan aktivitas enzim (inhibisi enzim). Induksi enzim terjadi akibat
peningkatan produksi enzim sedangkan inhibisi enzim terjadi akibat pengikatan

molekul lain baik secara kompetitif maupun non kompetitif. Inhibitor kompetitif
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memiliki situs aktif yang sama dengan substrat dan peningkatan konsentrasi
substrat akan mengurangi pengaruh inhibisi sedangkan inhibitor non kompetitif
memiliki situs aktif yang berbeda dengan substrat dan peningkatan konsentrasi
substrat tidak akan berpengaruh pada proses inhibisi (Champe, Pamela C.,
Richard A. H., & Denise R. F., 2005).

2.2. Prostaglandin

Prostaglandin merupakan kelompok senyawa turunan asam lemak

prostanoat (C,,) yang rantai atom karbonnya pada nomor 8-12 membentuk cincin

siklopentan. Saat ini dikenal prostaglandin A sampai | yang dibedakan oleh
substituen yang terikat pada cincin siklopentan. Pada manusia, asam arakhidonat
(asam 5,8,11,14-Eikosatetraenoat) merupakan prazat terpenting untuk mensintesis
prostaglandin.

COOH —
CHy \—— 7 CH,
A

B
Gambar 2.1. Rumus struktur asam prostanoat dan asam arakhidonat. A. Asam

prostanoat, B. Asam arakhidonat.

Prostaglandin dihasilkan oleh jaringan yang sedang terluka atau sakit yang
disintesis dari asam lemak tak jenuh rantai panjang yaitu asam arakhidonat.
Terdapat dua jalur utama reaksi-reaksi yang dialami oleh asam arakhidonat pada
metabolismenya, yaitu jalur siklooksigenase yang bermuara pada prostaglandin,
prostasiklin, dan tromboksan serta jalur lipoksigenase yang menghasilkan asam-
asam hidroperoksieikosatetraenoat (HPETE). Prostaglandin yang dihasilkan
bergantung enzim pengkonversi berikutnya yang terdapat pada sel-sel tertentu.
Sebagai contoh : sel-sel endotelial terutama menghasilkan PGI,, sedangkan sel-sel
platelet terutama menghasilkan TXA,.

Pada selaput lendir traktus gastrointestinal, prostaglandin berefek protektif
Prostaglandin meningkatkan resistensi selaput lendir terhadap iritasi mekanis,

osmotis, termis atau kimiawi. Dalam suatu penelitian ditunjukkan bahwa
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pengurangan prostaglandin pada selaput lendir lambung memicu terjadinya tukak.
Hal ini membuktikan peranan penting prostaglandin untuk memelihara fungsi

barier selaput lendir (Kartasasmita, 2002).

Fosfolipida

Glukokortikoid

v /_ Fosfolipase A,

Lipokortin v
Asam arakhidonat

OAINS

Siklooksigenase Lipoksigenase

A 4

Endoperoksida siklik

l Leukotrien
Prostasiklin

Prostaglandin
Tromboksan A;

[Sumber : Syarif, 2007, telah diolah kembali]
Gambar 2.2 Bagan pembentukan prostaglandin

2.3. Siklooksigenase

Siklooksigenase merupakan enzim terikat membran yang telah ditemukan
dalam retikulum endoplasmik dan membran inti (Orbaniyah, Ismadi, & Oetari,
2003).

Awal tahun 1990-an ditemukan bahwa Siklooksigenase ada dalam dua
bentuk iso (COX-1 dan COX-2), yang berbeda dalam distribusinya di jaringan
dan regulasinya. COX-1 pada dasarnya terdapat dalam hampir semua tipe sel dan
mengambil bagian pada mekanisme fisiologis. Secara garis besar
siklooksigenase-1 esensial dalam pemeliharaan berbagai fungsi dalam kondisi
normal di berbagai jaringan khususnya ginjal, saluran cerna dan trombosit.
Sedangkan COX-2 adalah enzim yang dapat diinduksi, yang diproduksi misalnya

pada proses-proses yang dapat menimbulkan inflamasi (Syarif, 2007).
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Namun demikian, pada penelitian lanjutan ditemukan bahwa COX-2
ternyata tidak hanya indusibel melainkan juga konstitutif dan terdapat pada
berbagai jaringan. Pada kondisi fisiologis ekspresi konstitutif COX-2 ditemukan
pada ginjal, pembuluh darah, paru-paru, tulang, pankreas, sumsum tulang
belakang dan selaput lendir lambung (Kartasasmita, 2002).

Karakteristik enzim siklooksigenase-1 dan -2 dapat dilihat pada tabel
berikut:

Tabel 2.1. Karakteristik enzim Siklooksigenase 1 dan Siklooksigenase 2.

Parameter Siklooksigenase-1 Siklooksigenase-2

Ukuran gen 22 kb 8,3 kb

Ekson 11 10

Kromosom 9932 - 33,3 1925,2 - 25,3

mMRNA 2,8 kb 4,1 kb

Regulasi mMRNA Konstitusi Indusibel

Induktor - Sitokin, LPS

Jumlah asam amino 599 604

Lokasi Membran inti Membran inti

Kofaktor 1 mol Heme 1 mol Heme

Tempat pengikatan Serin-529 Serin-516

asam asetil salisilat

Spesifitas substrat Asam arakhidonat, Asam arakhidonat, asam
asam linoleat linoeat, asam

eikosapentenoat
Aktivitas 23 mmol asam 11 mmol asam

arakhidonat/mg/menit arakhidonat/mg/menit

[Sumber : Kartasasmita, 2002]

2.4. Inhibitor Selektif Siklooksigenase 2

Untuk mengurangi toksisitas obat antiradang bukan steroid klasik adalah
penghambatan selektif COX-2. Karena semua obat antiradang bukan steroid
klasik merupakan inhibitor tidak selektif COX-1 dan COX-2, maka diusahakan

membuat senyawa yang dapat menghambat aktifitas COX-2 secara selektif.
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Secara struktural terdapat beberapa golongan inhibitor selektif COX-2,
yaitu:
1. Turunan karbosiklis dan heterosiklis yang terikat visinal dengan moieties aril,
2. Turunan diaril- atau aril/heteroaril-eter dan —tioeter,
3. Turunan cis-stilben, serta
4. Keton diaril dan aril/heteroaril.

Sampai tahun 2000 telah berhasil disintesis sekitar 500 senyawa inhibitor
selektif COX-2. Awalnya, COX-2 selective inhibitors atau coxib dikembangkan
untuk menghindari efek samping pada saluran cerna yang umum dijumpai pada
penggunaan OAINS nonselektif. Tetapi ternyata beberapa coxib ditemukan
berisiko terhadap kardiovaskular. Potensi coxib dibedakan berdasarkan
selektifitasnya. Coxib yang lebih baru (valdekoksib, etorikoksib, lumirakoksib)
menghambat COX-2 lebih selektif dari selekoksib atau rofekoksib.

Selekoksib dan valdekoksib sama-sama memiliki suatu ikatan sulfonamida,
yakni suatu metabolit aktif dari prodrug parekoksib. Uji klinis memperlihatkan
bahwa kedua obat ini efektif mengatasi osteoarthritis. Pada hasil uji juga terlihat,
insiden ulser gastrik dan duodenum secara endoskopi pada pasien yang
menggunakan obat ini lebih rendah secara bermakna daripada pasien yang
menerima OAINS nonselektif. Sementara rofekoksib dan etorikoksib sama-sama
memiliki suatu gugus sulfon. Tetapi rofekoksib harus ditarik dari peredaran
lantaran terkait dengan resiko kardiovaskularnya.

Oleh karena itu, diharapkan inhibitor selektif COX-2 menunjukkan kerja
antiinflamasi yang setara dengan obat antiinflamasi non steroid klasik tetapi
dengan toksisitas lebih ringan pada saluran gastrointestinal dan risiko
kardiovaskular (Crofford, 2000).

2.5. Antigen

Antigen atau imunogen adalah bahan yang dapat memicu pembentukan
respon imun atau bahan yang bereaksi dengan antibodi. Secara fungsional, antigen
dibedakan menjadi imunogen dan hapten. Imunogen umumnya merupakan suatu
protein yang memiliki ukuran molekul yang besar, sedangkan hapten merupakan

senyawa kimia dengan ukuran kecil, tidak bersifat imunogenik sehingga tidak

Universitas Indonesia

Uji penghambatan..., Titik Nurdayani, FMIPA Ul, 2012



10

dapat mengaktifkan sel B untuk memproduksi antibodi. Agar dapat memicu
pembentukan antibodi, suatu hapten dikonjugasikan dengan molekul besar yang
disebut sebagai molekul pembawa. Molekul pembawa umumnya protein yang
bersifat multivalen dan imunogenik, contohnya keyhole limpet hemocyanin
(KLH), tiroglobulin, ovalbumin, dan imunoglobulin ayam (Rittenburg, 1990).

Determinan antigenic (epitop) adalah kelompok kimia terkecil dari suatu
antigen yang dapat membangkitkan respons imun. Suatu antigen dapat memiliki
dua atau lebih molekul determinan antigenic, satu molekul pun dalam keadaan
yang sesuai dapat menstimulasi respons yang jelas (Sloane, E., 2004).

Hapten dikenal oleh sel B sedangkan molekul pembawa oleh sel T. Hapten
membentuk epitop pada permukaan molekul pembawa yang dikenali oleh sistem
imun sehingga merangsang pembentukan antibodi. Daerah ini dapat bereaksi
secara spesifik dengan reseptor antigen (Bratawidjaja, 2004). Diantara senyawa
hapten yaitu kontaminan pada bahan pangan dan pakan seperti mikotoksin,
pestisida, antibiotik dan senyawa lain dengan bobot molekul rendah.

Berdasarkan epitopnya antigen terbagi atas empat jenis, yaitu :

1). Unideterminan univalen, antigen yang hanya memiliki satu jenis epitop pada
tiap molekulnya (hapten);

2). Unideterminan multivalen, antigen yang memiliki lebih dari dua epitop yang
sama pada satu molekulnya;

3). Multideterminan univalen, antigen yang memiliki beberapa epitop yang
berbeda, tetapi masing-masing hanya satu pada tiap molekulnya (protein);

4). Multideterminan multivalen, antigen yang memiliki beberapa epitop berbeda
yang masing-masing terdiri dari dua atau lebih pada tiap molekulnya.
Contohnya antigen dengan bobot molekul besar dan kompleks secara kimiawi,

seperti polimer protein.

Berdasarkan spesifitasnya, antigen dibagi menjadi lima kelompok, yaitu :
1. Heteroantigen, umum dimiliki oleh berbagai spesies;
2. Xenoantigen, yang hanya dimiliki spesies tertentu;
3. Alloantigen (isoantigen), antigen spesifik yang hanya dimiliki individu tertentu

dalam suatu spesies;
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4. Antigen yang hanya dimiliki organ tertentu; dan

5. Autoantigen, yang dimiliki oleh tubuh sendiri.

Sedangkan menurut ketergantungannya terhadap sel T, antigen terbagi atas
T-dependent, memerlukan bantuan sel T untuk dikenali sebelum menimbulkan
respon antibodi (seluler), dan T-independent yang dapat menstimulasi sel B untuk

memproduksi antibodi tanpa bantuan sel T (Bratawidjaja, 2004).

2.6. Antibodi

Antibodi adalah protein yang dihasilkan oleh sel limfosit B sebagai respon
terhadap tubuh karena adanya kontak dengan antigen (Bratawidjaja, 2004).
Antibodi disebut juga dengan imunoglobulin (Ig) karena terdiri dari protein
globular. Antibodi yang terdapat dalam tubuh hewan dan manusia terbagi dalam
lima kelompok yaitu : 1gA, 1gD, IgE, IgG, dan IgM.

1. 1gA mencapai 15 % dari semua antibodi dalam serum darah dan ditemukan
dalam sekresi tubuh seperti keringat, saliva, air mata, pernapasan,
genitourinary, dan sekresi usus, serta air susu ibu. Fungsi utama IgA adalah
untuk melawan mikroorganisme pada setiap titik masuk potensial ke dalam
tubuh.

2. IgD dalam serum darah dan limfe relatif sedikit, tetapi banyak ditemukan
dalam limfosit B. Hanya sedikit yang diketahui mengenai fungsinya, antibodi
ini membantu memicu respons imun.

3. IgE biasanya ditemukan dalam konsentrasi darah yang sangat rendah.
Kadarnya meningkat selama reaksi alergi dan pada penyakit parasitik
tertentu. Antibodi ini terikat pada reseptor sel mast dan basofil serta
menyebabkan pelepasan histamin dan mediator kimia lainnya.

4. 1gG mencapai 80 % sampai 85 % dari keseluruhan antibodi yang bersikulasi
dan merupakan satu-satunya antibodi yang dapat menembus plasenta dan
memberikan imunitas pada bayi baru lahir. Antibodi ini akan diproduksi
besar-besaran saat terjadi pajanan kedua dan yang berikutnya terhadap suatu

antigen spesifik. Antibodi ini berfungsi sebagai pelindung terhadap
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mikroorganisme dan toksin yang bersirkulasi, mengaktivasi sistem
komplemen dan meningkatkan keefektifan sel fagositik.

5. IgM merupakan antibodi pertama yang tiba di sisi infeksi pada pajanan awal
terhadap antigen. Pajanan kedua mengakibatkan peningkatan produksi IgG.
Antibodi IgM mengaktivasi komplemen dan memperbanyak fagositosis, tetapi
umur antibodi ini relatif pendek. Karena ukurannya, maka molekul ini
menetap dalam pembuluh darah dan tidak memasuki jaringan sekitar (Sloane,
2004).

Antibodi memiliki berat molekul 145.000 — 950.000 dengan struktur dasar
menyerupal huruf Y dan empat rantai polipeptida yang terdiri dari dua rantai berat
(heavy chain) dan rantai ringan (light chain) yang setara, dimana satu dengan
yang lainya dihubungkan oleh rantai disulfida. Rantai ringan terdiri atas lambda
(A) dan kappa (k) yang disusun oleh 220 — 230 asam amino. Sedangkan rantai
berat terdiri atas 450 — 600 asam amino. Setiap rantai, baik rantai ringan maupun
berat, mempunyai ujung amino yang disebut daerah variabel (variable region)
yang panjangnya sekitar 110 asam amino. Daerah variabel inilah yang bervariasi
antara suatu antibodi dengan antibodi yang lain sehingga mampu mengenali
antigen yang berbeda (Yuwono, T., 2007). Daerah variabel memiliki dua domain;
fragmen Fab yaitu fragmen yang mempunyai daerah pengikatan antigen dan
fragmen Fc yang dapat mengkristal dan berperan dalam regulasi kekebalan.
Daerah variabel terdiri dari daerah hipervariabel (HV) dan daerah framework
(FR). Daerah hipervariabel merupakan daerah pengikatan antigen (antigen-
binding site) yang disebut paratop atau disebut juga daerah penentu komplemen
(complementary-determining regions, CDRs) yang masing-masing terdiri dari 6 —
10 asam amino. Daerah ini berperan penting dalam reaksi antigen-antibodi yang
menjadi dasar analisis secara imunoasai (Maryam, 2007).
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Pengikatan

L "]

+— Rantai ringan

+ Jembatan disulfida

FR— Rantai berat

Daerah hipervariabel (CDRs)

B Daerah variabel

Fe

r Daerah konstan
[Sumber : Maryam, 2007]
Gambar 2.3. Struktur dasar Imunoglobulin (lg)

Antibodi dihasilkan oleh sel limfosit B (sel B) yang termasuk kedalam
sistem imun spesifik. Pada saat pertama kali suatu antigen masuk kedalam tubuh
akan terjadi sensitisasi, kemudian sel-sel imun merekamnya. Pada paparan
berikutnya, sel-sel imun sudah mengenali antigen tersebut karena telah

mempunyai antibodi yang dapat mengikat atau menangkal antigen tersebut.

2.6.1. Antibodi poliklonal

Setiap sel B memproduksi satu jenis antibodi spesifik. Jika suatu antigen
yang memiliki beberapa jenis epitop masuk kedalam tubuh vertebrata, maka
masing-masing sel B akan menghasilkan antibodi yang sesuai dengan antigen
tersebut. Proses pembentukan antibodi oleh sel B dimulai ketika suatu antigen
terikat pada permukaan sel B tertentu akan terjadi induksi sel B untuk
berproliferasi dan masing-masing sel memproduksi antibodi spesifik terhadap
antigen tersebut. Dengan adanya bagian variabel yang berbeda, maka antibodi
yang terbentuk memiliki epitop yang berbeda-beda dan bereaksi spesifik dengan
antigennya. Campuran antigen ini banyak terdapat dalam serum dan disebut
antibodi poliklonal.

Antibodi poliklonal memiliki epitop yang beragam sehingga dapat

berinteraksi dengan beragam antigen, terutama yang memiliki kesamaan struktur
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molekul. Hal ini dapat menimbulkan kesalahan interpretasi dalam analisis yang

menggunakan metode imunoasai berbasis antibodi poliklonal (Maryam, 2007).

2.6.2. Antibodi monoklonal

Antibodi monoklonal adalah antibodi buatan identifik karena diproduksi
oleh salah satu jenis sel imun saja dan semua klonnya merupakan sel single
parent. Antibodi monoklonal mempunyai sifat khusus yang unik yaitu dapat
mengenal suatu molekul, memberikan informasi tentang molekul spesifik dan
sebagai terapi target tanpa merusak sel sehat sekitarnya. Antibodi monoklonal
murni dapat diproduksi dalam jumlah besar dan bebas kontaminasi. Manusia dan
tikus mempunyai kemampuan untuk membentuk antibodi yang dapat mengenali
antigen (Hanafi & Syahruddin, 2007).

Antibodi monoklonal merupakan antibodi yang dihasilkan oleh klon dari
sel tunggal hasil fusi sel limfosit B dengan sel mieloma yang memiliki
homogenitas, affinitas dan spesifitas tinggi. Hasil fusi kedua sel dipilih yang
menghasilkan satu jenis antibodi dan bagian variabel yang sama. Sel limfosit B
diperoleh dari limpa mencit yang diimunisasi secara berulang dengan antigen
tertentu, sehingga dihasilkan sel hiperium yang membawa sifat-sifat genetik sel

induknya untuk memproduksi antibodi (Rittenburg, 1990).

2.7.  Immunoassay

Immunoassay Yyaitu teknik analisis dengan menggunakan pereaksi yang
dihasilkan oleh sistem imun, yaitu antibodi. Aplikasi imunoasai sangat luas
terutama di bidang kedokteran, baik untuk diagnosis maupun terapi suatu
penyakit. Dibandingkan dengan metode analisis lainnya, imunoasai memiliki
kelebihan karena sangat ekonomis, mudah dan cepat dalam aplikasinya, serta
memiliki spesifitas dan sensitifitas yang tinggi.

Sifat antibodi yang dapat mengikat antigen spesifik di dalam tubuh
merupakan dasar dari metode analisis secara imunoasai karena reaksi ini juga
dapat terjadi di luar tubuh. Dalam hal ini, antigen dapat merupakan agen penyakit,
cemaran mikroba, senyawa kimia atau kontaminan alami. Antibodi yang

digunakan dapat berupa antibodi poliklonal atau monoklonal (Maryam, 2007).
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EIA merupakan salah satu teknik immunoassay yang prinsipnya adalah
reaksi antigen-antibodi, dapat dideteksi dengan penambahan konjugat dilabel
enzim aktif yang bereaksi dengan substrat menghasilkan warna spesifik yang
dapat dibaca pada alat kolorimeter/spektrofotometer pada panjang gelombang
tertentu.

EIA terbagi menjadi dua jenis, yaitu heterogen dan homogen. Dalam EIA
heterogen aktivitas label enzim tidak dipengaruhi oleh reaksi antigen-antibodi dan
diperlukan pemisahan fraksi terikat dan tidak terikat. Sedangkan dalam EIA
homogen aktivitas enzim sebagai label tergantung pada reaksi antigen-antibodi
sehingga tidak diperlukan pemisahan. Contoh metode EIA yang banyak
digunakan untuk pengujian yaitu enzyme multiplied technique (EMIT) dan
ELISA. Dewasa ini, EIA lebih difokuskan pada ELISA karena metode ini paling
banyak dikembangkan dan diaplikasikan.

Enzime Immunoassay (EIA) atau biasa dikenal juga dengan ELISA
merupakan salah satu teknik uji serologis yang mulai dikenalkan pada tahun 1971
oleh Engvall dan Perlmann. Hasil pengujian EIA dapat dinilai secara kualitatif
maupun kuantitatif. Penilaian kualitatif dapat dibaca secara visual melalui
perubahan warna yang terjadi dan dibedakan dari kontrol yang tidak berwarna
(positif atau negatif). Penilaian secara kuantitatif dilakukan dengan membaca
perubahan warna yang terbentuk menggunakan EIA reader. Pengujian EIA
memiliki spesifisitas dan sensitifitas yang tinggi. EIA paling banyak digunakan

karena sederhana, terpercaya dengan mekanisme yang mudah (Rittenburg, 1990).

2.8. Uji Aktivitas Penghambatan Siklooksigenase
2.8.2. Pengukuran Menggunakan Enzyme Immuno Assay (EIA)

Pengukuran ini berdasarkan pada kompetisi antara Prostaglandin (PG) dan
suatu konjugat Prostaglandin-asetilkolinesterase (AChE) yang merupakan PG
tracer untuk berikatan dengan Prostaglandin antiserum yang jumlahnya terbatas.
Karena konsentrasi PG tracer dibuat tetap, sedangkan PG bervariasi, maka
jumlah PG tacer yang dapat diikat oleh PG antiserum adalah berbanding terbalik
dengan konsentrasi PG di dalam sumur uji. Kompleks antiserum kelinci-PG ini

kemudian berikatan dengan antibodi anti-kelinci monoklonal mencit (mouse
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monoclonal anti-rabbit antibody) yang telah dimasukkan sebelumnya pada sumur
uji. Sumur uji ini kemudian dicuci untuk menghilangkan reagen yang tidak
berikatan dan kemudian reagen Ellman’s, yang berisi asetiltiokolin (substrat untuk
AChE) dan asam 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoat), ditambahkan ke sumur uji.

Y Y hd
Plate dilapisi dengan antibodi Inkubasi dengan tracer, anti-
anti-kelinci monoklonal mencit serum, dan standar atau
sampel.
|

Dicuci untuk menghilangkan Pengembangan menggunakan
reagen-reagen yang tidak Reagen Elman
berikatan

[Sumber : Cayman Chemicals Inc., Ann Arbor, Ml., 2010, telah diolah kembali]
Gambar 2.4. Skema Proses EIA
Keterangan :

\( : antibodi antikelinci monoklonal mencit
. protein bloking
WO : PG-tracer

: antiserum spesifik

LI.I

- Prostaglandin bebas
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Asetilkolin akan dihidrolisis oleh asetilkolinesterase pada PG tracer yang
berikatan pada sumur uji, menghasilkan tiokolin dan asam asetat. Tiokolin
selanjutnya bereaksi dengan 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoat) menghasilkan asam 5-
tio-2-nitrobenzoat yang berwarna kuning terang, yang menyerap cahaya sinar
tampak dengan kuat pada A 412 nm (¢ = 13.600). Intensitas warna (besarnya
serapan) diukur secara spektrofotometri. Besarnya serapan ini sebanding dengan
jumlah PG tracer yang berikatan pada sumur uji, dan berbanding terbalik dengan
jumlah PG yang ada dalam sumur reaksi selama inkubasi. Sehingga semakin besar
aktivitas inhibitor COX, semain kecil PG yang diproduksi, maka semakin banyak
PG tracer yang diikat pada sumur uji, dan semakin besar intensitas warnanya
(Cayman Chemical Inc., Ann Arbor, Ml., 2010).

2.8.3. Pengukuran malondialdehid (MDA)

Perubahan asam arakhidonat menjadi Prostaglandin oleh siklooksigenase
menghasilkan produk samping malondialdehid (MDA) vyang dapat diukur
intensitas fluorosensinya. Siklooksigenase tersebut berasal dari keping darah segar
manusia. Plasma yang kaya akan keping darah ditambahkan senyawa uji,
diinkubasi pada 37°C selama 15 menit, lalu ditambah natrium arakhidonat,
diinkubasi pada 37°C selama 30 menit, selanjutnya reaksi dihentikan dengan
penambahan pereaksi asam tiobarbiturat dan diinkubasi pada 80°C selama 15
menit. Setelah didinginkan campuran disentrifugasi pada 4°C, 3000 rpm selama
15 menit, dan supernatan diukur. intensitas fluorosensinya menggunakan
spektrofluorometer pada panjang gelombang eksitasi 534 nm dan emisi 554 nm
(Nurrochmad, Supardjan, & Sardjiman, 1998). Cara uji ini menentukan aktivitas
inhibisi senyawa uji pada COX-1 dan COX-2 total.

2.8.4. Pengukuran N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD)

Aktivitas siklooksigenase ditentukan dengan mengukur perubahan
kromogen N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD) selama reduksi PGG;
menjadi PGH, secara spektrofotometri. Siklooksigenase (COX-2 ) diperoleh dari
plasenta biri-biri (Cayman Chemical Co.). Campuran reaksi yang berisi hematin

dan fenol dalam dapar Tris-HCI (100 uM, pH 8,1), yang berfungsi sebagai
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kofaktor, ditambah enzim yang telah diinkubasi dengan pembawa atau dengan
larutan senyawa uji dalam dimetilsulfoksid pada suhu 37°C selama 1-10 menit,
kemudian ditambahkan larutan segar asam arakhidonat dan TMPD dan diukur
perubahan serapan pada panjang gelombang 611 nm selama 30 detik. Kecepatan
reaksi awal diukur, dan kecepatan oksidasi nonspesifik pada saat tidak ada enzim
dikurangkan sebelum perhitungan persentase hambatan (Fernandez de Arriba et
al., 1999). Cara uji ini hanya menentukan aktivitas penghambatan senyawa uji
spesifik pada COX-2.

2.8.5. Pengukuran Darah Manusia Lengkap (Whole Human Blood Assay)
Sampel diambil dari darah manusia segar dari sukarelawan-sukarelawan
yang tidak meminum obat AINS selama 14 hari sebelum pengambilan darah,
dikumpulkan dalam tabung-tabung berisi heparin (20 U/mL). Untuk menentukan
aktivitas COX-2, sebanyak 500 pL darah terheparinasi diinkubasi bersama 5 pL
larutan senyawa uji dengan berbagai konsentrasi (misalnya, 5 sampai 20 pM) atau
pelarut senyawa uji (misalnya, DMSO) atau larutan baku pembanding (misalnya,
selekoksib 10 uM), dengan ditambahkan atau tidak ditambahkan lipopolisakarida
(LPS) yang berasal dari E-coli sebanyak 10 pg/mL pada suhu 37°C selama 24
jam dengan pengadukan yang lembut untuk menginduksi ekspresi COX-2. Reaksi
dihentikan dengan merendam tabung-tabung uji dalam air dingin. Plasma
dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada suhu 4°C, 13000 rpm selama 10 menit.
Sampel-sampel disimpan pada suhu -20°C sampai kadar PGE, diukur
menggunakan kit ELISA spesifik (Fernandez de Arriba et al., 1999; Hassanein,
Khalifa, El-Samaloty, El-Rahim, Tha, & Ismail, 2008). Cara uji ini hanya

menentukan aktivitas penghambatan senyawa uji spesifik pada COX-2.

2.9. EIA Plate Reader
2.9.2.Prinsip

EIA plate reader adalah sebuah fotometer yang dirancang untuk mengukur
serapan cahaya (Optical Density/OD) dari sampel cair pada plat mikro.
Mempunyai spektrum visibel antara 400 — 750 nm, beberapa diantaranya juga

bekerja pada tingkatan dekat dengan UV sampai Inframerah yaitu antara 200 —
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999 nm. Biasanya mempunyai kisaran linier dari serapan 0,000 sampai dengan
4,000 OD dengan resolusi 0,0001. EIA plate reader ini menggerakan plat mikro
melalui cahaya lampu. Waktu yang dibutuhkan untuk membaca satu plat dengan
96 sumuran adalah 15 detik. Sumuran yang dapat dibaca mulai dari 6, 12, 24, 48
dan 96 sumuran. Sebelum pembacaan dapat dilakukan pengocokan terlebih
dahulu dengan suhu maksimal 50° C dan jangka waktu maksimal 16 menit.

EIA plate reader yang paling sederhana menyediakan data tercetak melalui
output yang sensitif terhadap panas. Sedangkan yang paling modern saat ini
dihubungkan dengan komputer, yang dapat menampilkan perhitungan

menggunakan software tertentu, misalanya Gen5 (Lim, 2012).

2.9.3.Sistem Optik
Sistem optik terdiri dari komponen-komponen :

1. Lampu halogen tungsten
Merupakan sumber cahaya yang digunakan

2. Diafragma
Diafragma ini akan memotong sorotan cahaya untuk meminimalkan derau
elektronik.

3. Lensa kondensor
Bagian dari sinar tampak dan sinar dengan panjang gelombang yang lebih
panjang akan melewati lensa ini. Sinar UV dan sisa-sisa sinar tampak akan
dipantulkan.

4. Filter penyebar
Panjang gelombang ditentukan dari filter yang digunakan.

5. Fiber bundle
Setelah melalui filter penyebar, sorotan cahaya akan mencapai ujung dari fiber
bundle, yang akan membagi cahaya menjadi delapan jalur sinar pararel yang
sama dan akan membelokan cahaya tersebut ke atas.

6. Lensa fokus
Setelah cahaya dibagi, cahaya akan melalui sebuah sistem fokus dari delapan

lensa fokus.
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7. Detektor
Delapan sorotan cahaya akan melalui dasar dari lubang sel (sumuran)
kemudian akan melalui sampel menuju detektor yang akan mengukur

intensitas cahaya.

Plat mikro

[Sumber : Aziz, A., 1999, telah diolah kembali]
Gambar 2.5. Skema sistem optik EIA Plate Reader

Keterangan :

Lampu halogen tungsten
Diafragma

Lensa kondensor

Filter penyebar

Fiber bundle

Lensa fokus

Detektor

N o g bk~ w D P
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2.9.4. Sistem Proses

Mikro processor akan mengontrol pengukuran dan signal proses dari alat
tersebut. Fotometer yang memiliki pengubah program linier / logaritma akan
menghasilkan sebuah output yang merupakan serapan dari sampel. Serapan

tersebut akan otomatis secara serentak terbaca pada komputer (Lim, 2012).

2.10. Asetosal

Asetosal (asam asetil salisilat), kelompok obat ini merupakan cikal bakal
berkembangnya OAINS. Asetosal menimbulkan efek analgesia, anti inflamasi,
dan anti piretik dengan menekan produksi prostaglandin dan tromboksan dengan
menghambat siklooksigenase (COX-1 dan COX-2). Oleh karena itu asetosal dan
turunannya disebut juga dengan OAINS konvensional, karena tidak selektif
terhadap salah satu tipe siklooksigenase. Asam asetil salisilat, lebih dikenal
sebagai antiplatelet pada dosis rendah daripada sebagai pengobatan gejala arthritis
(Ulas Obat, 2006).

CO,H

O

O)\CH

[Sumber : Martindale, The Complete Drug Reference 36, 2009)
Gambar 2.6. Struktur kimia Asetosal

3

Rumus molekul : CgHgOy4

Berat molekul : 180,16

Pemerian . Hablur putih, umumnya seperti jarum atau serbuk hablur
putih; tidak berbau atau berbau lemah. Stabil di udara kering;
di udara lembab secara bertahap terhidrolisis menjadi asam

salisilat dan asam asetat.
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Kelarutan . Sukar larut dalam air; mudah larut dalam etanol; larut dalam
kloroform dan dalam eter (Martindale, The Complete Drug
Reference 36, 2009).

2.11. Selekoksib

Selekoksib merupakan kelompok obat generasi pertama golongan inhibitor
selektif COX-2. Selekoksib disetujui oleh FDA untuk pengobatan osteoarthritis
dan polyarthritis menahun pada tahun 1998. Selekoksib memiliki profil optimal
pada pengujian in vitro dan in vivo. Selekoksib ini menunjukkan aktivitas selektif
secara in vitro (COX-1 ICsp 13 mmol, COX-2 ICsp 0,04 mmol) dan menunjukkan
aktivitas anti-inflamasi pada pengujian menggunakan tikus yang telah diinduksi
arthritis (EDsp 0,4 mg/kg). Selekoksib dikontraindikasikan selama kehamilan dan
pada pasien dengan ulkus Gl. Dalam hal ini peran COX-2 untuk penyembuhan
luka menjadi jelas, sekali cedera ulseratif hadir, COX-2 meningkat terhadap
respons penyakit dan COX-2 tampaknya menjadi penting untuk penyembuhan
luka di dalam perut dengan meningkatkan aliran darah lambung, mengurangi
sekresi asam lambung dan memungkinkan proliferasi sel epitel. Konsekuensinya,
semakin selektif COX-2 inhibitor seperti selekoksib menyebabkan penyembuhan

luka tertunda dan dapat memperburuk cedera (Dannhardt, G. & S. Laufer, 2000).

NH,
S/O
o/
N
/
NN —cr,
\
HsC

[Sumber : Martindale, The Complete Drug Reference 36%, 2009)
Gambar 2.7. Struktur kimia Selekoksib

Rumus molekul : Ci7H14F3N30,S
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Berat molekul : 3814

Titik lebur : 160°-164°C

Pemerian : Serbuk berwarna putih, serbuk kristal putih amorf; tidak
berbau.

Kelarutan . Praktis tidak larut air (Martindale, The Complete Drug

Reference 36", 2009).

2.12. Etil 4-{4-okso 2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil]3,4 dihidrokuinazolin-3-

il}]benzoat

Senyawa dengan nama etil 4-{4-okso 2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}3,4
dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat merupakan senyawa hasil reaksi kondensasi
senyawa etil  4-(2-metil-4-okso-3,4-dihidrokuinazolin-3-il)benzoat  dengan
senyawa 4-formilbenzensulfonamida dalam pelarut asetat glasial dan Kkatalis
natrium asetat anhidrat. Struktur produk hasil reaksi dielusidasi berdasarkan data
spektra FT-IR, 'H-NMR, “*C NMR, dan MS (Hayun, Yanuar, A., Hanafi, M., &

Hudiyono, S., 2011).
o)
O /@J\O/\C'—B
N

N/ 7

S/O
~
]

HoN

[Sumber : Hayun, Yanuar, A., Hanafi, M., & Hudiyono, S., 2011]
Gambar 2.8. Struktur kimia Etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-

sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat
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Rumus molekul
Berat molekul
Organoleptis
Jarak lebur

Kelarutan

24

. C25H21N3SOs

: 475,516

. serbuk berwarna kuning pucat, tidak berbau
: 239°-240°C

: Mudah larut dalam dimetilsulfoksid, larut dalam

tetrahidrofuran, sukar larut dalam asetonitril,
sangat sukar larut dalam etanol, praktis tidak
larut dalam air dan eter (Hayun, Yanuar, A.,
Hanafi, M., & Hudiyono, S., 2011).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Farmasi Kuantitatif
Departemen Farmasi Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam

Universitas Indonesia, dari bulan Februari sampai Mei 2012.

3.2. Alat

Kit EIA (Cayman Chemicals Inc. No. Katalog 560101); plate reader (Biotek
ELx808); timbangan analitik (AND); penangas air (Memmert); pipet mikro
(Eppendorf); tabung mikro; rak tabung reaksi; rak tabung mikro; orbital shaker

(Lab Line); vortex (As One); sentrifuge (Heraeus Sepatech); alat gelas.

3.3. Bahan

Sampel senyawa etil 4-{4-okso 2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}3,4
dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat (hasil sintesis Hayun dkk); senyawa pembanding
asetosal (Shandong Xinhua Pharmaceutical Co., Ltd.) dan selekoksib (Hasil
isolasi dari kapsul Celebrex-Pfizer); 96 well plate (No. Katalog 400012); dapar
reaksi (No. Katalog 460104); COX-2 (ovine) — (No. Katalog 460101); heme (No.
Katalog 460102); asam arakhidonat (substrat) - (No. Katalog 460103); air
Ultrapure (No. Katalog 400000); KOH 0,1M (No. Katalog 460105); HCI 1M
(No. Katalog 460105); timah (11) klorida (No. Katalog 460107); dimetilsulfoksid
(Merck).

3.4. CaraKerja
3.4.1. Penyiapan Bahan
3.4.1.1.Pembuatan Larutan Pereaksi
1. Dapar Reaksi
Diencerkan 5 mL Dapar Reaksi pekat dengan 45 mL air Ultrapure.
2. Heme

Diencerkan 100 uLL heme dengan 400 uL dapar reaksi.
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3. Asam arakhidonat (Substrat)

Dipindahkan 50 pL substrat persediaan ini ke vial lain, tambahkan 50 pL
KOH, vortex, dan encerkan dengan 400 uL air Ultrapure.
4. Asam hidroklorida 0,1 M

Diencerkan 500 puL HCI 1 M dengan 4,5 mL air Ultrapure untuk
menghasilkan konsentrasi 0,1 M.
5. Timah (I1) klorida

Ditambahkan 5 mL HCI 0,1 M ke dalam vial persediaan timah (I1) klorida
dan vortex. Apabila tidak melaksanakan semua reaksi COX dalam satu hari,
ditimbang 125 mg timah (Il) klorida dalam vial lain dan tambahkan 2,5 mL HCI
0,1 M.
6. Dapar EIA

Diencerkan isi satu vial konsentrat dapar EIA dengan 90 mL air Ultrapure.
Dibilas vial untuk membersihkan garam yang mengendap.
7. Dapar Cuci

Diencerkan isi Dapar Cuci konsentrat sehingga menjadi 2 Liter dengan air
Ultrapure dan tambahkan 1 mL Tween 20. Dapar cuci volume yang lebih kecil
dapat dibuat dengan mengencerkan dapar cuci konsentrat 1:400 dan
menambahkan Tween 20 (0,5 mL/L dapar cuci).
8. Tracer AChE Skrining Prostaglandin

Direkonstitusi PG Tracer Skrining dengan 6 mL dapar EIA.
9. Antiserum Skrining Prostaglandin

Direkonstitusi PG Skrining Antiserum dengan 6 mL dapar EIA.

3.4.1.2.Pembuatan Larutan Standar Prostaglandin

Dilarutkan Standar PG terliofilasi dalam 1 mL dapar EIA. Konsentrasi
larutan ini adalah 10 ng/mL (standar bulk). Kemudian dibuat larutan standar
Prostaglandin dengan delapan konsentrasi yang berbeda, yaitu 2000 pg/mL; 1000
pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,3 pg/mL; dan 15,6
pg/mL. Untuk membuat standar yang digunakan dalam EIA : Siapkan 8 tabung uji
dan beri label S1 hingga S8. Diisikan 800 pL dapar EIA pada tabung S1 dan 500
uL dapar EIA pada tabung S2 — S8. Dipindahkan 200 uL standar bulk pada tabung
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S1 dan kocok hingga homogen. Secara serial encerkan standar ini dengan
mengambil 500 pL dari tabung S1 dan memasukkannya ke tabung S2, kocok
hingga homogen. Kemudian ambil 500 pL dari tabung S2 dan memasukkannya ke
tabung S3, kocok hingga homogen. Ulangi proses ini untuk tabung S4 — S8.
Skema penyiapan standar PG dapat dilihat pada Lampiran 4 bagan 1.

3.4.1.3.Pembuatan Larutan Inhibitor

1. Larutan induk Selekoksib
Ditimbang seksama lebih kurang 10 mg Selekoksib dilarutkan dengan
DMSO, cukupkan volumenya dengan DMSO hingga 5 mL, kocok
hingga homogen (konsentrasi 100 pM). Buat pengenceran dengan
konsentrasi 10; 1; 0,1; dan 0,01 pM, menggunakan pelarut campuran
DMSO dan Dapar Reaksi (1:1).

2. Larutan induk Asetosal
Ditimbang seksama lebih kurang 5 mg Asetosal dilarutkan dengan
DMSO, cukupkan volumenya dengan DMSO hingga 5 mL, kocok
hingga homogen (konsentrasi 100 uM). Dibuat pengenceran dengan
konsentrasi 50, 25, 10, dan 1 puM, menggunakan pelarut campuran
DMSO dan Dapar Reaksi (1:1).

3. Larutan induk etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-
dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat
Ditimbang seksama lebih kurang 12 mg etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat  dilarutkan
dengan DMSO, cukupkan volumenya dengan DMSO hingga 5 mL,
kocok hingga homogen (konsentrasi 100 pM). Buat pengenceran
dengan konsentrasi 20, 15, 10, dan 5 pM, menggunakan pelarut
campuran DMSO dan Dapar Reaksi (1:1).
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3.4.2. Uji Penghambatan Aktivitas COX-2
3.4.2.1.Pelaksanaan Reaksi

1.

Inaktivasi enzim

Dipipet 20 pL COX-2 dan diinaktifkan selama 3 menit dalam air
mendidih.

Pereaksian diatas penangas air suhu 37° C.

Dipipet 970 pl dapar reaksi, dimasukkan ke dalam tabung BC. Dipipet
950 pL dapar reaksi, dimasukkan ke dalam tabung inhibitor dan IA.
Ditambahkan 10 pL heme ke semua tabung uji. Kemudian tambahkan
10 pL COX-2 inaktif ke tabung BC dan 10 uL COX-2 aktif ke semua
tabung inhibitor dan IA. Ditambahkan 20 pL pelarut (campuran (1:1)
Dapar reaksi dan DMSO). Ditambahkan 20 pL larutan inhibitor pada
tabung inhibitor lalu vortex. Inkubasi selama 10 menit. Ditambahkan
10 pL asam arakhidonat pada semua tabung uji, vortex dan inkubasi
kembali selama 2 menit. Lalu ditambahkan 50 uL. HCI 1 M pada setiap
tabung uji.

Diangkat semua tabung uji dari penangas air.

Ditambahkan 100 pL larutan timah (Il) klorida pada tiap tabung uji
dan vortex. Diinkubasi selama 5 menit pada suhu kamar.

Disentrifugasi 4000 rpm (10 — 20 menit) semua tabung uji, hingga

diperoleh supernatan yang jernih.

3.4.2.2.Pengenceran Hasil Reaksi

1.

Sampel BC

Dimasukkan 990 pL dapar EIA pada tabung mikro, ditambahkan 10
ML supernatan sampel BC, dikocok hingga homogen.

Sampel 1A

Dimasukan 990 uL dapar EIA pada tabung mikro pengenceran
pertama lalu ditambahkan 10 pL supernatan sampel IA, kocok hingga
homogen. Dimasukkan 950 pL dapar EIA pada tabung mikro
pengenceran kedua lalu ditambahkan 50 pL larutan sampel IA dari

tabung mikro pengenceran pertama, kocok hingga homogen.
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3. Sampel inhibitor COX-2
Dimasukkan 990 upL dapar EIA pada tabung mikro pengenceran

pertama lalu ditambahkan 10 pL supernatan sampel inhibitor COX-2,

kocok hingga homogen. Dimasukkan 950 pL dapar EIA pada tabung

mikro pengenceran kedua lalu tambahkan 50 pL larutan sampel

inhibitor COX-2 dari tabung mikro pengenceran pertama, kocok

hingga homogen.

3.4.2.3.Pelaksanaan EIA

1) Penambahan larutan bahan

1.

Dapar EIA : ditambahkan 100 puL dapar EIA pada sumur
pengikatan non spesifik (NSB). Kemudian tambahkan 50 pL
dapar EIA untuk sumur Pengikatan maksimum (Bo)

Standar Skrining PG : ditambahkan 50 uL dari tabung S8 pada
sumur standar paling bawah. Ditambahkan 50 pL dari S7 pada
masing-masing dua sumur standar berikutnya.

Sampel-sampel background (tabung uji BC) : ditambahkan 50 pL
sampel per sumur. Masing-masing sampel diuji dua kali.
Sampel-sampel aktivitas inisial COX 100% (tabung uji 1A) :
ditambahkan 50 pL sampel per sumur. Diuji masing-masing
sampel pada pengenceran kedua dengan masing-masing
pengenceran diuji dua kali.

Sampel-sampel COX Inhibitor : ditambahkan 50 pL sampel per
sumur. Diuji masing-masing sampel pada pengenceran kedua
dengan masing-masing pengenceran diuji dua kali.

Tracer AChE Skrining PG : ditambahkan 50 pL tracer skrining
PG pada masing-masing sumur kecuali sumur-sumur Total
aktivitas (TA) dan blanko (BIK).

Antiserum Skrining PG : ditambahkan 50 pL. Antiserum skrining
PG pada masing-masing sumur kecuali Total aktivitas (TA) dan
blanko (BIk).
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2) Inkubasi Lempeng

Lempeng ditutup dengan film plastik dan diinkubasi selama 18 jam
pada temperatur kamar di atas orbital shaker.
3) Pengembangan Lempeng

Direkonstitusi satu vial Reagen Elman dengan 20 mL air Ultrapure.
Dikosongkan sumur-sumur dan cuci limakali dengan Dapar Cuci.
Ditambahkan 200 pL Reagen Elman pada tiap sumur uji lalu ditambahkan
5 uL tracer pada sumur Aktivitas Total (TA).
4) Pembacaan Lempeng

Sebelum lempeng dibaca, shake lempeng didalam plate reader lalu
dibaca lempeng pada panjang gelombang 405 dan 415 nm. Serapan dicek
secara berkala (ukur setiap 15 menit selama 105 menit) sampai sumur Bo
mencapai minimum 0,3. Lempeng dibaca bila serapan sumur Bo pada

rentang 0,3 — 1,0.

3.4.3. Analisis/Perhitungan
Data diplot sebagai %B/Bo versus log konsentrasi menggunakan kurva

log-logit (data reduction software).

Bo terkoreksi = Bo - NSB (3.1)
Sn-NSB
%B/Bo Sn = —— x 100 (3.2)
Bo terkoreksi
Keterangan :
Bo = serapan rata-rata sumur pengikatan maksimum (Bo)

NSB = serapan sumur rata-rata pengikatan non spesifik (NSB)
Sn = serapan standar Prostaglandin ke-n

n =1 sampai 8
1. Plot Kurva Standar
Plot %B/Bo untuk standar S1-S8 versus konsentrasi PG, menggunakan linier

(y) dan log (x). Plot data sebagai logit (B/Bo) versus log konsentrasi dan lakukan

pencocokan regresi linier.
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2. Penentuan Konsentrasi Sampel
a. Hitung nilai %B/Bo untuk setiap sampel
b. Tentukan konsentrasi untuk setiap sampel dengan mengidentifikasi %B/Bo
pada kurva standar dan baca nilai yang bersesuaian pada aksis-x. Kalikan
sampel-sampel COX dengan faktor pengenceran yang sesuai (BC = 100;
IA dan Inhibitor = 2000).

IA terkoreksi= A=1A-BC (3.4)

Sampel terkoreksi = B = Sampel — BC (3.5)
... AB

% inhibisi = ™ x 100 (3.6)

c. Buat grafik persen inhibisi dengan konsentrasi inhibitor untuk menentukan
nilai 1Csg.
Nilai 1Csp dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear,
konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % penghambatan sebagai sumbu
y. Dari persamaan y = a + bx dapat dihitung nilai ICsy dengan
menggunakan rumus :
50-a
b

|C50 = (37)
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Uji Penghambatan Aktivitas COX-2

Pengujian hambatan aktivitas Siklooksigenase-2 dilakukan secara in vitro
dengan menggunakan kit COX (ovine) Inhibitor Screening Assay. Siklooksigenase
(COX) merupakan katalisis pertama biosintesis asam arakhidonat menjadi PGHo.
Uji aktivitas inhibitor COX (ovine) dilakukan secara langsung dengan mengukur
PGF,,, dengan cara mereduksi PGH, dari COX yang dihasilkan dalam reaksi
menggunakan timah (I1) klorida (SnCl,). Produk prostanoid ini diukur melalui
Enzyme Immunoassay (EIA), menggunakan antiserum yang spesifik berikatan
dengan Prostaglandin.

Prinsip dari pengukuran ini berdasarkan pada pengikatan antara antigen dan
antibodi. Antibodi yang digunakan yaitu antibodi anti-kelinci monoklonal mencit
(mouse monoclonal anti-rabbit antibody) yang telah dimasukkan terlebih dahulu
pada sumur uji. Kemudian kedalam sumur uji dimasukan PG tracer, antiserum,
standar dan sampel inhibitor. Selanjutnya diinkubasi selama 18 jam, selama masa
inkubasi inilah terjadi kompetisi antara Prostaglandin (PG) dengan suatu konjugat
Prostaglandin-asetilkolinesterase (AChE) yang merupakan PG tracer untuk
berikatan dengan Prostaglandin antiserum. Kompleks antiserum kelinci-PG ini
kemudian berikatan dengan antibodi anti-kelinci monoklonal mencit (mouse
monoclonal anti-rabbit antibody).

Sumur uji ini kemudian dicuci dengan dapar cuci untuk menghilangkan
reagen-reagen yang tidak berikatan, kemudian ditambahkan ke dalam sumur uji
yaitu reagen Ellman’s, yang berisi asetiltiokolin (substrat untuk AChE) dan asam
5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoat). Asetilkolin akan dihidrolisis oleh
asetilkolinesterase yang ada pada PG tracer yang berikatan pada sumur uji,
menghasilkan tiokolin dan asam asetat. Tiokolin ini selanjutnya bereaksi dengan
5,5’-ditio-bis-(asam 2-nitrobenzoat) yang akan menjadi asam 5-tio-2-nitrobenzoat
yang berwarna kuning terang. Intensitas warna inilah yang dapat diukur secara
spektrofotometri. Besarnya serapan ini sebanding dengan jumlah PG tracer yang

berikatan pada sumur uji, dan berbanding terbalik dengan jumlah PG yang ada
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dalam sumur uji selama inkubasi. Sehingga semakin besar aktivitas inhibitor
COX, semain kecil PG yang diproduksi, maka semakin banyak PG tracer yang

diikat pada sumur uji, dan semakin besar intensitas warnanya.

/\8/\/ N\+/ o .
Asetiltiokolin

Asetilkolinesterase

)ko S/\/\\—’- Tiokolin

/ 5,5’-ditio-bis-(asam
O,N S—S NO,
2-nitrobenzoat)
“00C COO”

ON S \ ‘S NO,

“00C coo

Asam 5-tio-2-nitrobenzoat

[Sumber : Cayman Chemicals Inc., Ann Arbor, Ml., 2010, telah diolah kembali]
Gambar 4.1. Reaksi katalisis oleh Asetilkolinesterase

Kit yang digunakan untuk uji aktivitas penghambatan COX-2 ini terdiri atas
COX-2 (ovine) dan KOH vyang siap digunakan, dapar reaksi, heme, asam
arakhidonat (substrat), asam hidroklorida 1 M, timah (Il) klorida, dapar EIA,
dapar cuci, Tracer AChE skrining Prostaglandin, Antiserum Skrining
Prostaglandin, Standar Prostaglandin, dan Reagen Elman. Bahan-bahan yang
perlu disiapkan adalah bahan-bahan yang harus diencerkan atau harus
direkonstitusi terlebih dahulu, sedangkan bahan-bahan yang siap pakai seperti
enzim, KOH, HCI 1 M dan air Ultrapure dapat langsung digunakan untuk

pereaksian COX-2. Setelah dilakukan pengenceran, larutan bahan tersebut harus
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disimpan pada suhu dan jangka waktu tertentu. Suhu dan waktu penyimpanan
dapat dilihat pada tabel 3.1. Jika penyimpananya tidak ditempat yang sesuai atau
digunakan melebihi batas waktu peyimpananya, kestabilan larutan tersebut
berkurang maka akan mempengaruhi penghambatan aktivitas enzim.

Selanjutnya dibuat larutan standar Prostaglandin dengan delapan konsentrasi
yang berbeda, yaitu 2000 pg/mL; 1000 pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125
pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,3 pg/mL; dan 15,6 pg/mL. Larutan standar Prostaglandin
ini digunakan untuk membuat kurva kalibrasi (lampiran 4 bagan 1). Dari kurva
kalibrasi tersebut dapat digunakan untuk menghitung jumlah prostaglandin yang
terbentuk dari masing-masing sampel inhibitor.

Sebagai senyawa pembanding digunakan Asetosal yang merupakan inhibitor
COX non selektif dan Selekoksib yang merupakan inhibitor selektif COX-2.
Mula-mula larutan induk masing-masing sampel inhibitor dibuat pada konsentrasi
100 uM, lalu dibuat pengenceran untuk Asetosal dengan konsentrasi 50 uM; 25
uM; 10 uM dan 1 uM. Untuk Selekoksib dibuat pengenceran dengan konsentrasi
10 uM; 1 uM; 0,1 uM dan 0,01 uM. Sedangkan untuk senyawa etil 4-{4-okso-2-
[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat juga dibuat
larutan induk dengan konsentrasi 100 uM, lalu dibuat pengenceran dengan
konsentrasi 20 uM; 15 uM; 10 uM dan 5 pM. Pertimbangan konsentrasi
pengenceran masing-masing larutan inhibitor ini berdasarkan data % inhibisi yang
dihasilkan setelah pengukuran uji penghambatan aktivitas COX-2. Pengujian
diawali dengan menggunakan konsentrasi 10 uM dari masing-masing larutan
inhibitor, dilanjutkan dengan konsentrasi lebih besar atau lebih kecil dari 10 uM,
sampai didapat % inhibisi diatas 50 % untuk menghitung nilai ICsy dari masing-
masing inhibitor tersebut. Tetapi untuk senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat itu sendiri dikarenakan
kelarutanya yang praktis tidak larut dalam air, sedangkan dalam tahapan reaksi
yang dilakukan menggunakan air sebagai pelarut dari buffer reaksi (merupakan
stimulasi dari sistem biologis yang terjadi pada tahapan reaksi pembentukan
Prostaglandin), maka konsentrasi tertinggi yang memungkinkan senyawa tersebut

dapat melarut yaitu 20 uM.
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Selekoksib yang digunakan sebagai standar inhibitor selektif COX-2

diperoleh dari isolasi sediaan kapsul Celebrex®. Hasil isolasi lalu dilakukan uji

kemurnian menggunakan metode Jarak lebur, Kromatografi Lapis Tipis,
Spektrofotometri UV, dan Spektrofotometri IR (Lampiran 8). Dari hasil uji
kemurnian tersebut lalu dibandingkan dengan penelitian sebelumnya (referensi
pembanding), dan hasilnya menunjukan bahwa isolat yang diperoleh identik
dengan pembanding yang ada sehingga dapat disimpulkan bahwa selekoksib hasil
isolasi tersebut dapat digunakan untuk pengujian.

Pada tahapan pelaksanaan reaksi perlu diperhatikan penambahan-
penambahan bahan dan waktu inkubasinya. Pelaksanaan reaksi dilakukan diatas
penangas air suhu 37° C, suhu tersebut disamakan dengan suhu tubuh manusia
begitu juga pada saat pengukuran menggunakan plate reader di inkubasi terlebih
dahulu pada suhu 37° C. Pada tahap awal pereaksian, ke dalam setiap tabung uji
dimasukan dapar reaksi yang fungsinya disini sebagai stimulasi cairan biologis
tubuh, lalu ditambahkan heme yang merupakan kofaktor dari COX-2. Sedangkan
asam arakhidonat yang ditambahkan setelah inkubasi 10 menit berperan sebagai
substrat yang akan menginisiasi reaksi pembentukan prostaglandin. Setelah
diinkubasi kembali selama 2 menit, tahap terakhir reaksi dengan menambahkan
HCI 1 M yang berfungsi untuk menghentikan reaksi.

Pada pengujian dengan menggunakan metode ini juga dilakukan
pengukuran terhadap sumuran NSB, By, TA, BC dan IA 100%. Dimana sumur
NSB (Non-Specific Binding) ini merupakan sumur yang menghasilkan serapan
dari ikatan yang tidak spesifik (non imunologi) antara tracer dan sumur dari
mikroplate tersebut. Ikatan ini mungkin terjadi dalam jumlah yang sangat kecil
sehingga serapan yang dihasilkan juga seharusnya rendah. Sumur By (Maximum
binding) akan menghasilkan serapan yang maksimum (serapan paling tinggi)
karena ke dalam sumur ini hanya terdapat PG tracer dan antiserum, yang artinya
tidak ada kompetisi antara Prostaglandin bebas dan PG tracer untuk berikatan
dengan antiserum. Sumur TA (Total Activity) menghasilkan serapan dari aktivitas
enzimatik total dari ikatan asetilkolinesterase. Serapan yang diperoleh dari sumur
TA ini tidak diikutsertakan dalam perhitungan karena hanya merupakan analog

untuk aktivitas spesifik tracer yang bersifat radioaktif.
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Sumur BC (Background) merupakan sumur yang berisi reagen yang
mengandung enzim inaktif juga tanpa penambahan PG tracer, sehingga
seharusnya tidak ada reaksi enzimatik didalam sumur BC tersebut, artinya PG
tidak terbentuk, antiserum tidak dapat berikatan dengan PG, sehingga seharusnya
tidak menghasilkan serapan. Tetapi pada kenyataanya masih ada serapan yang
diperoleh dari sumur ini. Hal ini mungkin saja karena masih ada sedikit enzim
yang masih aktif sehingga masih ada sedikit Prostaglandin yang terbentuk.
Sedangkan di dalam sumur IA 100% (Initial Activity) terjadi reaksi enzimatik
yang maksimum (aktivitas enzim 100%) karena ke dalam sumur ini tidak
ditambahkan larutan inhibitor, PG bebas yang dihasilkan lebih banyak daripada
PG tracer yang jumlahnya terbatas, sehingga PG bebas inilah yang paling banyak
berikatan dengan antiserum.

Serapan larutan uji diukur secara berkala setiap 15 menit sampai didapat
serapan sumur By antara 0,3 — 1,0. Dari pengujian didapatkan bahwa pada
umumnya serapan sumur By yang berada diantara rentang 0,3 — 1,0 adalah
pengukuran selama 60 menit. Sehingga untuk selanjutnya data yang digunakan

untuk analisis adalah pada pengukuran menit ke-60.

4.2. Analisis Data

Serapan yang dihasilkan dari sumur Bo dan NSB digunakan untuk
menghitung B, terkoreksi yang selanjutnya dihitung B/B, yaitu perbandingan
serapan yang diperoleh dari sumur standar atau sampel dengan serapan dari sumur
Bo. Dari B/By inilah yang selanjutnya dapat dibuat kurva kalibrasi untuk standar
Prostaglandin. Dimana loggit B/B, sebagai sumbu y dan konsentrasi prostaglandin
sebagai sumbu x. Maka diperoleh persamaan regresinya yaitu y = -0,6352In(x) +
2,9058 dan r = 0,9961. Selanjutnya dihitung pula loggit B/B, dari masing-masing
sampel BC, IA dan inhibitor. Sehingga jika diplotkan kedalam kurva kalibrasi
maka akan diperoleh konsentrasi prostaglandin yang terbentuk dari masing-
masing sampel tersebut, dan juga dapat dihitung % inhibisi dari sampel inhibitor.

Hasil pengujian yang dilakukan diperoleh ICso untuk Asetosal yaitu 24,97
uM, Selekoksib 0,43 uM dan senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-

sulfamoilfeniletenil}3,4 dihidrokuinazolin-3-il]}benzoat sebesar 16,91 uM seperti
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yang terlihat pada histogram gambar 4.6. Dari hasil ini dapat diketahui bahwa
senyawa etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-
il]}benzoat mempunyai kemampuan yang lebih besar menghambat aktivitas
COX-2 dibandingkan dengan Asetosal tetapi kemampuanya lebih kecil
dibandingkan dengan selekoksib terhadap enzim yang sama. Sebagai pembanding,
pengujian juga dilakukan terhadap asetosal dan Selekoksib. Hasil 1Csy yang
diperoleh dibandingkan dengan penelitian sebelumnya (Tabel 4.1). Dibandingkan
dengan referensi dari penelitian sebelumnya terlihat bahwa hasil pengujian ICs
yang dilakukan oleh peneliti lebih kecil dibandingkan dengan referensi yang ada,
hal ini dapat disebabkan karena kondisi enzim yang peneliti gunakan mungkin
sudah mengalami penurunan kualitas yang disebabkan oleh penyimpanan yang
kurang baik pada saat pengiriman/transportasi. Tetapi hasil yang diperolen masih
dapat diterima karena kondisi, pelaksana, waktu dan lokasi pengujian yang
berbeda akan diperoleh hasil yang berbeda pula.

Tabel 4.1. Perbandingan data I1Cs, hasil pengujian dengan penelitian sebelumnya

Senyawa i
Hasil pengujian Referensi
Asetosal 24,97 2,4 (Chen, Qiao-Hong. 2005)
93 (Reddy, M. V. R., etal., 2005)
2,4 (Chowdhury, M.A., et al., 2009)
Selekoksib 0,43 0,07 (Chen, Qiao-Hong. 2005)
1,7 (Reddy, M. V. R., et al., 2005)
0,30 (Abdel-Aziz, 2011)
0,05 (Yue Li, etal., 2011)
Etil 4-{4-okso-2-[(E)-2- 16,91 -
{4-sulfamoilfeniletenil}
-3,4-dihidrokuinazolin-
3-il]}benzoat
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Enzyme Immunoassay merupakan metode analisa semi kuantitatif yang
mempunyai beberapa keunggulan maupun kelemahan. Keunggulan metode ini
yaitu sensitif, spesifik dan cepat. Dengan metode ini, sejumlah sampel dapat
dideteksi dalam waktu yang bersamaan dengan menggunakan sedikit reagen dan
dalam waktu yang relatif singkat. Sedangkan kelemahan dari metode ini yaitu
dapat terjadi kesalahan pengujian akibat kontrol negatif yang menunjukkan
respons positif yang disebabkan adanya antibodi sekunder atau antigen asing yang
dapat berinteraksi dengan antibodi/antigen yang dilabel enzim tersebut. Antibodi
atau antigen asing tersebut dapat berasal dari kemungkinan adanya senyawa
pengganggu pada saat pengukuran. Dengan adanya senyawa pengganggu, juga
dapat meyebabkan terjadi kesalahan estimasi sehingga hasil yang diperoleh antara
satu pengukuran dengan pengukuran yang lain bisa berbeda, misalnya % KV yang
cukup besar. Senyawa pengganggu disini adalah senyawa-senyawa organik
misalnya SnCl, yang digunakan pada saat pelaksanaan reaksi EIA. Oleh karena
itu, sebelum dilakukan pengenceran, perlu dilakukan pemisahan terhadap
senyawa-senyawa organik tersebut dengan cara sentrifugasi, dimana supernatan
yang diperoleh harus benar-benar jernih. Kesalahan-kesalahan sedikit saja yang
terjadi pada saat pelaksanaan reaksi maupun pengukuran EIA, akan sangat
mempengaruhi hasil yang diperoleh. Misalnya pada sampel BC, sampel ini
seharusnya tidak menghasilkan PG (kontrol negatif) tetapi ternyata menghasilkan
respons positif dan juga didapatkan % KV yang lebih dari 15%, hal ini mungkin
disebabkan karena pengerjaan yang kurang hati-hati sehingga masih terdapat

senyawa pengganggu yang mempengaruhi reaksi EIA pada sumur tersebut.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Senyawa  etil  4-{4-o0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidro-
kuinazolin-3-il]}benzoat dapat menghambat Siklooksigenase-2 dengan nilai 1Cs
16,91 puM. Sedangkan nilai 1Csy senyawa pembanding asetosal dan selekoksib
yaitu 24,97 uM dan 0,43 uM. Sehingga dapat disimpulkan bahwa senyawa etil 4-
{4-0kso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat
memiliki potensi penghambatan aktivitas siklooksigenase-2 lebih kecil

dibandingkan dengan senyawa pembanding selekoksib.

5.2. Saran

1. Sebaiknya perlu dilakukan juga uji aktivitas penghambatan terhadap
Siklooksigenase-1  sehingga dapat diketahui  selektivitasnya antara
Siklooksigenase-1 dan Siklooksigenase-2.

2. Untuk membandingkan hasil yang diperoleh, perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut dengan metode yang lain dari uji penghambatan aktivitas
Siklooksigenase-2.

3. Untuk memudahkan pengerjaan dan mendapatkan hasil yang lebih baik, pada

saat pelaksanaan EIA sebaiknya digunakan pipet mikro yang multichannel.
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Gambar 3.1. Plate reader Biotek EL.x808
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Gambar 3.2. Plate reader dan perangkat komputer
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Gambar 3.3. Plate 96 sumuran

Gambar 3.4. Bahan-bahan reaksi inhibisi COX (ovine)
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Gambar 3.6. Pelaksanaan reaksi diatas penangas air suhu 37° C
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Gambar 4.3. Kurva inhibisi Selekoksib
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Tabel 3.1. Kondisi penyimpanan bahan-bahan pereaksi

Nama Bahan Penyimpanan Waktu Stabilitas
Sebelum Sesudah Larutan
Pengenceran Pengenceran
PG Screening EIA Antiserum -20°C 4°C 4 minggu
PG Screening EIA AchE tracer -20°C 4°C 1 minggu
PG Screening EIA Standar -20°C 4°C 6 minggu
Buffer EIA Suhu kamar Suhu kamar 2 bulan
Buffer Cuci Suhu kamar Suhu kamar 2 bulan
Buffer Reaksi -20°C Suhu kamar 1 bulan
Tween 20* Suhu kamar Suhu kamar -
Ig G yang dilapisi pada plate* 4°C 4°C -
96 sumuran plate* Suhu kamar Suhu kamar -
Ellman’s reagen -20°C Suhu kamar -
COX-2* -80°C -80°C 6 minggu
Heme -20°C Suhu kamar 12 jam
Asam Arakidonat (substrat) -20°C Suhu kamar 1 jam
Asam Hidroksida (KOH) -20°C Suhu kamar -
Asam Klorida (HCI) -20°C Suhu kamar 1 bulan
Stano Klorida -20°C Suhu kamar 8 jam

* Tidak diencerkan.

- Tidak ada keterangan waktu stabilitas

Tabel 4.2. Data Kurva kalibrasi standar prostaglandin

Konsentrasi (pg/ml) | Serapan rata-rata B/Bo Persamaan regresi
2000,00 0,167 0,129
1000,00 0,226 0,174
500,00 0,340 0,262
y =-0,6352In(x) +
250,00 0,452 0,349
2,9058
125,00 0,599 0,462
r=0,9961
62,50 0,797 0,615
31,25 0,881 0,679
15,63 0,951 0,743
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Tabel 4.3. Data serapan Blanko, NSB, Bo, 1A 100% dan BC

Nama sampel Serapan
0,116
0,110
0,116
0,114
1,430
Bo 1,375
1,429
0,409
0,399
0,404
0,437
1,368
1,356
1,373
1,351

Blanko

NSB

BC

Tabel 4.4. Data uji aktivitas penghambatan oleh Selekoksib
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) Konsentrasi
Konsentrasi | Serapan .
prostaglandin % Persamaan IC50
sampel rata- BN .
rata-rata inhibisi regresi (rM)
(rM) rata
(pg/ml)
10 0,706 256411,4 81,51
y =9,1271In(x)
1 0,523 658674,8 52,50
+ 57,7375 0,43
0,1 0,481 8472222 38,91
r=0,9911
0,01 0,431 1164982,5 15,99
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Tabel 4.5. Data uji aktivitas penghambatan oleh Asetosal
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) Konsentrasi
Konsentrasi | Serapan .
prostaglandin % Persamaan IC50
sampel rata- o _
rata-rata inhibisi regresi (uM)
(rM) rata
(pg/ml)
50 0,545 616953,5 55,51
y = 13,7402In(x)
25 0,509 685561,0 50,57
+5,7876 24,97
10 0,493 783571,0 43,50
r=0,9822
1 0,409 1342482,0 3,19

Tabel 4.6. Data uji aktivitas penghambatan oleh etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-
sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il] }benzoat

) Konsentrasi
Konsentrasi | Serapan .
prostaglandin % Persamaan IC50
sampel rata- e v _
rata-rata inhibisi regresi (1M)
(1M) rata
(pg/ml)
20 0,528 642261,4 53,69
y =39,9469In(x)
15 0,508 719741,6 48,10
- 62,9651 16,91
10 0,495 964203,7 30,47
r=0,9939
5 0,323 283606,38 -
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Tabel 4.7. Data ringkasan hasil perhitungan
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Nama Sampel Serapan B/Bo | PG (pg/mL) SD % KV | %Inhibisi
1368 | 0967 50.6
1356 | 0.957 728
BC 1373 | 0970 30.8 30,95 50,18 -
1351 | 0.953 83.6
0409 | 0227 | 13381516
0399 | 0219 | 14353404
IA 0404 | 0223 | 13855046 | 0872280 | 4,96 -
0437 | 0248 | 11089971
0556 | 0340 | 550587.3
0517 | 0310 | 683319.6
Asetosal 50 pM 0540 0328 6008516 93855,91 15,21 55,51
0533 | 0322 | 624588.4
0535 | 0324 | 6176913
Asetosal 25 M 8%3 8%% gigggg’i 95982.34 | 1400 | 5057
0515 | 0309 | 6911329
0501 | 0298 | 7490641
0486 | 0286 | 818077.8
Asetosal 10 M 02 | 0208 | eaaees | 4880006 | 623 43,50
0489 | 0289 | 803650.9
0399 | 0219 | 14353404
0419 | 0235 | 12496236
Asetosal 1 uM 0,412 0.229 13107324 131321,59 9,78 3,19
0404 | 0223 | 1385594.6
0711 | 0460 | 2501355
_ 0701 | 0452 | 2626874
0704 | 0454 | 2588534
0523 | 0315 | 6605281
. 0524 | 0316 | 6568215
Selekoksib 1 M 0220 | 0312 | evis04s | 262089 | 040 52.50
0527 | 0318 | 6458545
0496 | 0294 | 7712214
. 0.466 | 0271 | 9232231
Selekoksib 0.1 pM | 402 | 00l | eess | 10748146 | 1269 | 3891
0479 | 0281 | 8530451
0419 | 0228 | 13289268
. 0453 | 0261 | 1001038.1
lekok 1um | O ! !
Selekoksib 0,01 0410 | 0228 | 13289268 | 29185235 | 19,90 | 1599
0453 | 0261 | 1001038.1
0527 | 0318 | 6458545
Sampel 20 pM 0529 | 0319 | 6386683
0520 | 0312 | 6718042 | 208138 | 0.79 53,69
0536 | 0325 | 6142777
0513 | 0307 | 6990575
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Sampel 15 uM

Sampel 10 uM

Sampel 5 uM

0503 | 0299 | 7404257 | 2925179 | 406 48.10
0507 | 0302 | 7235206
0509 | 0304 | 7152491
0457 | 0264 | 9762171
0461 | 0267 | 9521903
0451 | 0259 | 10137573 | 1698352 | 176 30,47
0476 | 0278 | 868614.0
0332 | 0167 | 24252511
0317 | 0156 | 27744120
0315 | 0154 | 28263311 | 283606,38 | 10,80 -
0330 | 04166 | 24680483
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Lampiran 1 : Lembar quality control kit EIA

EIA Kit Quality Control Sheet

54

-

Cayman

Kit: 514012

Tracer:
Antiserum:
Standard™*:
Plate*:

using the lots of r

QC Reagents:

PG Screen Lot Number: 0435950
0422745-1 Date: 12/7/2011
0422749-1 ID: QC2PR7594-1
0426508-1 Incubation: ON/RT
0433443 Development Time: 60 min

* The lot number of this reagent may be different than what is supplied in the kit. Each reagent lot is
individually tested for quality. The data below is a representation of the enclosed tracer/antiserum pair
-eagents listed.

Standard Curve

o
']
o
¥ i
i e ii
| i S
0 , T T
1 10 100 1000 10000
Concentration
4PFity=(A-D)(1+xCYB)+D: A c D R"2
o Std1 (Stel: Concentration vs %B/Bo) 100 0839 107 123 0.997
NSB: 0.000
Bo: 0.764
ICS50 (pg/ml): 149.6
% Bound: 9.7

Cayman Chemical

Mailing address
1180E. Ellsworth Road
Ann Arbor, MI

48108 USA

Phone
(800) 364-9897
(734)971-3335

Fax
(734) 971-3640

E-Mail
custserv@caymanchem.com

Web
www.caymanchem.com
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Lampiran 2 : Sertifikat analisis asetosal

L AR W A 35 AR 19 2T PR

55

Shandong Xinhua Pharmaceutical Co., Ltd.

14 Dongw Road, Zhang

Dian sttnct, Zibo, Shandong, P.R.China

Cert1f1cate of Analysis 41082
PRER, W r-uwmﬂ T TR siooets | REBH: - o0t
quc of Product: ACETYLS LIC?L[C AC'DD?WO Sdmpling Date Report Date
fit 5. 100401 e 20100008 | S AN 2014-04
Balch No Date of Manufacturing Expiry Date
L , Bi: 0.4 ke BRILR . 3012615 1R i 5 3012015
Quantity — Recard No Report No
P B - BP2007 /USP32/EPS. 0
Reference Standard BP2007/USP32/EP6.0
K56 10 0 btk 5 6 4 L
ltems _Specifications Ru\llts
Appunum White granular White granule
S0l (BPAERY A, 40 IR ‘ B0
dumru,mon (BP/EP) A IR-spectrum Complies Complies
— B S ('C) 156161 158, |
B, melnng pomt of salu)hc acid('C)
( USP) A, Fenie Ac|d reﬂcllon test Complies Complies
. B. IR-spectrum Complies Complies
L A i 7 it
Substairees nsolution in Sodium Carbonate TS Clear Clear
S AR s <01 <0.03
Limit of [ree Salicylic Acid(%)
RO (%) <0001 <0.0010
| leavy metals(%) ¢
Al (%) =0.5 0.0 . .
Lozs aedeyinpits) - —_———_—— s — —— — = = ——— -
EPe) <5140 <Y
Readily carbonization substances <Matching Fluid Q < Matching Fluid €
i 2 T8 S0 i
Sulphates (%)
Lk o =0. 014 =0.01]
Chloride(%h)
L) <0.05 0.04
Residue on ignition(%) N
U it ) (g 02.5-100. 5 1001
Assay (ondried basis)(%)
Lo MBI it Tkt O A 47 Wi,
C lanity and (,olul of .1Iwhol solutmn Clear and colourless Clear and. colourless
,E{r.&’ subs (ances = .05
1 1p||xlly(/8) G'SM sy <q.o5 o A
Total impurities(%)
PV 14-600H (% g =70 94,1
IPurticle Size: 14-60 mesh(%a) |
_ANEBOF T (%) <10 1.9 ‘
Pass through 80 mesh{%)
LRI L (%) LOD=0, 5 03
Residan-sotvents— %)~ ———— —_—t g <

(,oncluswn 3

'wt'-:

A fni% BP2007/USP32/EPE. 0 # M, LIRIFE 414404
he product is tested in accordance with BP2007/USP32/EP6.0 , The above items meet the requirement.

QAT A BT E W pp 19,
; OWW 2a1

Released by * Release Date:
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Lampiran 3 : Perhitungan penimbangan sampel
Selekoksib
BM : 381,4
Konsentrasi larutan induk : 100 uM
Vi.N1 = V2. Ny

20 pL. x = 1000pL . 100pM
X = 5000 uM . BM
X = 5000 uM . 381,4
X = 5mmol/L . 381,4
x =1907 mg/L = 1,907 mg/mL = 9,54 mg/5mL = 10 mg/5mL
Asetosal
BM :180,2

Konsentrasi larutan induk : 100 uM
V1 . N1 = Vz . Nz
20 pL. x = 1000pL . 200puM

X = 5000 uM . BM

x = 5000 uM . 180,2

X = 5 mmol/L . 180,2

X = 901 mg/L = 0,901 mg/mL = 4,51 mg/5 mL =5 mg/5 mL

Etil  4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}
benzoat
BM senyawa uji = 475,516
Konsentrasi larutan induk : 100 uM
V1.N1=V2.N2
20 uL . x =1000 pL . 100 uM
X = 5000 uM x BM
X =5 mmol/L x 475,516
X =2377,58 mg/L = 2,37758 mg/MI = 11,89 mg/5 mL
=~ 12 mg/5 mL
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Lampiran 4 : Cara kerja

Bagan 1. Pembuatan larutan standar Prostaglandin

200uL

1mL
Dapar EIA
\/ 800pL
Dapar
EIA
2.000
pg/mL
10 ng/mL

Standar induk

500pL

500pL

500l 500pL

500pL

57

500pL

500pl

final
500uL 500uL 500pL 500pL 500uL 500uL 500uL
Dapar Dapar Dapar Dapar Dapar Dapar Dapar
EIA EIA EIA EIA EIA EIA EIA
1.000 500 250 125 62,5 31,3 15,6
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Bagan 2. Pembuatan Larutan Inhibitor

Selekoksib

Larutan induk 100 uM

A 4

Timbang + 10 mg
Selekoksib + DMSO
ad 5mL

Pipet 10,0 pL +
40,0 pL DMSO +
50,0 upuL  Dapar
reaksi.

Larutan 10 uM

Pipet 10,0 uL +
40,0 yL DMSO +
50,0 puL Dapar
reaksi.

A 4

Larutan 1 uM

Larutan 0,01 uM

A

Pipet 10,0 pL +
40,0 yL DMSO +
50,0 puL Dapar
reaksi.

v

Pipet 10,0 pL +
40,0 uL DMSO +
50,0 uL Dapar

Larutan 0,1 uM

reaksi.
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Asetosal

Pipet 50,0 upL +

50,0 uL DMSO Larutan 50 uM

A 4

Pipet 25,0 upL +

25,0 puL DMSO + — | arytan 25 uM
50,0 upL  Dapar
reaksi.

Larutan induk 100 uM |

Pipet 10,0 pL +

Timbang + 5 mg 40,0 uL DMSO + N
Selekoksib + DMSO 500 ul  Dapar Larutan 10 uM
ad 5 mL reaksi.

Pipet 10,0 upL +
40,0 pL DMSO +
50,0 upL  Dapar
reaksi.

A 4

Larutan 1 uM

Etil 4-{4-okso-2-[(E)-2-{4-sulfamoilfeniletenil}-3,4-dihidrokuinazolin-3-il]}
benzoat

Pipet 20,0 pL +

— 30,0 pL DMSO + || | arutan 20 pM
50,0 upL  Dapar
reaksi.

Pipet 15,0 pL +

350 puL DMSO + |} Larutan 15 uM
50,0 uL  Dapar
reaksi.

Larutan induk 100 uM

Pipet 10,0 pL +
40,0 uyL DMSO + || Larutan 10 uM
50,0 uL Dapar
reaksi.

Timbang + 12 mg
Selekoksib + DMSO ]
ad 5 mL

Pipet 5,0 uL + 45,0
L{ uL DMSO + 50,0 || Larutan5 puM
uL Dapar reaksi.
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Bagan 3. Pelaksanaan Reaksi COX-2

Siapkan tabung reaksi
diatas Penangas air suhu
37°C

59

A 4

Tabung BC
I

A 4

Tabung IA
I

\ 4

Tabung Inhibitor
[

+ 970 pL dapar reaksi, 10
uL heme, 10 uL COX-2
inaktif

+ 950 pL dapar reaksi, 10
puL heme, 10 uL COX-2
aktif, 20 uL pelarut

+ 950 pL dapar reaksi, 10 pL
heme, 10 uL COX-2 aktif, 20
uL larutan inhibitor

A 4

Vortex, inkubasi 10 menit

+ 10 ub asam
arakhidonat, vortex,
inkubasi 2 menit.

+50 ul HCI 1 M

A 4

Angkat tabung dari
penangas air

+ 100 pL SnCl;, inkubasi
5 menit suhu kamar

A\ 4

Sentrifugasi 4000 rpm

(10 — 20 menit)

Supernatan

A 4

Pengenceran Hasil Reaksi
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Bagan 4. Pengenceran Hasil Reaksi

Tabung BC

'

Tabung IA

'

60

Tabung Inhibitor

10 pL Supernatan +
990 uL dapar EIA
(pengenceran 100 kali)

10 pL Supernatan +
990 uL dapar EIA
(pengenceran 100 kali)

10 pL Supernatan + 990
uL dapar EIA
(pengenceran 100 kali)

:

-

Pipet 50 puL + 950 uL
dapar EIA (pengenceran
2000 kali)

Pipet 50 puL + 950 pL
dapar EIA (pengenceran
2000 kali)
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Lampiran 5 : Format lempeng sumur uji sampel

4 5 6 7 8 9 101112

Y00619,0,0,0,00000
HPO 0000000000
JE OO0 00000000
S OC000000000
A9CCI000000000
F @E@EEOOO®OOE
JO0 0000000000,
AD0000000000.0)

Keterangan :

Blk = Blank

TA = Total Activity

NSB = Non-Specific Binding
Bo = Maximum Binding
S1-S8 =Standar1-8

BC = Background

1 = Initial Activity 100%

= Inhibitor COX-2

Uji penghambatan..., Titik Nurdayani, FMIPA Ul, 2012

61



62

Lampiran 6 : Contoh Perhitungan Manual
Perhitungan % inhibisi
Diket : Bo = 1,298
NSB = 0,002
Maka Bo terkoreksi = 1,298 — 0,002
=1,296
Misal serapan S1 (setelah dikurangi serapan blanko) adalah 0,173 dan 0,165 maka

Untuk 0,173 - B/Bo = 20 _ g 135
ntuKe, i 1,296
\ _t_ln0,132_ B

ot =T o3 T

Untuk 0,165 > B/B ki, =0, 126

N E——A'
_ In 0,126

Loggit B/Bo = =-1,939

1-0,126
Buat kurva kalibrasi Prostaglandin dengan sumbu x adalah konsentrasi
Prostaglandin dan sumbu y adalah loggit B/Bo. Didapat persamaan regresinya
y = -0,6352In(x) + 2,9058 dan r = 0,9961.
Lalu dari kurva kalibrasi tersebut dihitung konsentrasi Prostaglandin masing-

masing sampel :

e BC
1,373-0,002
Untuk serapan 1,373 > B/Bo=——— =0,970
1,296
Loggit B/ Bo =2'0_ 5 497
oo ° 10970
Konsentrasi PG - 3,491 =-0,6352In(x) + 2,9058
x =0,3980 pg/mL . Pengenceran
x =0,3980. 100
x =39,80 pg/mL
1,351-0,002
Untuk serapan 1,351 - B/Bo =———— =0,953
1,296
. In 0,953
LoggitB/Bo = = 3,020
1-0,953
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Konsentrasi PG - 3,020 = -0,6352In(x) + 2,9058
x =0,836 pg/mL . Pengenceran
x =0,836 pg/mL . 100
X =83,60 pg/mL
Konsentrasi PG BC rata-rata = 39’802& = 61,7 pg/mL
e Untuk IA dan Inhibitor pengenceran dikali 2000

Hitung 1A terkoreksi = 1386746,0 — 61,7 = 1386684 pg/mL dan sampel terkoreksi
misalnya Asetosal 50 uM = 616953,5 — 61,7 = 616891,8 pg/mL.

Yy " 1386684 + 616891,8
Maka % inhibisi Asetosal 50 UM = x 100 = 55,51 %
1386684

Rumus Perhitungan % KV

xl +x2+x3+....xn

X =

SD
KV =— x 100 %
X
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Lampiran 7 : Skema Isolasi Selekoksib

Keluarkan isi 2
kapsul Celebrex®
@200 mg

Uapkan diatas
penangas air suhu
50°C

»
T

+ metanol,
ultrasonik selama 5
menit

Gerus -->
masukkan ke
dalam erlenmeyer

iy

Filtrat

=)

Saring

Aliri gas N,

suhu 85° C, 1 jam

Residu lalu
direkristalisasi

Filtrat dikeringkan
dalam oven vakum <::|

Uji kemurnian |::>

Uji penghambatan..

P
E Larutkan dengan 5}

- 10 mL asetonitril
panas

by

dluapkan / divakum

Dinginkan dalam

Saring vakum lemari es

A

=
-
£

- N
- Jarak lebur
- Spektrofotometri UV
- KLT
- Spektrofotometri IR
\. /

., Titik Nurdayani, FMIPA Ul, 2012
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Lampiran 8 : Hasil uji kemurnian selekoksib
Dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Fabian Teixeira
Primo dan Pedro E. Froehlich (2005).

a. Jarak Lebur

Tabel 4.8. Hasil jarak lebur Selekoksib

Pembanding Hasil isolasi

161,3°-162,2°C 154° — 155° C.

Faktor Koreksi alat +7°C

b. Spektrofotometri UV

: :
W PeakPick - (10 E|

\ (s Efl DU Resl |

1000 1 \

\ |
\ Created: 149 /23412

Y Data: Original

AN

Heasuring Hode: fibs.
Scan Speed: Fast
e - b SIit Width: 2.0

3 Sampling Interval: 0.5

0750 Ho. Wavelength {nn.] fbs.
A 1 252.08 B.4648
2 20450 8.7579

N~ O

1000}

- h . 15
am ] m 5l w 200

o 4000
‘Wavekngh nm)

A B

Gambar 4.7. Kurva Spektrofotometri UV Selekoksib. A. Pembanding dan B.
Hasil Isolasi dari Celebrex®
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c. Kromatografi Lapis Tipis

Gambar 4.8. Bercak KLT pembanding Selekoksib.
Keterangan : (a). Sampel; (b). Standar Selekoksib; dan (c). Rofecoxib. Rf
sampel dan standar Selekoksib 0,45 sedangkan Rofecoxib 0,32.

Rf=0,69

Gambar 4.9. Hasil KLT Selekoksib dari Celebrex®
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d. Spektrofotometri IR

BT
LT | ' . i Band Frequency () Ascignment
—)/ 4 '4H H“' [ ‘ | M . M I“l 8
il T (il 019 §=Osuedhng
! | / | (sulfonamide group)
|
| I LL 580- 1600 N- H tething
- ” I - L 0-300 NH; stretching

cm

Gambar 4.10. Kurva Spektrofotometri IR dari Pembanding Selekoksib

i ™ R
(L T O |
1Y ‘N Al
|y Vol o HRPARTTI AN
NS A TTTITVRNARYR A ST
| =y il

Celicoxib dari kapsul Celebrex 1/em

Gambar 4.11. Kurva Spektrometri IR Selekoksib hasil isolasi dari Celebrex®
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Lampiran 9 : Daftar singkatan

AINS : Antiinflamasi Non Steroid

B : Binding

Bo : Binding nol

BC : Background

Blk : Blanko

COX : Cyclooxygenase

DMSO : Dimethylsulfoxide

EDsg . Effective Dose 50%

EIA : Enzyme Immunoassay

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FDA : Food and Drug Administration
HCI : Hydro Chloride

HPETE : Hidroperoksieikosatetraenoat
1A : Initial Activity

ICs . Inhibition Concentration 50%
Ig : Immunoglobulin

KOH - Kalium Hidroksida

KV : Koefisien Variasi

NSB : Non Spesific Binding

OAINS : Obat Antiinflamasi Non Steroid
PG : Prostaglandin

PGlI, : Prostaglandin I,

SD : Simpangan Deviasi

SnCl, : Stano Chloride

TA : Total Activity

TXA, : Tromboxan A,
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