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I. PENDAHULUAN

Kasus penyakit kanker sebagai penyebab kematian dan kejang-
kitan yang terbesar di dunia meningkat hingga 70% dalam dua
dekade. Pada tahun 2012, terdapat 14 juta kasus penyakit kanker,
8,2 juta di antaranya berakibat kematian yang disebabkan oleh 5
jenis penyakit kanker, yakni kanker paru, kanker prostat, kanker
usus besar, kanker lambung, dan kanker hati®.

Selain kanker, malaria adalah penyakit infeksi yang memati-
kan nomor 5 setelah penyakit infeksi saluran napas, HIV/AIDS,
diare, dan TBC. Berdasarkan catatan WHO tahun 2018, sebanyak
3,2 miliar penduduk di dunia berisiko terinfeksi malaria, 1,2
miliar di antaranya disebut risiko tinggi malaria (apabila yang
meninggal lebih dari 1 orang/1.000 penduduk dalam satu tahun)?.

Sehubungan dengan tingginya angka kematian karena kan-
ker dan usaha Indonesia untuk tetap mengimpor obat kanker
meskipun harganya sangat mahal dan mempunyai efek samping,
hal ini mengindikasikan risiko yang besar dan biaya tinggi bagi
kehidupan penderita kanker jika terus bergantung pada obat kan-
ker impor. Oleh karena itu, sangat perlu dicari dan dikembang-
kan obat kanker baru dari tumbuhan Indonesia, dengan efek
samping yang lebih rendah. Dalam penelitian selama ini kami
telah menggunakan tumbuhan Calophyllum spp. sebagai sumber
bahan baku obat kanker dan malaria.

Malaria merupakan penyakit infeksi yang menghancurkan
sel darah merah, ditandai dengan demam tinggi, komplikasi
pada syaraf, seperti radang otak, lalu koma dan meninggal.
Risiko terbesar, sekitar 85% adalah kematian. Malaria pada
anak-anak di bawah lima tahun dan ibu hamil terutama terjadi
di sub-Sahara Afrika*3. Malaria disebabkan oleh parasit genus



Plasmodium yang terdiri dari enam spesies, yaitu P. falciparum,
P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri, P. malariae, dan
P. knowlesi. Sebesar 90% penderita malaria disebabkan oleh
parasit P. falciparum yang sangat mematikan sehingga hampir
445.000 orang meninggal per tahun. Parasit tersebut masuk ke
dalam sel darah merah lalu membunuh sel-sel darah merah?#,
Selain itu, parasit juga berkembang di dalam sel darah merah
host dan terjadi proliferasi parasit, hingga lebih dari 75% hemo-
globin terurai dalam waktu 48 jam3“,

Kasus malaria sulit dieliminasi dalam 10 tahun terakhir
dan semakin mengkhawatirkan karena vaksin malaria belum
berhasil ditemukan. Nyamuk anopheles yang merupakan vektor
pembawa penyakit resistan terhadap insektisida, seperti dikloro-
difeniltrikloroetana (DDT)?® dan parasit Plasmodium resistan
dengan obat antimalaria klorokuin, sulfadoksin, pirimetamin,
dan kina*. Hal tersebut menyebabkan indeks parasit tahunan
(Annual Parasite Index, API) meningkat. APl merupakan jumlah
kasus positif malaria per 1.000 penduduk dalam satu tahun3*,

Untuk mengatasi hal ini dilakukan penggunaan kombinasi
obat artemisinin-based combination treatment (ACT). Kecende-
rungan penggunaan obat kombinasi semakin kuat untuk meng-
atasi resistansi dan mencegah timbulnya resistansi terhadap obat
primernya. ACT yang tersedia di Indonesia adalah kombinasi
Artesunat + Amodiakuin (AS +AQ), kombinasi Artemeter-Lume-
fantrine (AL), dan kombinasi Dihydroartemisinin-Piperaquin
(DHP)>.

Adanya resistansi parasit terhadap obat yang ada menunjuk-
kan perlunya penemuan obat baru, khususnya dari tumbuhan
obat Indonesia, misalnya Calophyllum. Indonesia merupakan
negara yang memiliki keanekaragaman hayati terbesar kedua di
dunia, dengan 25.000-30.000 spesies tumbuhan, dan lebih dari



9.000 di antaranya disinyalir memiliki khasiat obat. Namun, ha-
nya 6.000 spesies di antaranya yang tercatat sebagai bahan obat
tradisional dan sekitar 1.000 jenis tumbuhan sudah dimanfaat-
kan untuk bahan baku jamu. Menurut Direktorat Jenderal POM
(1991)° terdapat 283 spesies tumbuhan obat yang sudah terdaftar
dan digunakan oleh industri obat tradisional di Indonesia, 180
spesies di antaranya merupakan tumbuhan obat yang berasal dari
hutan tropika. Selain itu, terdapat 13 tumbuhan unggulan, yaitu
temulawak, jati belanda, sambiloto, mengkudu, pegagan, daun
ungu, sanrego, pasak bumi, daun jinten, kencur, pala, jambu
mete, dan tempuyung. Tumbuh-tumbuhan tersebut dinilai paling
baik dan paling berkhasiat dibandingkan tumbuhan obat lain®.

Potensi obat dari tumbuhan Calophyllum sangat melimpah,
hampir di semua pulau-pulau besar di Indonesia ditemukan tum-
buhan Calophyllum karena Indonesia merupakan hutan hujan
tropis sehingga Calophyllum dapat tumbuh dengan subur. Untuk
ikut berperan mengeliminasi malaria dan mengatasi penyakit
kanker di Indonesia, kami tertarik mencari senyawa baru dari
tumbuhan Indonesia, yaitu tumbuhan Calophyllum. Di sisi lain
peneliti Indonesia telah melakukan isolasi senyawa aktif anti-
malaria dari Garcinia spp.’, Erythrina variegate®, dan Tithonia
duiversifolia.®

Pada orasi ini akan disampaikan bagaimana melakukan pro-
ses isolasi, uji aktivitas antimalaria, antikanker, dan elusidasi
struktur, terutama dengan FT-NMR dari suatu senyawa aktif dan
baru dari sembilan spesies tumbuhan Calophyllum yang berasal
dari beberapa daerah di Indonesia.



Il. PROSES PENEMUAN OBAT BARU DAN
IDENTIFIKASINYA

2.1 Potensi dan Proses Penemuan Bahan Aktif dari Bahan
Alam

Genus Calophyllum terdiri dari 180-200 spesies. Calophyllum
merupakan tumbuhan tropis, subtropis, dan juga dapat tumbuh
di lereng gunung atau di hutan rawa. Bagian utama yang
digunakan adalah daun dan kulit batang. Calophyllum mengan-
dung senyawa santon, kumarin, biflavonoid, benzofenon dan
neoflavonoid, triterpen, serta steroid yang memiliki aktivitas an-
tiinflamasi, antijamur, antihipoglikemia, antiplatelet, antitumor,
antimalaria, dan antibakteri serta anti-TBC.

Beberapa senyawa antikanker telah diisolasi dari sumber lain
selain tumbuhan, misalnya dari mikrob (bakteri endofit/yeast
dan fungi). Sebagai contoh, senyawa 5-metil phenazin-1-asam
karboksilat yang dihasilkan oleh Pseudomonas putida mem-
punyai efek sitotoksik terhadap sel kanker. Senyawa aktif anti-
kanker lainnya berasal dari tumbuhan Taxus brevifolia, yakni
taksol (paklitaksel), dan tumbuhan Campthothecin acuminate
yang menghasilkan campthothecin, serta quinin dari tumbuhan
Chinchona ledgeriana®.

Uji aktivitas antimalaria dan antikanker dari 66 spesies
tumbuhan lain telah dilakukan oleh Pounpin, peneliti Vietnam,
dengan hasil 21 tumbuhan aktif antimalaria dan juga aktif anti-
kanker di antaranya adalah Annona squamosa L. dan Cananga
odorata (Lampiran 1)¥. Skrining tumbuhan antimalaria ter-
hadap 80 spesies tumbuhan lain juga telah dilakukan oleh
peneliti Peru''. Terdapat 31 spesies yang aktif sebagai anti-



malaria, dua di antaranya adalah Acalypha macrostachya
Jacq. dan Acrocarpus fraxinifolius. Data lengkap ditunjukkan
dalam Lampiran 2,

Perkembangan metode penemuan obat relatif lebih cepat, te-
tapi penemuan obat sampai release dipasarkan relatif menurun.
Faktor penyebab meningkatnya biaya inovasi ialah 1) teknologi;
2) bahan aktif baru yang lebih kompleks; 3) riset berfokus pada
penyakit kronik dan degeneratif dengan biaya yang lebih mahal,
4) persyaratan yang lebih ketat?.

Tingkat perkembangan dan keberhasilan skrining dari lebih
5.000 senyawa melalui uji in vitro hanya akan menghasilkan
sekitar 250 senyawa aktif (5%) dan setelah melalui uji praklinis
(in vivo), seperti efektivitas dan keamanan menggunakan he-
wan uji maka tinggal 5 senyawa aktif (2%). Antara 1991-2001
kegagalan dalam penemuan obat dikaitkan dengan alasan
farmakokinetika, yaitu adsorpsi, distribusi, metabolisme, durasi,
danekskresi (ADME). Permasalahan kegagalan dalam penemuan
obat baru terutama adalah ADME sekitar 39%, keamanan pada
uji hewan sekitar 11%, uji klinis sekitar 10%, dan komersialisasi
hanya sekitar 5% sehinga hasil skrining dari 5.000 senyawa
hanya akan jadi satu obat*®.

2.2 Prinsip Uji Aktivitas Antikanker®*

Kanker akan terbentuk ketika terjadi proliferasi sel (pembelahan
sel yang tidak terkendali) dan terjadi pembengkakan/benjolan.
Apabila benjolan terjadi pada payudara maka disebut kanker
payudara (breast cancer). Dalam perkembangannya, dihasilkan
sel kanker ganas stadium IV dan terjadi metastasis. Dengan
memanfaatkan mekanisme proliferasi sel kanker maka bioassay
(bioasai) yang dapat dilakukan adalah antiproliferasi/antikanker,
yaitu dengan menghambat proliferasi sel kanker. Assay anti-



kanker hanya dapat dilakukan dengan langsung memberikan
zat aktif antikanker terhadap sel kanker. Suatu tumbuhan atau
senyawa aktif dikategorikan sebagai antikanker jika sel kanker
terhambat pertumbuhannya dan akhirnya sel kanker mati. Sel
kanker yang ditumbuhkan pada media akan terlihat ada yang
mati dan ada yang hidup serta akan terlihat secara mikroskopis
setelah pewarnaan dengan trypan blue. Sel yang masih hidup
berwarna biru, sedangkan sel yang mati berwarna merah**.

2.3 Prinsip Uji Aktivitas Antimalaria®

Apabila parasit malaria masuk ke tubuh manusia, parasit akan
memecah hemoglobin menjadi heme dan globin. Heme bersifat
toksit bagi parasit sehingga parasit berusaha mengubah heme
menjadi bentuk hemozoin yang tidak bersifat toksik bagi parasit.
Jadi, prinsip kerja senyawa antimalaria adalah menghalangi ter-
bentuknya kristal hemozoin atau menghalangi pertumbuhan
parasit malaria/membunuh parasit malaria yang lebih banyak di
dalam tubuh manusia. Perbanyakan parasit yang tak terkendali
di dalam tubuh manusia bisa menyebabkan kematian®®.

Dengan memanfaatkan mekanisme penghambatan pertum-
buhan parasit dan penghambatan terbentuknya hemozoin maka
assay antimalaria dapat dilakukan langsung dengan cara mem-
berikan zat aktif antimalaria ke dalam tubuh manusia. Suatu
tumbuhan atau senyawa aktif dikategorikan sebagai antimalaria
jika parasit malaria terhambat pertumbuhannya dan akhirnya
mati®®.

Parasit yang ditumbuhkan pada media akan terlihat ada yang
mati dan ada yang hidup dan akan terlihat secara mikroskopis
setelah pewarnaan dengan gaimsa. Parasit yang masih hidup
berwarna biru berfluorosensi, sedangkan parasit yang mati tidak
berfluorosensi®®.



Perkembangan baru uji antimalaria, yaitu dengan mengamati
berkurangnya jumlah kristal hemozoin dalam sel darah merah,
yang dapat diamati dengan alat Transmission Elektron Mikroskop
(TEM)?®S,

2.4 Peran FT-NMR untuk Penentuan Struktur Molekul'"18

Proses penemuan obat atau lead compound adalah melakukan
isolasi dan pemurnian berdasarkan aktivitasnya terhadap sumber
bahan baku obat, seperti tumbuhan Calophyllum. Setelah diketa-
hui bahwa lead compound merupakan senyawa murni, selanjut-
nya diidentifikasi dengan bantuan instrumen analitik, Fourier
Transform-Nuclear Magnetic Resonance (FT-NMR) 1D (1 Di-
mensi) dan 2D (2 Dimensi), spektrometri massa, Fourier Trans-
form Infrared (FT-IR), dan UV (Ultra Violet) spektroskopi.
Dengan perkembangan instrumen FT-NMR sehingga kini sudah
dapat diidentifikasi struktur besar makrolida peptida siklik da-
lam jumlah nanomol*"8,

Untuk mampu mengidentifikasi suatu senyawa aktif maka
minimal data spektrum senyawa aktif dengan 1D NMR, seperti
'H,C-NMR dan Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer (DEPT) dapat terbaca dan teridentifikasi. Melalui data
1D NMR dapat diketahui jenis dan jumlah gugus fungsinya
serta dugaan kerangka strukturnya. Dengan demikian, struktur
senyawa tersebut dapat diperkirakan dan senyawa lama cukup
dikonfirmasi dengan membandingkan data geseran kimia dari
pustakal’8,

Spekrum *H-NMR memberikan informasi struktur mengenai
atom-atom hidrogen dalam suatu molekul organik. Cara umum
untuk mendapatkan puncak ialah dengan membandingkan perge-
seran kimia dengan proton standar yang diketahui. Pergeseran
kimiauntuk beberapa H dan C-NMR dapat dilihat pada Gambar 1.



Gambar 1. Pergersan Kimia Proton dan Karbon NMR

Adanya interaksi (coupling) antarproton (H) mengakibatkan
adanya splitting dengan bentuk = n+1 (n jumlah H tetangganya).
Untuk melihat jumlah H setiap signal pada setiap pergeseran
kimia, dapat dilihat nilai integrasinyal”!8, Penentuan struktur
molekul dengan alat NMR selain 1D-NMR juga ada 2 D-NMR
untuk pengukuran senyawa baru yang terdiri dari *H-'H
correlation spectroscopy (COSY), HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence), Heteronuclear Multiple Bond
Correlation (HMBC), dan Nuclear Overhauser Effect Spectro-
scopy (NOESY). HMQC merupakan spektrum yang dapat
digunakan untuk mengetahui pasangan signal proton dan kar-
bon dengan adanya kopling secara langsung pada jarak satu
ikatan sehingga dari data ini dapat ditentukan pola karbon yang
mengikat proton. Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer (DEPT) digunakan untuk mendeteksi proton CH, CH,
dan CH,, negative peak = CH, (puncaknya ke bawah), positive
peak = CH, dan CH, (puncaknya ke atas). 2D-NMR lain yang
penting adalah HMBC, untuk menentukan hubungan antara pro-
ton dan karbon yang berjarak 2 sampai dengan 4 ikatan sehingga

memastikan posisi setiap signal-nya dapat dilihat pada Gambar
217,18.
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1. IDENTIFIKASI STRUKTUR SENYAWA AKTIF
DAN BARU

3.1 Potensi Ekstrak Etil Asetat sebagai Antikanker dan
Antimalaria®®

Untuk menghasilkan fraksi heksan dan etil acetat Calophyllum
telah dilakukan pengumpulan sampel dari beberapa spesies
tumbuhan Calophyllum, yaitu C. soulattri dari Jayapura, Papua;
C. incrasaptum M.R Henderson-Wyatt Smith dari Pelalawan
Riau; C. macrophyllum Scheff. dan C. tetrapterum dari Gunung
Kerinci, Jambi; C. tomentosum Wight dari Bogor; C. hosei Ridley
dari Bulungan Kalimantan Timur; C. canon, C. aerophyllum,
dan C. bicolor dari Palangkaraya, Kalimantan Tengah; serta
C. inophyllum dari Tawangmangu. Sampel Calophyllum telah
berhasil dipisahkan menjadi fraksi heksan dan fraksi etil asetat.
Dari hasil uji aktivitas ternyata fraksi etil asetat aktif sebagai
antikanker (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Antikanker Fraksi Calophyllum?®

No. Jenis Sampel IC, (ne/mt)
L1210 HCT 116

1 Fraksi diklorometan C. soulattri 0,02 0,14

2 Fraksi etil asetat C. soulattri 20,11 0,23

3 Fraksi etil asetat C. tetrapterum 24,54 1,50

4 Fraksi etil asetat C. tomentosum 21,59

5 Fraksi etil asetat C. incrasaptum 22,71 0,73

6 Standard cisplatin 0,076




Calophyllumtersebuttelah berhasil diisolasi dan diidentifikasi
menjadi 19 senyawa, di antaranya aktif sebagai antikanker dan
antimalaria. Isolasi dilakukan berdasarkan panduan aktivitas.
Fraksi yang paling aktif selanjutnya dimurnikan dengan metode
kolom kromatografi, identifikasi dengan metode spektroskopi
terutama FT-NMR, dan didukung oleh data Liquid Chromato-
graphy-Mass Spectroscophy (LC-MS). Senyawa murni yang
diperoleh diuji kembali aktivitasnya dan didapat beberapa se-
nyawa aktif antikanker dan antimalaria.

3.2 Teknik Identifikasi Struktur Senyawa Aktif

Hasil penelitian selama ini telah diperoleh 3 senyawa baru dan
16 senyawa lama yang telah diidentifikasi strukturnya. Satu se-
nyawa baru diperoleh dari C. soulattri, yaitu jayapurakumarin
(1), berupa bubuk kuning muda dengan rumus molekul C, H.,O,
dan BM= 426,26, mempunyai aktivitas antikanker'®2°,

Untuk menentukan struktur molekul senyawa 1, telah diukur
spektrum *C-NMR dari senyawa baru jayapurakumarin (1)
yang menunjukkan adanya 25 atom karbon dan pada spektrum
DEPT menunjukkan adanya 7 buah gugus metil (CH,) pada
0. 19,31 (2CH,); 22,66 (2CH,); 21,5 (1CH,); 25,77 (1CH,);
dan 18,66 ppm, terdapat 3 gugus metilen (CH,) terlihat 28,07;
111,36; dan 32,37 ppm, serta ada 5 gugus metin (CH) terlihat
pada 5 106,80; 31,92; 40,37; 46,26; dan 121,91 ppm. Selain itu,
ada 11 atom C quartener, termasuk dua gugus karbonil (C=0)
pada §_166,11; 129,8; 101,82; 165,4; 111,10; 165,94, 103,97;
211,0; 155,88; 150,82; dan 134,2 ppm. Struktur senyawa 1-4
ditunjukkan seperti dalam Gambar 3%,

Dari data *H-NMR dapat disimpulkan bahwa ada substitusi
gugus isopropil pada posisi C-4 dengan adanya 2 gugus CH,
pada 3,,1,23 (6H, d J 4,8 Hz) dan 5,, 3,98 (1H septet, J 6,8 Hz).



Gambar 3. Struktur Senyawa Jayapurakumarin (1), Azizkumarin (2), Kalokumarin
(3), dan Kalaustralin (4)

Data spektrum H dan C-NMR, HMQC, dan HMBC mem-
buktikan adanya gugus isobutiril pada C-8, ada 2 buah gugus
isoprenil dengan 2 gugus CH, pada 3, 1,23 (6H, d J 4,8 Hz), dan
9,,3,98 (1H septet, J 6,8 Hz). Adanya gugus isopropil didukung
oleh fragmentasi ion pada [M*-C_H.] serta didukung oleh data
H-H COSY antara H11/H12 dan H13. Data HMBC menggam-
barkan korelasi H,,, H,, dan H, dengan C-11 seperti pada
struktur di Gambar 4. Senyawa jayapurakumarin (1) dinyatakan
sebagai senyawa baru setelah membandingkan spektrum NMR
dengan semua senyawa yang BM sekian di Dictionary of Natural
Products (DNP) dan tak satu pun yang mirip. Selain itu, hasil
fragmentasi mendukung senyawa seperti Gambar 4%,



1.25 (d, 6.8 Hz)

CHs19.31
25.77 )
162 (s)HaC f 4
< 134.2 : 128 d 6:8H2)
. ] (e}

H 11136 ~H H3C ™398 (M CHg 123 ()
4.88 (d) 4.86 (d) 1.23 (d) 22.66 2266

Gambar 4. Struktur Senyawa 1, Nilai Geseran Kimia dan Ringkasan HMBC-nya

Data Height Resolution Electron lonization Mass Sepc-
troscophy (HREIMS) m/z 426,2408 ion (M*), dari fragmen-
tasi ion pada m/z 383, [M-C,H.] menunjukkan adanya gugus
isopropil [C,H. ], serta fragmentasi ion pada m/z 303, yaitu
[M*-C,H_.]. Ini menunjukkan adanya gugus isobutiril pada po-
sisi C-8. Setelah penelusuran dengan literatur dan database
SciFinder maka senyawa jayapurakumarin (1), azizkumarin
(2), dan senyawa 7-hexanoyl-4-isopentyhl-2H-chromen-2-one
kumarin (11) dinyatakan sebagai senyawa baru!*?2?!, Dengan
teknik yang sama, yaitu menggunakan FT-NMR, LC-MS telah
mengidentifikasi senyawa baru azizkumarin (2), dengan rumus
molekul C, H,,O,, BM = 350,91 yang aktif sebagai antikanker
dari C. incrasaptum (Tabel 2 dan 3)°2,

Senyawa kalokumarin (brasimarin C) (3) dan senyawa
kalaustralin (4) aktif sebagai antikanker yang diisolasi dari C.
tetrapterum?2 dan C. incrasaptum®. Senyawa kanofillol (5)
diisolasi dari C. incrasaptum?, 3-epi betulinic acid lup-20(29)



ene (6) dari C. tomentosum?*, fredelin (7) dari C. tetrapterum/C.
canon aktif antikanker®, senyawa D-A-friedo-oleanan-3-on
(triterpen) dari C. soulattri>* mempunyai aktivitas antikanker
dan antibakteri** serta dari Calophyllum spp. aktif antikanker>.

Senyawa epimer brasimarin dari C. incrasaptum mempu-
nyai aktivitas antioksidan? dan fenilkumarin kristal kuning
yang aktif antikanker?®. Selain itu, dari C. tetrapterum diperoleh
senyawa kalaustralin (4) yang aktif sebagai antikanker. Senyawa
maytenfoliol (8) dari C. tetrapterum juga aktif antikanker.

Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antikanker Senyawa Murni Jayapurakumarin (1), Aziz-
kumarin (2), dan Kalokumarin (3)02021.22

No. Senyawa IC (ug/mL)
Hela L1210 Yashida sarcoma P388
Jayapurakumarin (1) 1,75 1,46 1,20 0,64
Azizkumarin (2) 6,57 5,35 4,12 >100
3 Kalokumarin (3) 1,36 2,70 1,11 1,50

Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antikanker Senyawa Murnij?22324:2526.2128

No. Senyawa IC (ne/mt)
Sel Hela

1 Kalaustralin (4)%02 3,83

2 Kanofillol (5)% 6,36

3 3-epi betulinic acid lup-20(29) ene (6)* 3,17

4 Fredelin (7)* 5,38

5 Maytenfoliol (8)2+?° 6

7 Olean-5-en-19-ol-3-one (9)* 4,34

8 1,5-dihidroksi 4-prenil santon (13)*L1210% 4,82

9 Fenil kumarin (15) terhadap MCF-7* 2,23*




Selain itu, juga telah diisolasi senyawa dalam bentuk kristal
putih, diidentifikasi sebagai 3-epi betulinic acid lup-20(29) ene
(6) dari C. tomentosum yang menunjukkan aktif sebagai anti-
kanker?*, Dari C. tomentosum dan C. canon diperoleh senyawa
yang sama, Yaitu fredelin (7)?2. Senyawa lain yang berhasil
diisolasi adalah maytenfoliol (8) dan kanofillol (5)?® dari C.
tetrapterum; triterpen berupa olean -5-ene-19-ol-3-one (9)% dari
Calophyllum spp., juga aktif sebagai antibakteri IC_= 4,43 pg/
mL. Aktivitas antikanker senyawa dari Calophyllum spp. berupa
senyawa triterpen®. Flavoranulumkumarin (10), rumus molekul

C,,H..O., berupa kristal kuning yang aktif sebagai antimalaria®’.

DariC.canondidapat3buahsenyawa, yaitupertama7-hexanoyl
-4-isopenthyl-2H-chromen-2-one kumarin (11)%, rumus molekul
C,,H,,O,kristal kuning muda, aktif sebagai antimalaria. Senyawa
kedua diberi nama [2(3,3-dimethylalil), 1,3,7-trihidroksi santon],
rumus molekul C H, O, kristal kuning (12)*; dan senyawa
ketiga, senyawa fredelin (7)%%,

Senyawa 1,5-dihidroksi-4-prenil kromen santon (13)%® aktif
antikanker dan senyawa kedua diperoleh dari C. hosei Ridley
aktif antioksidan IC_ = 36,47 ug/mL dan aktif antibakteri®-%,
senyawa 1-hidroksi-4-prenil-5-metoksi kromen santon (14) dari
C. bicolor® aktif antimalaria, satu senyawa fenilkumarin (15)
dari C. incrasaptum aktif antikanker; satu senyawa Calanolide
E (16) juga berhasil diisolasi dari fraksi heksan C. lowii**; satu
senyawa 3[B-24-ethyl, propyl 5,22- cholestadiene (19) dari C.
incrasaptum, senyawa 16 dan 19 aktif sebagai antimalaria®**;
dan senyawa santon (18) juga berhasil diisolasi dari C. soulattri
aktif antimalaria®. Data aktivitas antimalaria dirangkum pada
Tabel 4 dan Tabel 5.



Tabel 4. Hasil Uji Antimalaria Senyawa Murni secara in vitrg?”:28.29.33:34.35.38

IC,,
No. Senyawa

P. falciparum
1 Flavoranulum kumarin (10) %’ 1,1x10°
2 7-hexanoyl-4-isopentyhl-2H-chromen-2-one (11)% Aktif,
3 2 prenil-1,3,7-trihidroksi santon C.C (12)* Aktif
4 3B-hydroksi-24-etil-propil,5,22-klolestandiene. C.1(19)*° 0,073 mM
5 Calanolide E. C.Lw(16)* 0,77 pg/mL
6  Santon (18)%® 58,67 mM
7 1 hidroksi-5-metoksi -4-prenil kromen santon. C.Bi (14)* 0,011 mM

Tabel 5. Hasil Uji Aktivitas Antimalaria secara in vivo Senyawa Flavoranulum-
kumarin (10)*

Fomefies (0 Frymefies 1 et [
Dosage Parasitemia (%) Parasitemia (%) Parasitemia (%)
Growth
(mg/ A B Average A B Average A B Average ot (%)
™) ps o (%) DI D1 (%) D2 D2 (%)

10 3.05 3.0 3.025 3.50 3.40 3450 4.0 3.50 3.750 100

10° 3.025 1.85 180 1.825 265 250 2575 68.67
108 3.025 1.50 2.00 1750 2.20 2.30 2.250 60
107 3.025 1.55 3.40 2475 280 2.80 2.600 69.33
10°® 3.025 1.15 1.90 1525 210 210 2.025 54
10° 3.025 1.30 1.60 1.450 3.10 3.10 2475 66

Kecepatan hambatan pertumbuhan parasit tidak tergantung pada konsentrasi sampel, tetapi aktif anti-
malaria

o Sampel dilarutkan dalam100 pL. DMSO untuk mendapatkan larutan sampel dalam mg/mL
o Konsentrasi tertinggi sampel adalah 102 dan dilarutkan sampai 10°



IV. HASIL UJI AKTIVITAS ANTIKANKER DAN
ANTIMALARIA SECARAIN VITRO

4.1 Potensi Ekstrak sebagai Obat Herbal®®

Uji aktivitas dilakukan untuk menghambat pertumbuhan sel kan-
ker. Pengujian aktivitas antikanker terhadap beberapa spesies
Calophyllum menggunakan sel kanker HCT 116 (kanker kolon)
dan L1210. Semua fraksi heksan tidak memperlihatkan aktivitas
antikanker. Akan tetapi, sebagian fraksi etil asetat (EtOAc) mem-
perlihatkan aktivitas antikanker sehingga pengujian selanjutnya
hanya dilakukan terhadap fraksi aktif etil asetat. Fraksi dikloro-
metan dari C. soulattri lebih aktif daripada fraksi etil asetat se-
hingga fraksi diklorometan sangat potensial untuk dikembang-
kan sebagai bahan baku obat kanker (Tabel 1). Fraksi aktif di-
klorometan selanjutnya diisolasi dengan metode kromatografi
sehingga dari hasil isolasi didapat satu senyawa baru yang diberi
nama jayapurakumarin (1). Dari C. incrasaptum didapat satu
senyawa baru dengan nama azizkumarin (2) serta senyawa yang
sudah dikenal, yaitu senyawa kalaustralin (4) dan kanofillol
(5), sedangkan dari C. tomentosum berhasil diisolasi senyawa
kalokumarin (3) dan 3-epi betulinic acid lup-20(29) ene (6).

4.2 Potensi Isolat sebagai Calon Obat Kanker

Beberapa senyawa yang berhasil diperoleh merupakan senyawa
baru, seperti senyawa jayapurakumarin(1)**% dan azizkumarin
(2)'*2, aktif antikanker. Senyawa jayapurakumarin lebih aktif
daripada senyawa kalokumarin (3) dan senyawa azizkumarin
(2) karena senyawa jayapurakumarin (1) mempunyai dua gugus
isoprenil, sedangkan senyawa kalokumarin (3) mempunyai satu
gugus isoprenil dan senyawa azizkumarin (2) tidak mempunyai
satu gugus isoprenil. Hal ini sesuai dengan aturan Lipinski. Ka-
laustralin (4) menunjukkan peningkatan aktivitas yang cukup



signifikan dibandingkan kanofillol (5). Aktivitas kalaustralin
dipengaruhi oleh posisi gugus isoprenil yang terikat pada ka-
laustralin (Tabel 2 dan 3)192021.2223.24.25262128 ~ Selain itu, Tabel
1-3 membuktikan bahwa tumbuhan Calophyllum mengandung
beberapa senyawa aktif antikanker, yang potensial untuk dikem-
bangkan lebih lanjut untuk menjadi obat kanker melalui uji in
vivo dan keamanannya.

4.3 Hasil Uji Aktivitas Antimalaria Secara in vitro Senyawa
Murni

Tabel 3-4 membuktikan bahwa tumbuhan Calophyllum me-
ngandung beberapa senyawa aktif antimalaria, yaitu senyawa
7-hexanoyl-4-isopentyhl-2H-chromen-2-one  kumarin  (11)%
merupakan senyawa baru dan 2 prenil-1,3,7-trihidroksi san-
ton (12) merupakan senyawa yang sudah dikenal berhasil
diisolasi dari C. canon®. Senyawa 3f-hidroksi -24-etil-propil
5,22 cholestadiene (19) diisolasi dari C. incrasaptum®. Berha-
sil diisolasi senyawa Calanolide E (16) dari C. lowii**, senyawa
santon (18) dari C. soulattri®, dan senyawa 1-hidroksi-4-prenil
5-metoksi-kromen santon (14) berhasil diisolasi dari C. bicolor®,
Semua senyawa tersebut aktif antimalaria, uji secara in vi-
tr028,29,33,34,35 dan in ViV027'38.

Di samping itu, telah dilakukan uji antioksidan senyawa
prenil kumarin dengan IC, =1,56 pg/mL* dan senyawa fenol
dari C. macrophyllum aktif antioksidan dengan IC, = 1,86 ug/
mL3". C. macrophyllum mempunyai aktivitas sitotksit®. Senya-
wa santon aktif antimalaria®*. Beberapa subfraksi heksan dari
C. bicolor menunjukkan aktivitas antioksidan®®, senyawa 1 dan
2 tidak menunjukkan aktivitas antimalaria®#!, tetapi senyawa
1, 2, dan 15 (fenilkumarin) menunjukkan aktif antikanker dan
antioksidan36-3740,

Kombinasi dan terobosan baru analisis untuk lebih memas-
tikan ekstrak atau senyawa hasil isolasi aktif malaria dilakukan



dengan menggunakan Transmission Electron Microscope (TEM)
untuk melihat kristal hemozoin di dalam sampel uji. Heme
hasil dari degradasi hemoglobin bersifat racun terhadap parasit.
Untuk melindungi diri maka parasit mengubah heme menjadi
bentuk polimernya (hemozoin). Kristal hemozoin bisa diamati
dengan alat TEM. Hal ini merupakan bentuk kebaruan uji akti-
vitas antimalaria dengan teknologi TEM*243,

Hasil uji aktivitas antidiabet senyawa flavanal dari C.
macrophyllum menunjukkan aktivitasnya sebagai antidiabet da-
lam menghambat enzim a-glukosidase*. Senyawa flavanal juga
aktif antioksidan®. Aktivitas lain yang dilakukan adalah uji in
silico senyawa 5,7,2°,5tetrahidroksi flanan-3-ol terhadap enzim
a-glukosidase?.

Beberapa senyawa baru yang telah berhasil diisolasi dari
tumbuhan Calophyllum adalah senyawa jayapurakumarin (1),
azizkumarin (2) aktif sebagai antikanker, dan senyawa 7-hex
anoyl-4-isopentyhl-2H-chromen-2-one (11) aktif antimalaria,
serta beberapa senyawa yang sudah diketahui (senyawa lama),
yaitu 3B-hidroksi -24-etil-propil 5,22 cholestadiene C.I (19)®
aktif antimalaria uji secara in vivo dan senyawa santon (18)%.
Chinchona leaves aktif antimalaria*’. Dari Calophyllum lowii
berhasil diisolasi senyawa aktif antimalaria*. Data tersebut
membuktikan bahwa tumbuhan Calophyllum mengandung
beberapa senyawa aktif antikanker (uji secara in vitro) dan aktif

antimalaria (uji secara in vitro). Beberapa hasil telah dipaten-
kan49,50,51,52,53,54,55_

Beberapa senyawa merupakan temuan baru, seperti senyawa
jayapurakumarin (1) dan azizkumarin (2). Senyawa jayapura-
kumarin (1) lebih aktif daripada senyawa kalokumarin (3) dan
azizkumarin (2) karena senyawa jayapurakumarin (1) mempu-
nyai dua gugus isoprenil, sedangkan senyawa kalokumarin (3)
memiliki satu gugus isoprenil dan senyawa azizkumarin (2)
tidak memiliki gugus isoprenil.



V. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian selama ini telah didapat 12 senyawa
aktif antikanker dan 7 senyawa aktif antimalaria. Dari C. soulat-
tri diperoleh 2 senyawa aktif baru, yaitu jayapurakumarin (1)
dan santon (18); dari C. canon diperoleh 2 senyawa aktif antima-
laria, yaitu senyawa 4(17,17 dimetil)7(9karbonilseksil) kumarin
(11) dan senyawa 2-prenil-1.3.7 trihidroksi santon (12). Semen-
tara itu, dari C. incrasaptum berhasil diisolasi 4 senyawa, yaitu
azizkumarin (2) sebagai senyawa baru, kanofillol (5), 3-hidrok-
si -24-etil-propil 5,22 cholestadiene C.I (19), dan fenilkumarin
(15). Dari C. hosei Ridley diperoleh 2 senyawa, yaitu 1,5 dihi-
droksi 4-prenil kromen santon (13) aktif antikanker terhadap sel
kanker L1210 IC,, = 4,82 pg/mL dan senyawa fredelin (7) aktif
antikanker dengan IC_, = 5,38 pug/mL. Selain itu, dari C. bicolor
diperoleh senyawa 1 hidroksi 5-metoksi 4-prenil kromen santon
(14), aktif antimalaria. Dari C. lowii berhasil diisolasi satu sen-
yawa, yaitu Calanolide E, aktif antimalaria. Dari C. tomentosum
diperoleh 2 senyawa aktif antikanker, yaitu senyawa fredelin (7)
dan 3-epi-betulinic acid lup-20(29) ene (6).

Di Indonesia peluang untuk pengembangan senyawa aktif
antikanker dan antimalaria untuk dijadikan obat antikanker dan
antimalaria pengganti obat impor masih terbuka lebar. Bervaria-
sinya tumbuhan Calophyllum sebagai sumber bahan baku me-
nuntut banyak riset dan pengembangan agar dapat menghasilkan
senyawa baru untuk dijadikan obat antimalaria dan antikanker
yang lebih efektif, aman, dan ekonomis.

Oleh karena itu, untuk mewujudkan industri bahan baku
obat antikanker dan antimalaria yang memanfaatkan bahan baku
tumbuhan Calophyllum perlu dilakukan kerja sama yang terpa-
du antara institusi penelitian dengan pihak industri agar dapat
bersaing dengan harga obat impor.



VI. PENUTUP

Banyak pelajaran dan hikmah yang dapat kami petik dari
pengembangan senyawa aktif antikanker dan antimalaria dari
Calophyllum spp. sebagai bahan baku obat di Indonesia. Isolasi
dan karakterisasi senyawa aktif dari Calophyllum telah membe-
rikan peluang untuk memanfaatkan Calophylllum sebagai obat
herbal dan obat baru, khususnya obat antikanker dan obat anti-
malaria yang bermanfaat bagi industri dan ilmu pengetahuan.

Tantangan di masa depan adalah jumlah penderita kanker
yang umumnya meningkat setiap tahun dan sulitnya membasmi
penyakit malaria di Indonesia sehingga dibutuhkan obat anti-
kanker dan obat antimalaria yang cukup dan tidak resisten
terhadap obat yang sudah ada di Indonesia. Agar terpenuhi
kebutuhan obat antikanker dan obat antimalaria di masa depan
maka pengembangan dan isolasi senyawa aktif antikanker dan
antimalaria telah kami lakukan dari tumbuhan Calophyllum.

Masalah berikutnya adalah harga obat antimalaria yang
relatif murah sehingga pihak industri kurang berminat mempro-
duksi obat antimalaria. Hasil penelitian kami telah membuktikan
bahwa Calophyllum mengandung senyawa aktif antikanker dan
antimalaria serta ketersediaan Calophyllum yang melimpah di
Indonesia. Oleh karena itu, diharapkan pihak industri tertarik un-
tuk bekerja sama memproduksi obat antimalaria dan antikanker.

Dalam pemanfaatan beberapa spesies Calophyllum sebagai
bahan baku obat kanker dan malaria, diperlukan inovasi riset,
pengembangan, konsistensi, komitmen, dan kerja sama dengan
berbagai pihak dan multidisiplin ilmu dalam melakukan peneli-
tian dan pengembangan. Dengan demikian, hasilnya lebih cepat
dicapai dan bermanfaat untuk mengeliminasi penyakit malaria di



Indonesia serta untuk mengurangi ketergantungan impor bahan
baku obat antikanker. Di samping itu, hal yang lebih penting
adalah perlu adanya kerja sama yang intensif dengan industri
farmasi guna komersialisasi hasil penelitian yang sedang dan

telah tercapai.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Daftar 21 Tumbuhan Aktif Antimalarial dan Antikanker®

) Anti- . Anti-
Anti-  kanker Anti-  kanker
malaria malaria
No Nama (Hela)  No Nama Hela
. Tumbuhan ’ Tumbuhan
IC,, IC,,
pg/mL pg/mL
1 Annona 19,9 10,0 11 Urena lobata L W 6,5 14,1
squmosa L.
2  Cananga 12,5 7,8 12 Arcangelisia flava 0,4 8,8
odorata, B Tk L
3 Xylopia vielana 4,6 15,3 13 Fibraurea 0,5 53,4
Pierre, B tinctoria AK
4  Wrightia 17,3 17,5 14  Ficus hispida L. f. 5,8 14,9
dubia, L
5 Bixa orellana L 13,9 34,2 15 Dichroa febrifuga 13,9 33,3
Lour.
6 Elaeocarpus 4,3 20,3 16 Brucea favanica 0,1 nt
kontumensis B (-c)R
7 Cristia 10,8 9,9 17 Eurycoma 1,5 2,1
vespertilionis longifolia, L
LW
8 Irvingiaceae 10,5 11,7 18 Harrisonia 6,7 3,9
perforata, L
9 Irvingia 5,0 14,8 19 Annalesia 8,4 23,4
malayana L fragrams Wall
10 Sida acuta 7,5 29,7 20 Clerodendrum 10,0 21,0
Burm. f. W inerme L
0 0 0 21 Vitex negundo L 17,3 nt




Lampiran 2. Daftar 31 Tumbuhan Aktif Antimalaria®*

. Anti- . Anti-
Anti-  kanker Anti-  kanker
N Nama malaria N Nama malaria
o Tumbuhan (Hela) NOo- 1 mpuhan (Hela)
IC, 1g/mL IC, ug/mL
1 Acalypha 19,9 10,0 16 Peperomia 6,5 14,1
macrostachya distachiya
Jacq.
2 Acrocarpus 12,5 7,8 17 Philodendron 0,4 8,8
fraxinifolius ernesti
3 Anthurium 4,6 15,3 18 Phthirusa robusa 0,5 53,4
ernestii
4 Begonia glabra 17,3 17,5 19 Phytolacca 5,8 14,9
rivinoides K
5 Carica papaya 13,9 34,2 20 Piper aduncum 13,9 33,3
6 Cecropia latiloba 4,3 20,3 21 Pityrogramma 0,1 nt
calomelanos
7  Clusia 10,8 9,9 22 Pseudolmedia 1,5 2,1
trochilormis laevis
8 Daucus 10,5 11,7 23 Remealmio 6,7 3,9
montanus alpine
9 Gloxinia sylvatica 5,0 14,8 24 Sanchezia 8,4 23,4
oblonga Ruiz &
Pav.
10 Hedychium 7,5 29,7 25 Senna ruiziana 10,0 21,0
coronarium
11 Jacarabga capala 0 0 26 Siparuna aspera 17,3 nt
12 Lantana sp. 10,8 9,9 27 Solanum 1,5 2,1
peruvianum
13 Mansoa alliace 10,5 11,7 28 Senna ruiziana 6,7 3,9
14 Munnozia 5,0 14,8 20 Vernonanthura 8,4 23,4
hastifolia patens
15 Oxalis boliviana 7,5 29,7 30 Virola sp. 10,0 21,0
0 0 0 31 Vitex negundo L. 17,3 nt
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