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Prakata

Segala puji bagi Allah Swt. karena atas berkah rahmat
dan hidayah-Nya lah sehingga tim penulis dapat
menyelesaikan monograf ini. Selawat serta salam atas
junjungan kami Nabi Muhammad saw., semoga kita semua
mendapatkan syafaat beliau di yaumil akhir.

Monograf berjudul “Sintesis Senyawa Osimertinib
Teriodinasi Terkonjugasi Peptida (PDC) sebagai Kandidat
Agen Terapi Kanker Paru Tipe NSCLC” menyajikan
prosedur sintesis PDC (peptide-drug conjugate) yang sekarang ini
sedang berkembang di dunia kesehatan terutama untuk tujuan
diagnosa dan terapi penyakit, yang diadopsi dari ADC
(antibody-drug conjugate) yang beberapa di antaranya telah
mendapatkan approval dari FDA (Food and Drug Administration)
sebagai lembaga resmi di Amerika Serikat. Dalam monograf ini
kami menguraikan metode sintesis cRGD-Osimertinib
conjugate sebagai bentuk PDC. Osimertinib sebagai drug
generasi ketiga yang telah mendapatkan approval dari FDA
sejak 2022 untuk mengobati kanker paru tipe NSCLC dan
cRGD merupakan salah satu homing peptide yang dapat
menjadi pembawa beberapa molekul obat maupun
radionuklida dan sudah terbukti mampu terakumulasi di
kanker sebagai organ target diagnosa maupun terapi.

Buku ini tersaji dalam lima bab, yaitu pendahuluan yang
terurai pada bab 1, uraian tentang kanker paru dapat dibaca
secara detail pada bab 2, diikuti bab 3 yang membahas tentang



PDC dan metode sintesis Osimertinib teriodinasi, linker, dan
cRGDIK dijelaskan secara terperinci di bab 4 termasuk hasil
analisisnya dengan menggunakan ESI-MS dan H-NMR dan
terakhir adalah bab 5 yang berisi kesimpulan.

Kami sangat menyadari minimnya monograf ataupun
buku ajar yang menjelaskan tentang metode sintesis senyawa
kimia obat maupun non-obat yang ditulis oleh peneliti
Indonesia. Sehingga dengan diterbitkannya monograf ini
diharapkan dapat menjadi motivasi positif bagi mahasiswa
maupun insan peneliti Indonesia dalam mengembangkan
senyawa-senyawa kandidat agen diagnosa dan terapi penyakit
dalam rangka membantu program pemerintah mewujudkan
kemandirian industri obat dan alat kesehatan di Indonesia.

Pada kesempatan ini penulis mengucapkan terima
kasih kepada Direktorat Riset, Teknologi, dan Pengabdian
kepada Masyarakat, Kementerian Pendidikan, Kebudayaan,
Riset, dan Teknologi (SK No. 023.17.1.690523/2022, yang
diturunkan pada nomor kontrak 033/E5/PG.02.00/2022;
253/LL.00.PG/2022; 2324d/B.07/UMI/ VIl/2022) yang telah
memberikan bantuan dana dalam melaksanakan penelitian
serta penerbitan monograf ini. Tim penulis mengharapkan
kritik dan saran yang membangun demi kesempurnaan
penulisan monograf ini. Semoga monograf ini bermanfaat
untuk kemaslahatan kita semua. Selamat membaca!

Makassar, Oktober 2022

Tim Penulis
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Bt 1
PENDAHULUAN

Di Indonesia kanker paru merupakan kanker dengan
angka kasus baru mencapai 8,8% pada tahun 2020 berdasarkan
data Globocan 2020. Kanker ini masih menjadi penyebab
kematian tertinggi bagi penderitanya bukan hanya di
Indonesia tetapi juga di dunia (Siegel et al., 2020; Sung et al.,
2021). Beberapa penyebabnya adalah terbatasnya kapasitas
deteksi dini di layanan kesehatan primer, masih rendahnya
akses pasien terhadap pengobatan yang spesifik sesuai tipe
kanker paru dan keterbatasan akses ke pemeriksaan biomarker
kanker paru (Dewi et al., 2021). Tingkat kelangsungan hidup
pasien kanker paru sangatlah rendah hanya sebesar 19% (Sung
et al, 2021). Riset lain membuktikan bahwa penegakan
diagnosa penderita kanker paru pada stadium awal berkaitan
erat dengan tingkat kelangsungan hidup pasien (Alexander et
al., 2020). Sehingga perlu dikembangkan agen diagnosa baru
yang dapat digunakan untuk penegakan diagnosa kanker paru
pada stadium awal sekaligus mengembangkan sistem
pengobatannya yang dapat berkonstribusi dalam mewujudkan
pelaksanaan personalized medicine sehingga dapat menurunkan
angka kematian sekaligus meningkatkan survival rate pasien
kanker paru di Indonesia khususnya dan dunia umumnya.

Salah satu tantangan besar bidang kesehatan
masyarakat di  Indonesia  adalah  kecenderungan
meningkatnya penyakit degeneratif, seperti kanker, jantung,
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hipertensi, dan diabetes. Permasalahan ini erat kaitannya
dengan pergeseran demografi di mana jumlah penduduk
usia lanjut dan usia produktif yang terdiagnosa mengidap
penyakit degeneratif, masih tingginya tingkat kesenjangan
sosial, dan kondisi keamanan pangan yang belum stabil
demikian pula halnya dalam industri farmasi nasional yang
belum berdaulat. Untuk menjawab tantangan tersebut maka
kami mengembangkan teknologi diagnotik secara in vivo
untuk deteksi penyakit degeneratif kanker paru yang target
akhir jangka panjang dari studi ini adalah terciptanya
prototipe kit diagnosa untuk kanker paru.

Efektivitas Osimertinib, golongan inhibitor tirosin
kinase generasi ketiga, sebagai lini pertama pengobatan
kanker paru tipe NSCLS dengan status mutasi
L858R/T790M telah dilaporkan oleh Ramalingam, dkk.
(Ramalingam et al., 2020). Penggunaan Osimertinib pun
telah mendapatkan izin edar dari FDA sejak tahun 2015.
Penggunaan obat yang terikat pada ligan reseptor target
memungkinkan meningkatkan kadar obat yang mencapai
organ target misalnya kanker. Antibodi dan peptida adalah
contoh ligan yang dapat dikonjugasikan secara kovalen
menggunakan penghubung (linker) dengan obat dikenal
dengan istilah berturut-turut antibody-drug conjugate (ADC)
dan peptide-drug conjugate (PDC). Beberapa ADC dan PDC
telah terbukti potensial sebagai agen pengobatan kanker
yang efektif dan telah masuk ke uji praklinik dan klinik
(Bardia et al., 2019; Bargh et al., 2019; Chau et al., 2019; He et
al., 2019; Trail et al., 2018).

Tujuan desain obat ADC dan PDC adalah untuk
meningkatkan efisiensi obat dan memperbaiki masalah
farmakokinetik karena pendeknya waktu paruh dan efek
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samping dari obat kimia. Tiga komponen utama dari ADC
dan PDC adalah ligan (peptida atau antibodi), senyawa
sitotoksik atau obat, dan penghubung (linker).

Tujuan pengembangan yang dipaparkan dalam
monograf ini adalah mendesain dan mensintesis senyawa
peptide-drug conjugate (PDC) di mana senyawa sitotoksik
(Osimertinib teriodinasi) ditambatkan pada cRGD sebagai
ligan peptida yang terbukti dapat terakumulasi pada sel
kanker yang dihubungkan dengan linker dipeptida yang aktif
terhadap enzim Catepsin-B yang diketahui terekspresi dalam
jumlah besar pada sel kanker. Osimertinib conjugate suatu
bentuk PDC yang mengabungkan Osimertinib (penghambat
EGEFR generasi ketiga) dan cRGD (siklik arginine-glisin-asam
aspartat) sebagai pembawa menuju organ target yaitu kanker
paru jenis NSCLC bermutasi yang meng-overekspresi-kan
reseptor EGFR bermutasi untuk selanjutnya senyawa
radiofarmaka tersebut dapat dimanfaatkan untuk diagnosa
dan terapi kanker paru. Masalah yang dituangkan dalam
monograf ini di antaranya bagaimana mendesain dan
mensintesis PDC sebagai agen terapi kanker paru tipe NSCLC
bermutasi ganda.

Desain tiga PDC yang disintesis dalam monograf ini,
cRGD-Val-Cit-Osimertinib teriodinasi, cRGD-Val-Ala-
Osimertinib teriodinasi, dan cRGD-Ala-Ala-Osimertinib
teriodinasi merupakan agen terapi baru yang nantinya dapat
diuji secara in vitro dan in vivo sebagai agen terapi kanker
paru tipe NSCLC bermutasi ganda.

~00Q0
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KANKER PARU

A. Definisi Kanker Paru

Berdasarkan data Globocan 2020, kanker paru
merupakan penyebab kematian terbesar bagi para penderita
kanker di Indonesia yang mencapai 13,2% pada tahun 2020
dan akan terus bertambah dan diprediksi akan mencapai
54.983 kasus pada tahun 2040 (Anonim, 2020; Sung et al.,
2021). Penyebab utama dari besarnya angka kematian akibat
kanker paru adalah seringnya pasien terdeteksi pada
stadium akhir di mana sel kanker sudah mengalami
metastatis. Hal lainnya adalah terbatasnya jenis terapi dan
mahalnya biaya diagnosa biomarker dan pengobatan kanker
paru di Indonesia (Dewi et al., 2021).

Perokok sangat rentan terserang kanker paru dan
kematian akibat kanker paru pada perokok mencapai 80%
dan perokok pasif mencapai 20%. Penyebab terbesar
penderita kanker paru adalah gas radon, selain itu adalah
karena terpapar asap rokok (perokok pasif), asbes, logam
tertentu (arsen, kromium, kadmium), senyawa organik
tertentu, radiasi, polusi udara, dan limbah buangan dari
industri diesel. Faktor genetik pun menjadi salah satu
penyebab dari penderita kanker paru.
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B. Pengobatan dan Diagnosa Kanker Paru

Pemilihan tipe pengobatan untuk pasien kanker paru
adalah berdasarkan tipe sel kanker penyebabnya yang dalam
hal ini terbagi atas dua, yaitu non-small cell lung cancer
(NSCLC) sebagai penyebab terbesar (> 80%) dan small cell lung
cancer (SCLC) (< 20%) (Polanski et al., 2016). Reseptor tirosin
kinase golongan EGFR terbukti diekspresikan dalam jumlah
besar dan menjadi salah satu biomarker kanker paru NSCLC
(Korpanty et al., 2014). Oleh karenanya, EGFR menjadi target
penting untuk diagnosa dan pengobatan kanker paru (Goto et
al., 2012; Xu et al., 2017). Gefitinib dan Erlotinib adalah obat
antikanker golongan penghambat EGFR generasi pertama
yang masih menjadi pilihan utama pengobatan kanker (Ellis
et al, 2015), sayangnya laporan penelitian tentang mutasi
EGFR pada kanker paru tipe NSCLC erat kaitannya dengan
resistensi obat penghambat EGFR generasi pertama yang
menyebabkan tidak efektifnya golongan obat tersebut dan
mengharuskan para peneliti dunia kesehatan untuk terus
berupaya mencari jenis obat baru dan metode pengobatan
baru bagi penderita kanker paru di dunia utamanya di
Indonesia (Gao et al., 2019; Robichaux et al., 2021).

Pada praktiknya diperlukan diagnosa penegas untuk
penegakan status mutasi gen EGFR pasien kanker paru tipe
NSCLC. Beberapa di antaranya adalah analisis pengurutan
DNA (sequencing DNA), imunohistokimia, dan Fluorescence in
Situ Hybridization (FISH) setelah dilakukannya biopsi sebagai
pilihan utama untuk mendiagnosa penderita kanker paru
NSCLC (Park et al., 2020). Permasalahan selanjutnya yang
timbul adalah keterbatasan dari metode biopsi ini untuk
mendeteksi secara lengkap jenis mutasi dari kanker tersebut
karena keterbatasan jaringan kanker yang dapat dianalisis di
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samping itu re-biopsi yang bersifat invasif tentunya akan
menjadi penyebab traumatik tersendiri bagi pasien baik fisik
maupun mental. Meskipun demikian, metode liquid biopsy
telah terbukti dapat menjadi alternatif diagnosa NSCLC
menggantikan solid biopsy yang saat ini (McLean et al., 2018).
Dalam kedokteran nuklir, pencitraan target aksi telah
dilaporkan dapat menjadi alternatif yang menawarkan metode
diagnosa penegas yang dapat menunjukkan jenis mutasi yang
terjadi pada reseptor target dalam hal ini EGFR tanpa
melakukan pengambilan sampel jaringan kanker. Level
ekspresi target molekul dan status mutasi reseptor EGFR pada
pasien NSCSLC dapat diketahui dengan menggunakan metode
visualisasi non-invasive, yaitu Positron Emission Tomography
(PET) maupun Single Photon Emission Computed Tomography
(SPECT) (Mu et al., 2020; Wang et al., 2019).

C. Peran Radiofarmaka dalam Diagnosa dan Pengobatan
Kanker Paru

Pengembangan radiofarmaka untuk penegasan
diagnosa mutasi pada NSCLC dan pengobatannya terus
dikembangkan oleh kelompok peneliti kesehatan dan
kedokteran (Effendi et al., 2018; Effendi et al., 2019; Effendi et
al., 2017; Mishiro et al., 2022; Sun et al., 2018; Wang et al,,
2019; Yeh et al., 2021). Meskipun terbilang baru di Indonesia
tetapi sediaan radiofarmaka untuk diagnosa dan pengobatan
berbagai penyakit termasuk kanker dengan memanfaatkan
radiasi radioaktif yang diemisikan oleh radioisotope untuk
diagnosa dan pengobatan terus berkembang bahkan
beberapa di antaranya sudah diproduksi di skala industri
dan telah mendapat izin edar, misalnya 31-MIBG (2014),
1535m-EDTMP (2016), kit MDP (2014).
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Food and Drug Administration (FDA) Amerika Serikat
dan Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) di
Jepang telah menyetujui penggunaan Osimertinib sebagai
obat antikanker golongan penghambat EGFR generasi ketiga
untuk mengobati kanker paru NSCLC dengan mutasi tipe
L858R/T790M yang telah resisten terhadap Gefitinib karena
terbukti efisien sebagai obat pilihan pertama bagi pasien
yang kanker paru tipe mutated-NSCLC (Ramalingam et al.,
2020). Ini berarti pemanfaatan Osimertinib yang spesifik
untuk NSCLC bermutasi sebagai pembawa radionuklida
dapat digunakan untuk mendiagnosa pasien kanker paru
yang tentunya akan sangat bermanfaat untuk pemilihan jenis
pengobatan dan memprediksi efek terapi pengobatan yang
dipilih untuk sang pasien untuk menerapkan konsep
pengobatan personalized medicine.

~ 000
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PEPTIDE-DRUG CONJUGATE (PDC)

Peptide-drug  conjugate (PDC) merupakan desain
modalitas pengobatan, di mana senyawa sitotoksik (obat)
dikonjugasikan via linker dengan pembawa peptida yang
merupakan ligan bagi reseptor tertentu yang umumnya
diekspresikan secara berlebih pada organ target misalnya
kanker. PDC ini mengadopsi prinsip antivody-drug conjugate
(ADC) yang sedikitnya hingga saat ini paling sedikit ada
delapan ADC yang telah mendapatkan izin pakai oleh FDA
untuk terapi penyakit tertentu. Posisi PDC dalam
pengembangan pengobatan saat ini sudah masuk ke tahap
uji praklinik dan uji klinik (Fu et al., 2022).

Linker adalah salah satu komponen penting dalam
PDC. Senyawa sitotoksik harus dapat terlepas dari linker
setelah uptake intraseluler untuk selanjutnya berikatan
dengan reseptor yang diekspresikan pada sel kanker dan
melaksanakan fungsinya untuk membunuh sel kanker
tersebut. Dalam sintesisnya, linker menjadi penghubung
antara peptida dengan senyawa sitotoksik. Idealnya ikatan
antara senyawa sitotoksik (obat) dengan linker harus dapat
dirusak untuk melepaskan obat (tanpa modifikasi atau
perubahan struktur) pada target. Selain itu, ikatan antara
linker dengan peptida tidak memengaruhi afinitas peptida
terhadap reseptornya. Gugus fungsi yang umumnya
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digunakan sebagai linker dapat dibagi dalam empat
kelompok (Alas et al., 2021), yaitu:

1.

Linker yang dapat dirusak oleh enzim (ester, amida, dan
karbamat)

Linker yang dapat dirusak oleh asam (hidrazon dan
karbonat)

Linker mengandung ikatan disulfida yang dapat
direduksi

Linker yang tidak dapat dirusak (non-cleavable) (tioeter,
oksim, dan tiazol).

~r 00
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SINTESIS SENYAWA OSIMERTINIB TERIODINASI,
LINKER, cRGDfK, DAN PDC

Sintesis senyawa osimertinib teriodinasi, linker, dan
cRGFfK disiapkan dengan beberapa tahap. Diawali dengan
penyiapan alat dan bahan di antaranya:

Bahan-bahan:

Semua reagen dan pelarut dengan grade pro-analisis dibeli
dari Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, AS), Wako Pure Chemical
Industries (Osaka, Jepang), Nacalai Tesque, Inc., (Kyoto,
Jepang), Tokyo Chemical Industry, Co., Ltd., (Tokyo, Jepang)
dan Kanto Chemical, Co., Inc.

Alat-alat:

Spektofotometer (TH-NMR JEOL) JNM-ECS400 (JEOL Ltd,
Tokyo, Jepang); spektrofotometer massa (tipe DART-MS)
JEOL JMS-T100TD (JEOL Ltd, Tokyo, Jepang); Kromatografi
cair kinerja tinggi fase terbalik (RP-HPLC); Plat silika TLC
(Art 5553, Merck, Darmstadt, Jerman).

A. Sintesis Senyawa Osimertinib Teriodinasi

Penyiapan senyawa Osimertinib teriodinasi dilakukan
dengan mengikuti tahapan sintesis seperti yang tergambar
dalam skema sintesis pada Gambar 4.1. Tahapan tersebut
dibagi dalam tiga bagian yaitu penyiapan 4-fluoro-2-
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methoxy-5-nitroaniline (A3), tert-butyl methyl(2-
(methylamino)ethyl)carbamate (B1), penyiapan N-(4-fluoro-
2-methoxy-5-nitrophenyl)-4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2-amine (C3), untuk selanjutnya digabungkan
untuk menghasilkan Osimertinib teriodinasi (D4) yang akan
digunakan dalam penyiapan PDC.

Skema Sintesis Osimertinib teriodinasi

N N
a g
NO,
N o . N {
! ( ®) I N ! { I "
N 4 - N () /N
C S el o O Yo - \N\ NH
" Y o 7 N o
/O\Q\m»\/ / /0 NH, D1 7 NO,
03 Ny, SN D2 0 o0 W«
4 ¢ g N ()4 /
/ \LNH \LN Y \LN\»\ \LN\)LO

Gambar 4.1Skema sintesis Osimertinib teriodinasi. (a) CHsl,
K>COs, aseton, 40°C; (b) Pd(C), Hz, dry MeOH,
rt; () H2SO4, HNO3, DCM, 0°C; (d) Boc2O, DCM
anhidrat; (e) CHsl, KOH, DMSO, suhu kamar; (f)
AlCl5, 2,4-dikloropirimidin, etilenglikol-dimetil
eter, 80°C; (g) A3, TsOH, n-butanol, 120°C; (h)
D1, C1, DIPEA, DMA, 120°C; (i) C2, NH4Cl, Fe,
etanol, air, 100°C; (j) C3, akriloil klorida, DIPEA,
-40°C; (k) TFA, suhu kamar.
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1. Sintesis 4-fluoro-2-methoxy-1-nitrobenzene (A1)

NOZ (a) NOZ
L s
F OH F o~

Al

Produk  :4-fluoro-2-methoxy-1-nitrobenzene
Rendamen :1,4 g; 50,7 %
Reaktan :5-fluoro-2-nitrophenol

Reagen : metiliodida (CHsl) dan kalium karbonat

(K2COs3)
Pelarut : aseton
Prosedur
a. Suspensikan 5-fluoro-2-nitrophenol (2,5 g) dan

kalium karbonat (4,4 g) dalam aseton (40 mL).
Homogenkan suspensi tersebut selama 30 menit
menggunakan stirrer pada suhu 0°C (dalam
mantel es).

Tambahkan iodometan (CHsl) tetes demi tetes
sambil terus diaduk dalam mantel es.

Lepaskan mantel es dan ganti dengan mantel
minyak dan biarkan campuran bereaksi pada
pada suhu 40°C.

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen heksan (Hex):etil asetat (EtOAc)
(9:1).

Setelah 2,5 jam, wuapkan aseton dengan
menggunakan evaporator.

Tambahkan etil asetat (EtOAc) ke dalam residu
dan pindahkan ke dalam corong pisah.
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h. Selanjutnya cuci pelarut organik dengan
menggunakan air suling dab larutan jenuh
natrium klorida (NaClg)).

i. Bebas-air-kan produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan magnesium sulfat (MgSOs)
anhidrat berlebih.

j.  Saring dan uapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

k. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna kuning muda
TH-NMR data (400 Mhz, CDCl3): 6 3,97 (s, 3H), 6,74 (t,
J=8,0Hz, 1H), 6,80 (d, ] =10,0 Hz, 1H), 7,97 (t, | = 7,4
Hz, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 172,0 dengan hasil
perhitungan untuk C;H7FNOs adalah 172,0.
Rf TLC: 0,28 (Hex:EtOAc = 9:1)

2. Sintesis 4-fluoro-2-methoxyaniline (A2)

NO, (b) NH;
oL —
F o~ F 0~
Al

A2

Produk  :4-fluoro-2-methoxyaniline
Rendamen :1,1 g; 96,2%

Reaktan :4-fluoro-2-methoxy-1-nitrobenzene
Reagen :20% Pd(OH)2/C dan gas hidrogen
Pelarut : metanol (MeOH) anhidrat
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Prosedur

a.

Larutkan 4-fluoro-2-methoxy-1-nitrobenzene (1,4
g; 8,1 mmol) dalam MeOH anhidrat (30 mL).
Homogenkan menggunakan stirrer pada suhu
kamar dalam lingkingan bebas udara dan air
(inert) menggunakan gas nitrogen.

Tambahkan 20% Pd(OH)./C (0,1 g) ke dalam
larutan tersebut sambil terus diaduk.

Setelah 15 menit, gantikan gas nitrogen dengan
gas hidrogen.

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen Hex:EtOAc (5:1).

Setelah 4,5 jam, pisahkan Pd(OH)./C dari
campuran reaksi dengan penyaringan
menggunakan celite®.

Uapkan pelarut dari filtrat dengan menggunakan
evaporator.

Gunakan  produk  4-fluoro-2-methoxyaniline
untuk reaksi berikutnya tanpa melalui proses
pemurnian.

Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan "H-NMR.

Karakterisasi:

Bentuk: cairan berwarna hitam

TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 3,83 (s, 3H), 6,47 -
6,58 (m, 2H), 6,62 - 6,65 (m, 1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 142,1 dengan hasil
perhitungan untuk C7HoFNO adalah 142,1.

Rf TLC: 0,25 (Hex:EtOAc = 5:1)
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3. Sintesis 4-fluoro-2-methoxy-5-nitroaniline (A3)

NH, (c) 02N NH2
o — XX
P ol F 0~

A2 A3
Produk : 4-fluoro-2-methoxy-5-nitroaniline
Rendamen :1,1 g; 83%
Reaktan :4-fluoro-2-methoxyaniline
Reagen : asam sulfat (H25S04) dan asam nitrat (HNOs)
Pelarut : diklorometan (DCM)
Prosedur

a. Suspensikan 4-fluoro-2-methoxyaniline (1 g; 7,1

mmol) dalam diklorometan (35 mL).
Homogenkan suspensi tersebut selama 30 menit
menggunakan stirrer pada suhu 0°C (dalam
mante] es).

Tambahkan asam sulfat (3,7 mL) dan asam nitrat
(0,5 mL) berturut-turut tetes demi tetes sambil
terus diaduk dalam mantel es.

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen Hex:EtOAc (5:3).

Setelah 4 jam, tambahkan larutan jenuh natrium
bikarbonat (NaHCO3uq) hingga pH campuran
menjadi 8,0.

Ekstraksi produk dilanjutkan dengan mencuci
pelarut organik menggunakan larutan NaClag)
jenuh.

Bebas-air-kan produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan MgSO4 anhidrat berlebih.
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h. Saring dan wuapkan pelarut organik dengan

menggunakan evaporator.

Murnikan  produk  dengan  menggunakan
kromatografi kolom dengan fase gerak
Hex:EtOAc = 3:1).

Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.

Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna merah bata

TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 3,90 (brs, 2H), 3,95
(s, 3H), 6,63 (d, ] = 12,0 Hz, 1H), 7,40 (d, ] = 7,6 Hz,
1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 187,1 dengan hasil
perhitungan untuk C7HsFN20; adalah 187,1.

Rf TLC: 0,35 (Hex:EtOAc = 5:3)

4. Sintesis tert-butyl methyl[2-(methylamino)ethyl]carbamate

(B1)

Produk : tert-butyl methyl|[2-

(methylamino)ethyl]carbamate

Rendamen : 2,8 g; 80%
Reaktan :N! N2-dimethylethane-1,2-diamine
Reagen  : dimetiletilendiamin, di-tert-butyl

dicarbonate (Boc20)

Pelarut : diklorometan (DCM) anhidrat
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Prosedur

a.

Larutkan dimetiletilendiamin (2,0 mL; 18,6 mmol;
3,5 eq) dengan DCM anhidrat (10 mL) dalam
mantel es.

Tambahkan larutan (Boc2O) (1,2 g; 5,3 mmol; 1,0
eq) dalam DCM anhidrat (15 mL) ke dalam
larutan tersebut tetes per tetes.

Reaksikan campuran tersebut dalam mantel es
selama 30 menit dalam lingkungan inert (gas
nitrogen).

Lepaskan mantel es dan lanjutkan reaksi pada
suhu kamar semalaman.

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen metanol (100%).

Setelah bereaksi semalaman, pindahkan produk
tersebut ke dalam corong pisah dan tambahkan
air selanjutnya dilakukan ekstraksi.

Lanjutkan pencucian produk dalam DCM dengan
larutan jenuh natrium klorida (NaCl(g)).

Bebaskan air dari produk dalam pelarut organik
dengan mengunakan MgSOs anhidrat berlebih.
Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

Produk digunakan untuk reaksi berikutnya tanpa
melalui pemurnian.

Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan 'H-NMR.
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Karakterisasi:

Bentuk: Cairan tak berwarna

TH-NMR data (400 Mhz, CDCl3): 6 1,46 (s, 9H), 1,83
(brs, 1H), 2,45 (s, 1H), 2,73 (t, ] = 6,4 Hz, 2H), 2,88 (s,
3H), 3,27 - 3,40 (m, 2H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 189,2 dengan hasil
perhitungan untuk CoH21N202 adalah 189,1.

Rf TLC: 0,20 (MeOH =100%).

5. Sintesis 5-iodo-1-methyl-1H-indole (C1)

Produk  :5-iodo-1-methyl-1H-indole
Rendamen :1,03 g; 98%

Reaktan :5-iodo-1H-indole

Reagen : CHsl dan KoCOs

Pelarut : dimetilsulfoksida (DMSO)
Prosedur

a.

Larutkan KOH (1,1 g; 16,4 mmol; 4 eq) dengan
DMSO (27 mL).

Lakukan  pengadukan konstan dengan
menggunakan magnetik stirer pada suhu kamar.
Tambahkan 5-iodo-1H-indole (500 mg; 2,1 mmol;
0,5 eq), setelah 15 menit bereaksi tambahkan lagi
5-iodo-1H-indole (500 mg; 2,1 mmol; 0,5 eq).
Lanjutkan pengadukan konstan pada suhu kamar
hingga 1 jam berikutnya.
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e. Tambahkan CHaI (1,2 g; 8,2 mmol; 2 eq) tetes demi
tetes ke dalam campuran tersebut

f. Lanjutkan pengadukan konstan tersebut pada
suhu kamar sambil memonitor progress reaksi
dengan menggunakan plat TLC dengan eluen
Hex:EtOAc (10:1).

g. Setelah 2 jam, tambahkan air ke dalam tabung
reaksi untuk menghentikan reaksi.

h. Selanjutnya pindahkan produk ke dalam corong
pisah dan ekstraksi produk dengan menggunakan
dietil eter sebanyak (3 x 50 mL).

i. Cuci produk dalam dietil eter selanjutnya dicuci
dengan menggunakan air suling (1x)

j.  Bebaskan air dari produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan MgSOs anhidrat berlebih.

k. Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

l.  Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan 'H-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: padatan berwarna orange
TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 3,76 (s, 3H), 6,40
(dd, J=1,2Hz, 3,2Hz, 1H), 7,00 (d, ] = 2,8 Hz, 1H), 7,10
(d, ] = 8,4 Hz, 1H), 7,46 (dd, ] = 1,2 Hz, 8,8 Hz, 1H),
7,95 (s, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 258,0 dengan hasil
perhitungan untuk CoHoIN adalah 258,0.
Rf TLC: 0,33 (Hex:EtOAc =10:1).
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6. Sintesis 3-(2-chloropyrimidin-4-yl)-5-iodo-1-methyl-1H-
indole (C2)

Produk  : 3-(2-chloropyrimidin-4-yl)-5-iodo-1-methyl-

1H-indole

Rendamen : 680 mg; 47,4%
Reaktan : 24-dikloropirimidin dan 5-iodo-1-methyl-

1H-indole
Reagen  :aluminium klorida (AICls)
Pelarut : etilenglikoldimetileter (DME)
Prosedur
a. Suspensikan AICl; (516 mg; 3,9 mmol; 1,0 eq)

dalam DME (6 mL)

Tambahkan 2,4-dikloropirimidin (1,0 g; 7,8 mmol;
2,0 eq) ke dalam campuran tersebut sambil
dilakukan pengadukan konstan pada suhu kamar
selama 10 menit.

Tambahkan 5-iodo-1-methyl-1H-indole (1,0 g; 3,9
mmol; 1,0 eq) ke dalam campuran.

Lakukan reaksi dengan pengadukan konstan
pada suhu 80°C menggunakan mantel minyak.
Monitor jalannya reaksi dengan menggunakan
TLC dengan eluen Hex:EtOAc (1:1)

Setelah 2 jam, dinginkan campuran hingga
suhunya mencapai suhu kamar, selanjutnya
campuran reaksi dituang perlahan-lahan ke
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dalam gelas kimia berisi es sambil dilakukan
pengadukan konstan hingga 30 menit.

g. Pisahkan Al(OH)s dari campuran reaksi dengan
penyaringan, dan pindahkan filtrat (hasil
penyaringan) ke dalam corong pisah.

h. Ekstraksi dengan menggunakan EtOAc (3 x 50
mL)

i. Pisahkan pengotor yang terlarut dalam air dengan
mencuci  produk dalam pelarut organik
menggunakan air suling diikuti dengan
menggunakan NaClag jenuh masing-masing
sebanyak (1 x 50 mL).

j.  Bebas-air-kan pelarut organik dengan
menggunakan MgSOs anhidrat berlebih.

k. Saring dan upakan pelarut organik EtOAc dengan
menggunakan evaporator hingga diperoleh
campuran produk (C2) yang belum murni.

1. Murnikan 3-(2-chloropyrimidin-4-yl)-5-iodo-1-
methyl-1H-indole  dari  campuran dengan
menggunakan kolom kromatografi dengan fase
gerak Hex:EtOAc (1:1).

m. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan 'H-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna kuning muda
TH-NMR data (400 Mhz, CDCl3): 6 3,87 (s, 3H), 7,17
(d, ] =88 Hz, 1H), 7,45 (dd, ] = 1,6 Hz, 5,6 Hz, 1H),
7,61 (d, ] = 6,8 Hz, 1H), 7,89 (s, 1H), 8,48 (d, ] = 6,8 Hz,
1H), 8,67 (s, 1H).
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ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 370,0 dengan hasil
perhitungan untuk C13H10ClIN3 adalah 370,0.
Rf TLC: 0,23 (Hex:EtOAc =1:1).

7. Sintesis N-(4-fluoro-2-methoxy-5-nitrophenyl)-4-(5-iodo-

1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-amine (C3)

c2

P O,N NH, (@ /
S PUE

/I*\l F o0 /N

\N)‘CI A3

NO,

Produk  : N-(4-fluoro-2-methoxy-5-nitrophenyl)-4-(5-

iodo-1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
amine

Rendamen : 288 mg; 77,6 %
Reaktan : 4-fluoro-2-methoxy-5-nitroaniline (A3) dan

3-(2-chloropyrimidin-4-yl)-5-iodo-1-methyl-
1H-indole (C2)

Reagen : asam p-toluenasulfonat (TsOH)
Pelarut : n-butanol
Prosedur
a. Larutkan 4-fluoro-2-methoxy-5-nitroaniline (264

mg; 0,72 mmol; 1,0 eq), 3-(2-chloropyrimidin-4-
yl)-5-iodo-1-methyl-1H-indole (133 mg; 0,72
mmol; 1,0 eq), dan TsOH (163 mg; 0,86 mmol; 1,2
eq) dalam n-butanol (7 mL).

Reaksikan campuran tersebut dengan
pengadukan konstan pada suhu 105°C dalam
mantel minyak.
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c. Monitor jalannya reaksi dengan menggunakan
TLC dengan eluen EtOAc (100%).

d. Setelah 2,5 jam, hentikan reaksi dan dinginkan
campuran reaksi hingga mencapai suhu kamar.

e. Saring produk lalu cuci residu berturut-turut
dengan menggunakan dietil eter, larutan
NaHCO3(aq) jenuh, dan asetonitril.

f. Keringkan produk menggunakan desikator
bertekanan untuk membebaskan produk dari
pelarut.

g. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna hijau muda
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 520,1 dengan hasil
perhitungan untuk Cz0H16FINsO3 adalah 520,0.
Rf TLC: 0,55 (Etil asetat (100%)).

Sintesis tert-butyl {2-[(4-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-5-methoxy-2-
nitrophenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)carbamate

(D1)
N
N , {
AL ;
(h)
H N =N NH
~ NH o}
" o)\ok g g / QNOz
/ D1

. I
\

Produk : tert-butyl {2-[(4-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-
3-yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-5-methoxy-2-
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nitrophenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)car
bamate

Rendamen : 300 mg; 79,3 %
Reaktan : tert-butyl = methyl[2-(methylamino)ethyl]

carbamate (B1) dan N-(4-fluoro-2-methoxy-
5-nitrophenyl)-4-(5-iodo-1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-2-amine (C3)

Reagen  : N, N-diisopropiletilamin (DIPEA)
Pelarut : dimetiasetamida (DMA)
Prosedur

a.

Larutkan N-(4-fluoro-2-methoxy-5-nitrophenyl)-4-
(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
amine (288 mg; 0,55 mmol; 1,0 eq) dan tert-butyl
methyl[2-(methylamino)ethyl]carbamate (283 mg;
1,50 mmol, 2,0 eq) dalam dimetilasetamida (8 mL).
Tambahkan DIPEA (326 pL; 1,87 mmol; 2,5 eq) ke
dalam campuran tersebut.

Reaksikan ~ campuran dengan pengadukan
konstan dalam mantel minyak bersuhu 100°C.
Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen kloroform:metanol (CHCl3:MeOH =
30:1).

Setelah 5 jam ditandai dengan terjadinya
perubahan warna campuran reaksi dari suspensi
menjadi larutan berwarna jingga, dinginkan
campuran reaksi hingga mencapai suhu kamar,
lalu pindahkan ke dalam corong pisah.

Ekstraksi produk dengan EtOAc sebanyak 3 x 25
mL dan lanjutkan dengan mencuci pelarut
organik menggunakan air dan larutan NaClg
jenuh.
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g. Bebas-air-kan pelarut organik dengan
menggunakan MgSOs anhidrat berlebih.

h. Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

i. Murnikan  produk  dengan  menggunakan
kromatografi kolom dengan fase gerak kloroform

(100%).
j-  Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.
Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna orange

TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 1,44 (s, 9H), 2,84 -
2,87 (m, 3H), 2,94 (s, 3H), 3,25 - 3,33 (m, 2H), 3,93 (s,
3H), 4,02 (s, 3H), 6,58 - 6,75 (m, 1H), 7,12 (d, ] = 5,2 Hz,
1H), 7,18 (d, ] = 8,8 Hz, 1H), 7,57 (dd, ] = 1,2 Hz, 8,8
Hz, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,42 (d, ] = 5,6 Hz, 1H), 8,47 (s,
1H), 9,58 (s, 1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 688,0 dengan hasil
perhitungan untuk Cz0H35IN7O5 adalah 688,2.

Rf TLC: 0,55 (CHClI3:MeOH =30:1).
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9. Sintesis tert-butyl {2-[(2-amino-4-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-2-yllamino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)carbamate
(D2)

N N
/ /
| [
C% g,
</ —NH — </ —NH
N N
0 o
Y, QNO: / NH
o W %
7 \\~N>\‘O < \\‘N>\~o
D1 \ \
D2

Produk : tert-butyl {2-[(2-amino-4-{[4-(5-iodo-1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-ylJamino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(methy
l)carbamate

Rendamen : 280 mg; 96,6 %

Reaktan : tert-butyl {2-[(4-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-
indol-3-yl)pyrimidin-2-yl]amino}-5-
methoxy-2-
nitrophenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)
carbamate (D1)

Reagen : ammonium klorida, serbuk besi
Pelarut : etanol dan air
Prosedur

a. Suspensikan senyawa antara D1, tert-butyl {2-[(4-
{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
yl]Jamino}-5-methoxy-2-
nitrophenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)carbamat
e, (300 mg; 0,44 mmol; 1,0 eq), ammonium klorida
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(126 mg; 2,42 mmol; 5,5 eq), serbuk besi (146 mg;
2,64 mmol; 6,0 eq) dalam campuran etanol:air (3:1)
sebanyak 20 mL.

b. Reaksikan campuran tersebut dengan
pengadukan konstan dalam mantel minyak
bersuhu 100°C.

c.  Monitor reaksi dengan menggunakan TLC dengan
eluen kloroform:metanol (CHCl;:MeOH = 30:1).

d. Setelah 1 jam, dinginkan campuran reaksi hingga
mencapai suhu kamar lalu uapkan pelarut dengan
menggunakan evaporator.

e. Triturasi residu dengan menggunakan campuran
DCM:MeOH (10:1) sebanyak 30 mL lalu saring,
lakukan sebanyak 2x

f. Filtrat hasil penyaringan digabung lalu
dipindahkan ke dalam corong pisah.

g. Tambahkan larutan jenuh NaCluq sebanyak 50
mL lalu lakukan ekstraksi.

h. Bebas-air-kan sampel dalam pelarut organik
dengan menggunakan MgSO, anhidrat berlebih.

i. Saring dan uapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

j-  Gunakan produk untuk reaksi berikutnya tanpa
pemunian lebih lanjut.

k. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna abu-abu
TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 1,46 (s, 9H), 1,59
(brs, 2H), 2,68 (s, 3H), 2,82 - 2,90 (m, 3H), 2,99 - 3.02
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(m, 3H), 3,29 - 3,41 (m, 3H), 3,81 - 3,92 (m, 6H), 6,70 (s,
1H), 6,95 (d, ] = 5,2 Hz, 1H), 7,15 (d, | = 8,8 Hz, 1H),
7,57 (dd, ] = 1,2 Hz, 8,4 Hz, 1H), 7,61 (s, 1H), 7,72 (s,
1H), 8,06 (s, 1H), 8,34 (d, ] =4,8 Hz, 1H), 8,78 (s, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 658,2 dengan hasil
perhitungan untuk Cz9H37IN7O3 adalah 658,2.

Rf TLC: 0,40 (CHCI3:MeOH =30:1).

10. Sintesis tert-butyl {2-[(2-acrylamido-4-{[4-(5-iodo-1-methyl-
1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)carbamate
(D3)

N N
/ /
1 [
/N N
\N»*NH )] - »“NH
0 No %\\/
/ NH, / ”
N 0 0
/ 1N>\~o>< /N\\\N»\o%
2 o) o3

Produk : tert-butyl {2-[(2-acrylamido-4-{[4-(5-iodo-1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
yl]amino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(meth

yl)carbamate
Rendamen : 230 mg; 76,2%
Reaktan : fert-butyl {2-[(2-amino-4-{[4-(5-iodo-1-

methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
yl]amino}-5-
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methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(meth
yl)carbamate (D2)

Reagen  :acryloic chloride (akriloid klorida), DIPEA
Pelarut : DCM anhidrat
Prosedur

a.

Larutkan tert-butyl {2-[(2-amino-4-{[4-(5-iodo-1-
methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)car
bamate (280 mg; 0,42 mmol; 1,0 eq) dalam DCM
anhidrat sebanyak 10 mL.

Tambahkan DIPEA ke dalam larutan tersebut.
Homogenkan larutan dengan pengadukan
konstan dalam mantel es bersuhu -30°C selama 10
menit

Tambahkan akriloid klorida tetes demi tetes ke
dalam campuran sambil terus dilakukan
pengadukan homogen.

Lanjutkan reaksi dalam mantel es bersuhu -30°C
Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen kloroform:metanol (CHCl3:MeOH =
30:1).

Setelah 3 jam, lepaskan mantel es dan tambahkan
larutan jenuh NaHCOs3nq untuk menghentikan
reaksi.

Pindahkan campuran reaksi ke dalam corong
pisah dan tambahkan kloroform.

Ekstraksi produk sebanyak 3x dengan kloroform
(3 x 30 mL).

Bebas-air-kan produk dalam pelarut oranik
dengan menggunakan MgSO4 anhidrat berlebih.
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k. Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

l.  Murnikan produk D3 menggunakan kromatografi
kolom dengan fase gerak CHCl3:MeOH = 60:1.

m. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna kuning tua
TH-NMR data (400 Mhz, CDCls): 6 1,46 (s, 9H), 2,69 (s,
3H), 2,85 (s, 3H), 2,91 - 3,05 (m, 2H), 3,36 - 3,39 (m,
2H), 3,90 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 5,72 - 5,80 (m, 1H), 6,40 -
6,45 (m, 2H), 6,78 (s, 1H), 7,12 (d, | = 4,8 Hz, 1H), 7,16
(d, ] = 84 Hz, 1H), 7,53 (dd, ] = 1,2 Hz, 8,8 Hz, 1H),
7,72 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,40 (d, ] = 5,2 Hz, 1H), 8,75 -
8,95 (m, 1H), 9,04 (s, 1H), 9,83 (s, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 712,2 dengan hasil
perhitungan untuk C3HszoIN7O4 adalah 712,2.
Rf TLC: 0,58 (CHCls:MeOH =30:1).

11. Sintesis N-(5-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-
yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-4-methoxy-2-{methyl[2-
(methylamino)ethyl]amino}phenyl)acrylamide (D4)

N N
/ Vi
| |

/N (k) /Y

_ D~NH S~ _ DnH
N (o) N (o)
,OQ\ W /O M
’ N b

N Q >L N
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Produk  : N-(5-{[4-(5-iodo-1-methyl-1H-indol-3-

yl)pyrimidin-2-yl]Jamino}-4-methoxy-2-
{methyl[2-
(methylamino)ethyl]amino}phenyl)acryla
mide

Rendamen : 160 mg; 81,3%
Reaktan : fert-butyl {2-[(2-acrylamido-4-{[4-(5-iodo-1-

methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-
yl]amino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(meth

yl)carbamate (D3)
Reagen  :asam trifluoroasetat (TFA)
Pelarut : TFA
Prosedur
a. tert-butyl {2-[(2-acrylamido-4-{[4-(5-iodo-1-

methyl-1H-indol-3-yl)pyrimidin-2-ylJamino}-5-
methoxyphenyl)(methyl)amino]ethyl}(methyl)car
bamate (230 mg; 0.32 mmol; 1,0 eq) dalam labu
alas bulat ditambahkan TFA sebanyak 5 mL.

b. Homogenkan larutan dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar.

c. Monitor reaksi dengan menggunakan TLC dengan
eluen kloroform:metanol (CHCls:MeOH = 20:1).

d. Setelah 1 jam, hilangkan TFA dengan mengalirkan
gas nitrogen ke dalam sampel di labu alas bulat.

e. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS.

Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna kuning
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 612,2 dengan hasil
perhitungan untuk Cs7Hz1IN7O2 adalah 612,2.
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Rf TLC: 0,08 (CHCl3:MeOH =20:1).

B. Sintesis Linker

Penyiapan senyawa linker, Fmoc-Val-Cit-PABC-PNP,
Fmoc-Val-Ala-PABC-PNP, dan Fmoc-Ala-Ala-PABC-PNP,
dilakukan dengan mengikuti tahapan sintesis yaitu
penyiapan peptida yang dikonjugasikan dengan para-amino
benzil alkohol yang diaktivasi dengan menggunakan bis(4-
nitrofenil)karbonat. Linker ini nantinya akan menjadi
penghubung antara cRGDfK dengan Osimertinib teriodinasi
(D4) dalam penyiapan PDC.
1. Sintesis Fmoc-Val-Cit-PABC-PNP

O O)OLN OH ﬁ» O OJOLN Oy g n bl OOH E» O OJOLN n Oou ’HZNQAOH
oy YN 1
9 O o« 4 Qe
o)\NHE

NH

O)\NHZ

o l [(]

o] (o] )LO | 2 o] [o]

QT 20O Qe O

O E4 NH N O E3 i
O)\NHZ oél\m«Z

Gambar 4.2 Skema sintesis Linker Fmoc-Val-Cit-PABC-
PNP. (a) NHS, DCC, rt; (b) NaHCOs3, rt; (c)
EEDQ, rt; (d) DIPEA, rt.

a. Sintesis 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}valinate (Fmoc-Val-NHS, E1)

Ood Lo & o, S
o Ay Iﬁb
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Produk  : 25-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-

9-yl)methoxy]carbonyl}valinate

Rendamen : 580 mg; 90,5%
Reaktan : {[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyl}valine (Fmoc-Val-
OH)

Reagen : N-hidroksisuksinimide (NHS) dan

dicyclohexylcarbodiimide (DCC)

Pelarut : tetrahidrofuran (THF) anhidrat
Prosedur

a.

Larutkan Fmoc-Val-OH (500 mg; 1,47 mmol;
1,0 eq) dan NHS (194 mg; 1,76 mmol; 1,2 eq)
dalam THF anhidrat sebanyak 10 mL).
Dinginkan larutan tersebut selama 30 menit
menggunakan pengadukan konstan dalam
mantel es bersuhu 0°C.

Tambahkan DCC (320 mg; 1,62 mmol; 1,1 eq)
sedikit demi sedikit ke dalam larutan tersebut
sambil terus diaduk dalam mantel es.
Lanjutkan reaksi pada suhu kamar dalam
lingkungan inert (gas nitrogen).

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen CHClI3:MeOH (5:1)

Keesokan harinya, saring produk samping
1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-ene (DBU) dan
pisahkan dari produk utama.

Uapkan filtrat menggunakan evaporator.
Tambahkan 25 mL DCM dan lanjutkan
pengadukan konstan selama 30 menit untuk
mengendapkan sisa DBU yang masih ada.
Saring DBU yang terbentuk.
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j. Uapkan pelarut organik dari filtrat
menggunakan evaporator.

k. Murnikan produk dengan menggunakan
kromatografi kolom flash dengan fase gerak
kloroform (100%). Catatan: produk tidak
stabil dalam silika sehingga  kolom
kromatografi harus dilakukan sesingkat
mungkin.

l.  Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih
1H-NMR data (400 Mhz, CDCl3): 6 1,04 - 1,08 (m,
6H), 2,33 - 2,38 (m, 1H), 2,85 (s, 4H), 4,23 - 4,27 (m,
1H), 4,42 - 4,46 (m, 2H), 4,67 - 4,71 (m, 1H), 5,27
(d,J=8,8Hz 1H), 7,32 (t, ]=7,6 Hz, 2H), 741 (t, ]
=7,2Hz, 2H), 7,59 - 7,61 (m, 2H), 7,77 (d, ] = 7,6
Hz, 2H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 437,2 dengan
hasil perhitungan untuk C24H25N206 adalah 437,2.
Rf TLC: 0,75 (CHCl::MeOH =5:1).

b. Sintesis 2-[2-({[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}amino)-3-methylbutanamido]-
5-ureidopentanoic acid (Fmoc-Val-Cit-OH, E2)

O. oiﬁoﬁ + HoN i i L8 O. oj\ﬁn I OH
O E1 ’ jfkl\ O E2 NH
by b

07 NH,
0% NH, 2
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Produk : 2-[2-({[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyljamino)-3-
methylbutanamido]-5-ureidopentanoic
acid

Rendamen : 490 mg; 64,1%
Reaktan : 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-

9-yl)methoxy]carbonyl}valinate (Fmoc-
Val-NHS) dan citrulin (Cit-OH)

Reagen : natrium bikarbonat (Na2CO3)

Pelarut :air suling, tetrahidrofuran (THF),

dimetoksietan (DME)

Prosedur

a.

Larutkan Cit-OH (296 mg; 1,69 mmol, 1,1 eq)
dan NaHCOs; (142 mg; 1,69 mmol; 1,1 eq)
dalam campuran air (10 mL) dan THF (3 mL).
Dinginkan  campuran sambil lakukan
pengadukan konstan dalam mantel es
bersuhu 0°C.

Tambahkan larutan Fmoc-Val-NHS (673 mg;
1,54 mmol; 1,0 eq) dalam 5 mL DME tetes
demi  tetes sambil terus  dilakukan
pengadukan konstan.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu
kamar dalam keadaan terlindung dari cahaya
(labu alas bulat dilindungi dengan aluminium
foil sehingga cahaya tidak dapat menembus
dan mengganggu reaksi).

Monitor jalannya reaksi menggunakan TLC
dengan eluen MeOH (100%).

Setelah bereaksi selama 4 hari, tambahkan
larutan asam sitrat 15% dalam air untuk
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menghentikan  reaksi lalu  pindahkan
campuran ke dalam corong pisah.

g. Tambahkan 2-propanol (10%) dalam EtOAc.

h. Ekstraksi produk sebanyak 2 x 30 mL.

i. Cuci pelarut organik dengan air sebanyak 50
mL.

j.  Bebas-air-kan dari pelarut organik yang
mengandung produk menggunakan MgSOs
anhidrat berlebih.

k. Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

I.  Keringkan residu dari pelarut yang masih
tersisa dalam produk dalam desikator
bertekanan.

m. Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih
1TH-NMR data (400 Mhz, DMSO-de): 6 0,84 - 0,88
(m, 6H), 1,34 - 1,44 (m, 2H), 1,57 - 1,61 (m, 1H),
1,65 - 1,73 (m, 1H), 1,93 - 2,01 (m, 1H), 2,86 - 2,94
(m, 2H), 3,89 - 3,91 (m, 1H), 4,13 - 4,32 (m, 4H),
5,36 (brs, 2H), 5,91 - 5,93 (m, 1H), 7,30 - 7,89 (m,
9H), 8,17 (d, ] = 7,2 Hz, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 497,3; [M+Na]*
m/z = 519,3; [M+K]* m/z = 535,3; dengan hasil
perhitungan untuk CzsH33N1Os adalah 497,2.
Rf TLC: 0,73 (MeOH (100%)).
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C.

Sintesis (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-
(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-oxo-5-

ureidopentan-2-yl)amino]-1-oxopropan-2-
yljcarbamate (Fmoc-Val-Cit-PABOH, E3)

O OJ?\N " o] . i HZN/@/\OH L O OiN . [o] /@/\OH
. H . H N
O = NH O = NH
A A

07 NH, 07 >NH,

Produk : (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-

(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-oxo-
5-ureidopentan-2-yl)amino]-1-
oxopropan-2-yljcarbamate

Rendamen : 85 mg; 70%
Reaktan : 2-[2-({[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyl}amino)-3-
methylbutanamido]-5-ureidopentanoic
acid (Fmoc-Val-Cit-OH) dan para
amino benzylalkohol (PABOH)

Reagen : 2-etoksi-1-etoksikarbonil-1,2-
dihidroquinolin (EEDQ)
Pelarut : metanol dan kloroform
Prosedur
a. Larutkan Fmoc-Val-Cit-OH (100 mg; 0,2

mmol, 1,0 eq), para amino benzylalkohol (49,6
mg; 0,4 mmol; 2,0 eq), dan EEDQ (99,6 mg; 0,4
mmol; 2,0 eq) dalam campuran pelarut
CHCl3:MeOH (1:2) sebanyak 3 mL.

Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 2 hari dalam
lingkungan inert dan terlindung dari cahaya.
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C.

Setelah 2 hari, uapkan pelarut campuran
reaksi dengan evaporator.

Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 15 menit hingga
produk yang menempel pada dinding dalam
labu alas bulat terlepas.

Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.
Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna orange

TH-NMR data (400 Mhz, DMSO ds): 6 0,81 - 0,88
(m, 6H), 1,28 - 1,49 (m, 2H), 1,51 - 1,62 (m, 1H),
1,64 - 1,74 (m, 1H), 1,93 - 2,04 (m, 1H), 2,87 - 3,05

(m, 2H), 3,89 - 3,94 (m, 1H), 4,21 - 4,30 (m, 3H),

4,36 - 4,43 (m, 3H), 5,09 - 5,12 (m, 1H), 5,38 - 5,41
(m, 2H), 5,86 - 5,97 (m, 1H), 7,21 - 7,93 (m, 13H),
8,09 (d, ] =7,6 Hz, 1H), 9,98 (s, 1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 602,3; [M+Na]*
m/z = 624,3; [M+K]* m/z = 640,3; dengan hasil
perhitungan untuk Cs3H10N50s adalah 602,3.
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d. Sintesis (9H-fluoren-9-ylymethyl [3-methyl-1-({1-[(4-{[(4-
nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phenyl]amino}-1-
oxo-5-ureidopentan-2-yl)amino]-1-oxobutan-2-
yl)carbamate (Fmoc-Val-Cit-PABC-PNP, E4)

o
H
O E3 NH O E4 N ON
OJ\NH;

H

o)\rsm2

Produk : (9H-fluoren-9-yl)methyl [3-methyl-1-
(L[4 {[4-
nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phe
nyl]amino}-1-oxo-5-ureidopentan-2-
yl)amino]-1-oxobutan-2-yl)carbamate

Rendamen : 12 mg; 52,2%

Reaktan : (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-
(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-oxo-
5-ureidopentan-2-yl)amino]-1-
oxopropan-2-yljcarbamate dan bis(4-
nitrofenil)karbonat (bis(pnp) karbonat)

Reagen : N, N-diisopropiletilamin (DIPEA)

Pelarut : diklorometan anhidrat dan
dimetilformamida (DMF) anhidrat

Prosedur:

a. Suspensikan Fmoc-Val-Cit-PABOH (17 mg;
0,03 mmol; 1,0 eq) dan bis(pnp) karbonat (27,4
mg; 0,09 mmol; 3,0 eq) dalam DCM anhidrat
sebanyak 0,8 mL.

b. Tambahkan DIPEA (16 puL; 0,09 mmol; 3,0 eq)
sambil dilakukan pengadukan konstan pada
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suhu kamar dalam lingkungan inert (gas
nitrogen).

c. Tambahkan DMF anhidrat sebanyak 0,2 mL
ke dalam suspensi hingga semua campuran
terlarut.

d. Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 1 hari dalam
lingkungan inert.

e. Setelah bereaksi selama 1 hari, tambahkan air
sebanyak 5 mL ke dalam campuran untuk
menghentikan reaksi.

f. Pindahkan campuran ke dalam corong pisah
dan tambahkan DCM baru sebanyak 5 mL
lalu lakukan ekstraksi sebanyak 4 x 5 mL
DCM.

g. Bebas-air-kan produk pada pelarut organik
dengan menggunakan MgSOs anhidrat
berlebih.

h. Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

h. Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 5 menit hingga
produk tersuspensikan ke dalam dietil eter.

i. Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.

j. Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

k. Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.
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Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna orange muda
TH-NMR data (400 Mhz, DMSO dg): 6 0,85 - 0,89
(m, 6H), 1,36 - 1,45 (m, 2H), 1,59 - 1,62 (m, 1H),
1,67 - 1,69 (m, 1H), 1,97 - 2,02 (m, 1H), 2,92 - 3,04
(m, 2H), 3,91 - 3,95 (m, 1H), 4,21 - 4,31 (m, 3H),
4,40 - 4,43 (m, 1H), 5,25 (s, 2H), 5,41 (s, 2H), 5,96 -
5,99 (m, 1H), 7,30 - 7,91 (m, 15H), 8,11 - §,17 (m,
1H), 8,29 - 8,33 (m, 2H), 10,14 (s, 1H)
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 767,4; [M+Nal*
m/z = 789,3; [M+K]* m/z = 805,3; dengan hasil
perhitungan untuk C4H43N¢O10 adalah 767,3.

2. Sintesis Fmoc-Val-Ala-PABC-PNP

Qo Qg e 2= Qe O
2 Qi S Gy

l:c}
o W © o)Lo A N NO, o 9 OH
QPRI £7 B0 QRO
O F3 oN O F2
Gambar 4.3 Skema sintesis Linker Fmoc-Val-Ala-PABC-

PNP. (a) NHS, DCC, rt; (b) NaHCOs3, rt; (c)
EEDQ, rt; (d) DIPEA, rt.

a. Sintesis {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}valylalanine (Fmoc-Val-Ala-
OH, F1)

e S G
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Produk : {[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyl}valylalanine

Rendamen : 540 mg; 57,9%
Reaktan : 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-

9-yl)methoxy]carbonyl}valinate (Fmoc-
Val-NHS) dan alanin (Ala-OH)

Reagen : natrium bikarbonat (Na2COs)

Pelarut :air suling, tetrahidrofuran (THF)

anhidrat, dietil eter.

Prosedur

a.

Larutkan Ala-OH (224 mg; 2,5 mmol, 1,1 eq)
dan NaHCO; (210 mg; 2,5 mmol; 1,1 eq)
dalam air suling sebanyak 7 mL.

Dinginkan  campuran sambil lakukan
pengadukan konstan dalam mantel es
bersuhu 0°C.

Tambahkan larutan Fmoc-Val-NHS (1,0 g; 2,3
mmol; 1,0 eq) dalam THF anhidrat sebanyak
10 mL tetes demi tetes sambil terus lakukan
pengadukan konstan.

Tambahkan campuran pelarut air suling:dietil
eter:THF (1:1:1) sebanyak 30 mL ke dalam
campuran.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu
kamar dalam keadaan terlindung dari cahaya
(labu alas bulat dilindungi dengan aluminium
foil sehingga cahaya tidak dapat menembus
dan mengganggu reaksi).

Monitor jalannya reaksi menggunakan TLC
dengan eluen MeOH (100%).
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g. Setelah bereaksi selama 3 hari, tambahkan
larutan asam sitrat 15% dalam air untuk
menghentikan reaksi lalu pindahkan campuran
ke dalam corong pisah.

h. Tambahkan EtOAc.

i.  Ekstraksi produk sebanyak 2 x 50 mL.

j- Cuci pelarut organik dengan air sebanyak 50
mL.

k. Bebas-air-kan dari pelarut organik yang
mengandung produk menggunakan MgSO;
anhidrat berlebih.

l. Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

m. Keringkan residu dari pelarut yang masih
tersisa dalam produk dalam desikator
bertekanan.

n. Murnikan produk dengan kromatografi kolom
dengan fase gerak kloroform (100%).

0. Analisis produk dengan menggunakan ESI-MS
dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih
TH-NMR data (400 Mhz, CD30OD): 6 0,93 - 0,99
(m, 6H), 1,39 - 1,40 (m, 3H), 1,96 - 2,12 (m, 1H),
3,82 - 3,91 (m, 1H), 4,15 - 4,24 (m, 1H), 4,27 - 4,41
(m, 3H), 7,26 - 7,28 (m, 2H), 7,32 - 7,36 (m, 2H),
7,61 -7,68 (m,2H), 7,75 (d, ] = 7,6 Hz, 2H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 411,2; [M+Na]*
m/z = 433,2; [M+K]* m/z = 449,2; dengan hasil
perhitungan untuk C23H27N20Os adalah 411,2.
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Rf TLC: 0,43 (MeOH = 100%).

b. Sintesis (9H-fluoren-9-yl)methyl (1-{1-([4-
(hydroxymethyl)phenyl]amino)-1-oxopropan-2-
yl)amino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)carbamate
(Fmoc-Val-Ala-PABOH, F2)

oﬁiﬂiguw SO oi@uu@m

Produk  : (9H-fluoren-9-yl)methyl (1-{1-([4-
(hydroxymethyl)phenyllamino)-1-
oxopropan-2-yl)Jamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-yl)carbamate

Rendamen: 270 mg; 40,2%

Reaktan : {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}valylalanine
(Fmoc-Val-Ala-OH) dan para amino
benzylalkohol (PABOH)

Reagen : 2-etoksi-1-etoksikarbonil-1,2-
dihidroquinolin (EEDQ)

Pelarut : metanol dan kloroform

Prosedur

a. Larutkan Fmoc-Val-Ala-OH (5354 mg; 1,3
mmol, 1,0 eq), para amino benzylalkohol (195
mg; 1,6 mmol; 1,2 eq), dan EEDQ (488 mg; 2,0
mmol; 1,5 eq) dalam campuran pelarut
CHClI3:MeOH (1:2) sebanyak 10 mL.

b. Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 2 hari dalam
lingkungan inert dan terlindung dari cahaya.
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c. Setelah 2 hari, uapkan pelarut campuran
reaksi dengan evaporator.

d. Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 15 menit hingga
produk yang menempel pada dinding dalam
labu alas bulat terlepas.

e. Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.

f. Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

g. Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih
TH-NMR data (400 Mhz, DMSO dg): 6 0,84 - 0,89
(m, 6H), 1,28 - 1,30 (m, 3H), 1,96 - 2,04 (m, 1H),
3,88 - 3,94 (m, 1H), 4,20 - 4,35 (m, 3H), 4,41 - 4,46
(m, 3H), 5,08 - 5,15 (m, 1H), 7,21 - 7,89 (m, 13H),
8,12 - 8,21 (m, 1H), 9,82 - 9,98 (m, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 516,2; [M+Na]*
m/z = 538,2; [M+K]* m/z = 554,2; dengan hasil
perhitungan untuk CsoH34N305 adalah 516,2.
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C.

Sintesis (9H-fluoren-9-yl)methyl {3-methyl-1-[(1-{[4-({[(4-
nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phenyl]amino}-1-

oxopropan-2-yl)Jamino]-1-oxobutan-2-yl}carbamate
(Fmoc-Val-Ala-PABC-PNP, F3)

T O Qe O,

Produk

Rendamen :
Reaktan

Reagen
Pelarut

Prosedur:

o]

2N

: (9H-fluoren-9-yl)methyl  {3-methyl-1-

[(1-{4-({[(4-
nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phe
nyl]amino}-1-oxopropan-2-yl)amino]-1-
oxobutan-2-yljcarbamate

10 mg; 50,2%

: (9H-fluoren-9-yl)methyl (1-{1-([4-

(hydroxymethyl)phenyl]amino)-1-
oxopropan-2-yl)Jamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-yl)carbamate =~ (Fmoc-Val-
Ala-PABOH) dan bis(4-
nitrofenil)karbonat (bis(pnp) karbonat)

: N, N-diisopropiletilamin (DIPEA)
: diklorometan anhidrat dan

dimetilformamida (DMF) anhidrat

a. Suspensikan Fmoc-Val-Ala-PABOH (15,5 mg;
0,03 mmol; 1,0 eq) dan bis(pnp) karbonat (27,4
mg; 0,09 mmol; 3,0 eq) dalam DCM anhidrat
sebanyak 0,8 mL.

b. Tambahkan DIPEA (16 pL; 0,09 mmol; 3,0 eq)
sambil dilakukan pengadukan konstan pada
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suhu kamar dalam lingkungan inert (gas
nitrogen).

c. Tambahkan DMF anhidrat sebanyak 0,2 mL
ke dalam suspensi hingga semua campuran
terlarut.

d. Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 1 hari dalam
lingkungan inert.

e. Setelah bereaksi selama 1 hari, tambahkan air
sebanyak 5 mL ke dalam campuran untuk
menghentikan reaksi.

f. Pindahkan campuran ke dalam corong pisah
dan tambahkan DCM baru sebanyak 5 mL
lalu lakukan ekstraksi sebanyak 4 x 5 mL
DCM.

g. Bebas-air-kan produk pada pelarut organik
dengan menggunakan MgSOs anhidrat
berlebih.

h. Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

i. Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 5 menit hingga
produk tersuspensikan ke dalam dietil eter.

j.  Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.

k. Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

l.  Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.
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Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna kuning muda
TH-NMR data (400 Mhz, DMSO dg): 6 0,85 - 0,91
(m, 6H), 1,31 - 1,35 (m, 3H), 1,96 - 2,06 (m, 1H),
3.89 - 3,95 (m, 1H), 4,20 - 4,47 (m, 4H), 5,24 - 5,28
(m, 2H), 7,30 - 7,91 (m, 15H), 8,21 - 8,33 (m, 3H),
10,09 - 10,11 (m, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 681,4; [M+Nal*
m/z = 703,3; [M+K]* m/z = 719,3; dengan hasil
perhitungan untuk Cs7Hs7N4O9 adalah 681,3.

3. Sintesis Fmoc-Ala-Ala-PABC-PNP

Q= Qg o SRy O
°i“§“*“@°55 2O Qe

Gambar 4.4 Skema sintesis Linker Fmoc-Ala-Ala-PABC-

PNP. (a) NHS, DCC, rt; (b) NaHCOs3, rt; (c)
EEDQ, rt; (d) DIPEA, rt.

a. Sintesis 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}alaninate (Fmoc-Ala-NHS, G1)

ey = Qe

Produk  :2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-
9-yl)methoxy]carbonyl}alaninate
Rendamen : 733 mg; 90,5%
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Reaktan : {[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyl}jalanine  (Fmoc-
Ala-OH)

Reagen : N-hidroksisuksinimide  (NHS) dan

dicyclohexylcarbodiimide (DCC)

Pelarut : tetrahidrofuran (THF) anhidrat
Prosedur

a.

Larutkan Fmoc-Ala-OH (500 mg; 1,61 mmol;
1,0 eq) dan NHS (213 mg; 1,93 mmol; 1,2 eq)
dalam THF anhidrat sebanyak 10 mL).
Dinginkan larutan tersebut selama 30 menit
menggunakan pengadukan konstan dalam
mantel es bersuhu 0°C.

Tambahkan DCC (350 mg; 1,77 mmol; 1,1 eq)
sedikit demi sedikit ke dalam larutan tersebut
sambil terus diaduk dalam mantel es.
Lanjutkan reaksi pada suhu kamar dalam
lingkungan inert (gas nitrogen).

Monitor reaksi dengan menggunakan TLC
dengan eluen CHClI3:MeOH (5:1)

Keesokan harinya, saring produk samping
1,8-diazabicyclo(5.4.0)undec-7-ene (DBU) dan
pisahkan dari produk utama.

Uapkan filtrat menggunakan evaporator.
Tambahkan 25 mL DCM dan lanjutkan
pengadukan konstan selama 30 menit untuk
mengendapkan sisa DBU yang masih ada.
Saring DBU yang terbentuk.

Uapkan  pelarut organik dari filtrat
menggunakan evaporator.
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k. Murnikan produk dengan menggunakan
kromatografi kolom flash dengan fase gerak
kloroform (100%). Catatan: produk tidak stabil
dalam silika sehingga kolom kromatografi
harus dilakukan sesingkat mungkin.

l.  Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih
TH-NMR data (400 Mhz, CDCl3): 6 1,59 - 1,63 (m,
3H), 2,85 (s, 4H), 4,00 - 4,28 (m, 1H), 4,42 - 4,44 (m,
2H), 4,75 - 4,83 (m, 1H), 5,26 - 5,31 (m, 1H), 7,30 -
7,78 (m, 8H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 409,1 dengan
hasil perhitungan untuk C22H21N20s adalah 409,1.
Rf TLC: 0,75 (CHCl::MeOH =10:1).

b. Sintesis {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}alanylalanine (Fmoc-Ala-Ala-
OH, G2)

Qtpsd g = Rty

Produk : {[(9H-fluoren-9-
yl)methoxy]carbonyl}alanylalanine

Rendamen : 582 mg; 85%

Reaktan :2,5-dioxopyrrolidin-1-yl {[(9H-fluoren-
9-yl)methoxy]carbonyl}alaninate
(Fmoc-Ala-NHS) dan alanin (Ala-OH)
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Reagen : natrium bikarbonat (Na2COs)

Pelarut cair  suling, tetrahidrofuran (THF)
anhidrat, dietil eter.

Prosedur

a. Larutkan L-Ala-OH (177 mg; 1,97 mmol, 1,1
eq) dalam THF anhidrat dan NaHCO; (166
mg; 1,97 mmol; 1,1 eq) dalam air suling
sebanyak 7 mL.

b. Dinginkan campuran sambil lakukan
pengadukan konstan dalam mantel es
bersuhu 0°C.

c. Tambahkan larutan Fmoc-Ala-NHS (733 mg;
1,79 mmol; 1,0 eq) dalam THF anhidrat
sebanyak 7 mL tetes demi tetes sambil terus
lakukan pengadukan konstan.

d. Tambahkan campuran pelarut air suling:dietil
eter:THF (1:1:1) sebanyak 30 mL ke dalam
campuran.

e. Reaksikan campuran tersebut pada suhu
kamar dalam keadaan terlindung dari cahaya
(labu alas bulat dilindungi dengan aluminium
foil sehingga cahaya tidak dapat menembus
dan mengganggu reaksi).

f.  Monitor jalannya reaksi menggunakan TLC
dengan eluen MeOH (100%).

g. Setelah bereaksi selama 3 hari, tambahkan
larutan asam sitrat 15% dalam air untuk
menghentikan  reaksi lalu  pindahkan
campuran ke dalam corong pisah.

h. Tambahkan EtOAc.

i.  Ekstraksi produk sebanyak 2 x 50 mL.
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j-

k.

Cuci pelarut organik dengan air sebanyak 50
mL.

Bebas-air-kan dari pelarut organik yang
mengandung produk menggunakan MgSOs
anhidrat berlebih.

Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

Keringkan residu dari pelarut yang masih
tersisa dalam produk dalam desikator
bertekanan.

Murnikan produk dengan kromatografi
kolom dengan fase gerak kloroform (100%).
Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna putih

TH-NMR data (400 Mhz, DMSO, ds ): 6 1,19 - 1,27
(m, 6H), 4,15 - 4,31 (m, 5H), 7,29 - 7,89 (m, 9H),
8,13 - 8,15 (m, 1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 383,2;, [M+Na]*
m/z = 405,2; [M+K]* m/z = 421,2; dengan hasil
perhitungan untuk C21H23N205 adalah 383,2.

Rf TLC: 0,7 (MeOH = 100%).
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C.

Sintesis (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-
(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-oxopropan-2-

yl)amino]-1-oxopropan-2-yljcarbamate (Fmoc-Ala-

Ala-PABOH,

G3)

Produk

Rendamen :
Reaktan

Reagen

Pelarut
Prosedur

: (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-

(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-
oxopropan-2-yl)Jamino]-1-oxopropan-2-
yljcarbamate

314 mg; 49%

: {[(9H-fluoren-9-

yl)methoxy]carbonyl}alanylalanine
(Fmoc-Ala-Ala-OH) dan para amino
benzylalkohol (PABOH)

: 2-etoksi-1-etoksikarbonil-1,2-

dihidroquinolin (EEDQ)

: metanol dan kloroform

a. Larutkan Fmoc-Ala-Ala-OH (500 mg; 1,31

mmol,
mg; 1,

1,0 eq), para amino benzylalkohol (200
57 mmol; 1,2 eq), dan EEDQ (490 mg;

1,97 mmol; 1,5 eq) dalam campuran pelarut
CHClI3:MeOH (1:1) sebanyak 12 mL.
b. Reaksikan campuran dengan pengadukan

konstan pada 40°C selama 2 hari dalam

lingkungan inert dan terlindung dari cahaya.

c. Setelah 2 hari, uapkan pelarut campuran

reaksi dengan evaporator.
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d. Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 15 menit hingga
produk yang menempel pada dinding dalam
labu alas bulat terlepas.

e. Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.

f. Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

g. Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna putih kekuningan
TH-NMR data (400 Mhz, DMSO ds): 6 1,21 - 1,30
(m, 6H), 4,04 - 4,29 (m, 4H), 4,37 - 4,46 (m, 3H),
5,08 - 5,14 (m, 1H), 7,21 - 7,91 (m, 13H), 8,15 - 8,24
(m, 1H), 9,85 - 9,91 (m, 1H).
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 488,2; [M+Na]*
m/z = 510,2; [M+K]* m/z = 526,2; dengan hasil
perhitungan untuk CasHs0N30s adalah 488,2.

d. Sintesis (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-({[(4-
nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phenyl]amino}-
1-oxopropan-2-yl)amino]-1-oxopropan-2-
yljcarbamate (Fmoc-Ala-Ala-PABC-PNP, G4)
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Produk : (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-({[(4-

nitrophenoxy)carbonyl]oxy}methyl)phe
nyl]amino}-1-oxopropan-2-yl)amino]-1-
oxopropan-2-yljcarbamate

Rendamen : 10 mg; 51%
Reaktan : (9H-fluoren-9-yl)methyl {1-[(1-{[4-

(hydroxymethyl)phenyl]amino}-1-
oxopropan-2-yl)amino]-1-oxopropan-2-
yljcarbamate (Fmoc-Ala-Ala-PABOH)
dan bis(4-nitrofenil)karbonat (bis(pnp)
karbonat)

Reagen : N, N-diisopropiletilamin (DIPEA)
Pelarut : diklorometan anhidrat dan

dimetilformamida (DMF) anhidrat

Prosedur

a.

Suspensikan Fmoc-Ala-Ala-PABOH (14,6 mg;
0,03 mmol; 1,0 eq) dan bis(pnp) karbonat (27,4
mg; 0,09 mmol; 3,0 eq) dalam DCM anhidrat
sebanyak 0,8 mL.

Tambahkan DIPEA (16 pL; 0,09 mmol; 3,0 eq)
sambil dilakukan pengadukan konstan pada
suhu kamar dalam lingkungan inert (gas
nitrogen).

Tambahkan DMF anhidrat sebanyak 0,2 mL
ke dalam suspensi hingga semua campuran
terlarut.

Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 1 hari dalam
lingkungan inert.
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e.

Setelah bereaksi selama 1 hari, tambahkan air
sebanyak 5 mL ke dalam campuran untuk
menghentikan reaksi.

Pindahkan campuran ke dalam corong pisah
dan tambahkan DCM baru sebanyak 5 mL lalu
lakukan ekstraksi sebanyak 4 x 5 mL DCM.
Bebas-air-kan produk pada pelarut organik
dengan menggunakan MgSOs  anhidrat
berlebih.

Saring dan uapkan pelarut organik dengan
evaporator.

Tambahkan dietil eter ke dalam residu
selanjutnya sonikasi selama 5 menit hingga
produk tersuspensikan ke dalam dietil eter.
Sentrifugasi campuran tersebut hingga pelarut
dan endapan terpisah, setelah pelarut dibuang
dilakukan lagi hal yang sama sebanyak 2 kali.
Bebaskan produk dari pelarut dalam
desikator bertekanan.

Analisis produk dengan menggunakan ESI-
MS dan TH-NMR.

Karakterisasi:

Bentuk: Padatan berwarna kuning muda
TH-NMR data (400 Mhz, DMSO de): 6 1,21 - 1,30
(m, 6H), 4,03 - 4,28 (m, 4H), 4,38 - 4,45 (m, 3H),
7,20 - 7,94 (m, 15H), 8,15 - 8,24 (m, 3H), 9,80 - 9,89
(m, 1H).

ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 653,3; [M+Na]*
m/z = 675,2; [M+K]* m/z = 691,2; dengan hasil
perhitungan untuk CssH33N1Oy adalah 653,2.



Sintesis Senyawa Osimertinib Teriodinasi, Linker, cRGDfK, dan PDC [a7

C. Sintesis Peptida cR(Pbf)GD(OtBu)fK

Sintesis senyawa  peptida, cR(Pbf)GD(OtBu)fK,
dilakukan dengan metode SPPS (solid phase peptide synthesis).
Sintesis ini dimulai dari gugus karboksilat yang dilindungi
dengan resin-klorida berakhir di gugus amin asam amino.
Langkah penyiapannya sebagaimana tersaji pada Gambar
4.5 skema sintesis peptida cR(Pbf)GD(OtBu)fK. Peptida ini
dalam PDC berfungsi sebagai pembawa Osimertinib ke
target molekul dalam hal ini sel kanker.

R(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc)  Hn NH y
0=38=0
‘,—Z/ !2 j% _g ,z j%
o NH o NH
HN’(
H HN U hm <—

NH - HN H - HN
i H
N o

HoN HN

0o
cR(Pbf)GD(OtBu)fK ,[) cR(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc)

Gambar 4.5 Skema sintesis peptida cR(Pbf)GD(OtBu)fK. (a)
(i) Fmoc-Gly-OH, DIPEA, DCM; (ii) piperidin
20% dalam DMF; (iii) Fmoc-Arg(Pbf)-OH atau
Fmoc-Asp(OtBu)-OH atau Fmoc-D-Phe-OH
atau Fmoc-Lys(Alloc)-OH, HOBt, DIPCI, DMF;
(iv) 20% piperidin/DMEF; (b) 30% HFIP/DCM;
(c DPPA, NaHCOs, DMF; (d) Pd(PPhs)s,
fenilsilan, DMF
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1. Sintesis linear R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)

\i
;j\g(l;}g Ny jj\gﬁ;}[(tnwo Q= HNNL

HN NH
=0

HN NH

R(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc)

Produk : Peptida linear R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)

Reaktan : Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-D-Phe-OH, Fmoc-
Lys(Alloc)-OH, resin-2-klorotritil

Reagen  :DIPEA, 20%  piperidin/DMF, N,N'-
Diisopropylcarbodiimide (DIPCI),
Hydroxybenzotriazole (HOBt),

Pelarut : DMF, DCM.

Prosedur

a. Masukkan resin-2-klorida (62,2 mg; 0,1 mmol; 1,0
eq) dan Fmoc-Gly-OH (119 mg; 0,4 mmol; 4,0 eq)
ke dalam wadah sintesis peptida.

b. Tambahkan DCM sebanyak 0,8 mL diikuti dengan
penambahan DIPEA sebanyak 19 pL.

c. Setelah pengadukan konstan selama 15 menit,
tambahkan DIPEA sebanyak 38 pL ke dalam
campuran tersebut.

d. Lanjutkan pengadukan konstan pada suhu kamar
selama 2 jam.

e. Setelah 2 jam bereaksi, pelarut DCM dihilangkan
dari campuran digantikan dengan pelarut MeOH
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sebanyak 2 mlL, diikuti dengan pengadukan
konstan selama 30 menit.

Hilangkan pelarut MeOH dari campuran reaksi,
lalu cuci campuran reaksi dengan DMF hingga
semua reagen dan reaktan yang tidak ikut
bereaksi keluar dari campuran reaksi tersebut.
Lakukan Kaiser Test. Masukkan sejumlah kecil
Fmoc-Gly-resin ke dalam Eppendorf® yang berisi
50 pL campuran 80% fenol dalam etanol, kalium
sianida (KCN) dalam air, dan 6% ninhidrin dalam
etanol. Panaskan campuran tersebut pada suhu
100°C selama 5 menit. Pada uji ini larutan tidak
berubah menjadi warna biru tua karena tidak
terdapat amin primer.

Tambahkan 20% piperidin dalam DMF sebanyak
4 mL ke dalam campuran (f) lalu lakukan
pengadukan konstan selama 10 menit.

Hilangkan pelarut dari campuran tersebut lalu
cuci dengan DMF hingga semua reagen dan
reaktan yang tidak ikut bereaksi keluar dari
campuran reaksi tersebut.

Lakukan Kaiser test, sebagaimana yang dijelaskan
pada point (g). Pada saat ini terjadi perubahan
warna menjadi biru tua setelah pemanasan
dikarenakan gugus pelindung amin, Fmoc, telah
dihilangkan dengan menggunakan 20% piperidin
dalam DMF.

Masukkan Fmoc-Arg(Pbf)-OH (162 mg; 0,25
mmol; 2,5 eq), HOBt (38,2 mg; 0,25 mmol; 2,5 eq),
DIPCI (39 uL; 0,25 mmol; 2,5 eq), dan 0,8 mL DMF
ke dalam tabung reaksi yang berisi NH>-Gly-resin.
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L.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu kamar
selama 2 jam.

Setelah DMF dihilangkan dari campuran reaksi dan
dilakukan pencucian dengan menggunakan pelarut
DMF yang baru selanjutnya dilakukan Kaiser test
sebagaimana yang dijelaskan pada point (g).

Note: tidak terjadi perubahan warna dari larutan uji
Tambahkan 20% piperidin dalam DMF sebanyak
4 mL ke dalam campuran (f) lalu lakukan
pengadukan konstan selama 10 menit.

Hilangkan pelarut dari campuran tersebut lalu
cuci dengan DMF hingga semua reagen dan
reaktan yang tidak ikut bereaksi keluar dari
campuran reaksi tersebut.

Lakukan Kaiser test kembali.

Note: terjadi perubahan warna dari larutan uji
menjadi biru tua karena adanya amin primer.
Ulangi langkah (k) sampai (p) dengan
menggantikan Fmoc-Arg(Pbf)-OH dengan asam
amino berikut berturut-turut Fmoc-Lys(Alloc)-OH
(113 mg; 0,25 mmol; 2,5 eq), Fmoc-D-Phe-OH (97
mg; 0,25 mmol; 2,5 eq), dan Fmoc-Asp(OtBu)-OH
(103 mg; 0,25 mmol; 2,5 eq) hingga diperoleh
produk peptida linear R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)
yang terikat pada resin.

Cuci campuran peptida linear
R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)-resin menggunakan
DCM.

Bebaskan ~ campuran dari pelarut dengan
menggunakan pompa vakum bertekanan selama 30
menit.



Sintesis Senyawa Osimertinib Teriodinasi, Linker, cRGDfK, dan PDC |61

p. Tambahkan 30% heksafloroisopropanol (HFIP)
dalam DCM ke dalam peptida tersebut lalu
reaksikan selama 5 menit pada suhu kamar
(ditandai dengan terbentuknya warna merah pada

campuran).

q. Saring produk yang terlarut dan cuci residu
dengan DCM.

r. Uapkan pelarut dari peptida linear
R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc) menggunakan
evaporator.

s. Gunakan produk untuk reaksi selanjutnya tanpa
pemurnian.

2. Sintesis cR(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)

r.

cR(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc) R(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc)

Produk  :cR(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)

Reaktan : peptida linear R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)
Reagen  : Difenil fosforil azide (DPPA), NaHCOs
Pelarut : DMF
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Prosedur

a. Larutkan peptida linear R(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)
(0,1 mmol; 1,0 eq) dalam DMF sebanyak 20 mL
lalu tambahkan DPPA (3,0 eq) dan NaHCOs (5,0
eq).

b. Reaksikan campuran pada suhu kamar dengan
pengadukan konstan.

c. Setelah 24 jam, saring produk reaksi untuk
memisahkan NaHCO; dari campuran.

d. uapkan filtrat menggunakan evaporator

e. Bebas-pelarut-kan sampel dengan menggunakan
vakum bertekanan untuk mendapatkan produk
cR(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc).

f.  Gunakan produk untuk reaksi selanjutnya tanpa
pemurnian.

3. Sintesis cR(Pbf)DG(OtBu)fK

o
o
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cR(Pbf)GD(OtBu)fK /,) cR(Pbf)GD(OtBu)fK(Alloc)

Produk  :cR(Pbf)DG(OtBu)fK
Reaktan :cR(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc)
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Reagen  : Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)

(Pd(PPhs)s), asam  asetat (AcOH),
morpholin

Pelarut : kloroform

Prosedur

a.

Larutkan cR(Pbf)DG(OtBu)fK(Alloc) (0,1 mmol;

1,0 eq) dalam campuran CHCls:AcOH:morpholin

(37:2:1) sebanyak 8 mL.

Tambahkan Pd(PPhs)s (578 mg; 0,5 mmol; 5,0 eq)

kedalam campuran tersebut.

Reaksikan campuran pada suhu kamar dengan

pengadukan konstan dalam lingkungan bebas air

dan udara (inert) dan terlindung dari cahaya.

Setelah 2 jam, pisahkan Pd(PPhs)s dari campuran

reaksi dengan penyaringan menggunakan celite®.

Konsentratkan produk dengan menggunakan

evaporator.

Murnikan cR(Pbf)DG(OtBu)fK dengan RP-HPLC

dengan sistem:

Kolom : 5C15-AR-II (10 ID x 250 mm)

Fase gerak : 55-75% (0 - 20 menit) MeOH
dalam air mengandung 0,1% TFA

Laju alir : 4,0 mL/menit

Temperatur :40°C

Waktu tambat: 9,28 menit

Konsentratkan hasil isolat dengan evaporator dan

liofilisasi produk semalaman hingga terbentuk

produk padatan berwarna kuning muda.
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Karakterisasi:
Bentuk: Padatan berwarna kuning muda
ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 912,5; dengan hasil
perhitungan untuk CaHesN9oO10S adalah 912,5.

D. Sintesis Osimertinib Teriodinasi-linker-cRGD
Langkah dalam mensintesis senyawa PDC, cRGD-
linker-Osimertinib  teriodinasi, yang diuraikan dalam
monograf ini ada tiga, yaitu sintesis cRGD-Val-Cit-
Osimertinib teriodinasi, cRGD-Val-Ala-Osimertinib
teriodinasi, dan cRGD-Ala-Ala-Osimertinib teriodinasi.
Adapun tahapan secara umum adalah pertama-tama
Osimertinib teriodinasi dikonjugasikan dengan linker, Fmoc-
Val-Cit-PABC-PNP, Fmoc-Val-Ala-PABC-PNP, atau Fmoc-
Ala-Ala-PABC-PNP. Langkah ini diikuti dengan pemutusan
gugus pelindung Fmoc dengan menggunakan 20% piperidin
dalam DMEF. Selanjutnya produk tersebut direaksikan
dengan glutaric anhidrat dalam DMF yang dikuti dengan
cRGDAK terproteksi gugus pelindung. Pembebasan PDC dari
gugus pelindung dilakukan dengan menggunakan
TFA:TIS:H20O (95:2,5:2,5). Skema sintesis PDC tersebut terurai
dalam skema sintesis penyiapan PDC.
1. Sintesis cRGD-Val-Cit-Osimertinib teriodinasi

cRGD-Val-Cit-Osimertinib teriodinas

Produk : c RGD-Val-Cit-Osimertinib teriodinasi
Reaktan : Osimertinib teriodinasi (D4), glutaric
anhidrat
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Reagen  : DIPEA,  20% piperidin/ DMF, (1-

[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate) (HATU)

Pelarut : DMF
Prosedur

a.

Larutkan Osimertinib teriodinasi (D4) (10 mg; 16,4
pumol; 1,1 eq) dalam DMF anhidrat sebanyak 2 mL.
Masukkan Fmoc-Val-Cit-PABC-PNP (11,4 mg;
14,9 pmol; 1,0 eq) dan DIPEA (4,6 pL, 24,6 mmol;
1,5 eq) ke dalam larutan tersebut.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.

Setelah campuran bereaksi sempurna, tambahkan
EtOAc sebanyak 30 mL, lalu cuci berturut-turut
dengan larutan kalium hidrogen sulfat 1 M (2 x 15
mL), larutan jenuh NaHCO; (2 x 15 mL), dan
larutan jenuh NaCl (1 x 15 mL).

Bebas-air-kan produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan magnesium sulfat (MgSOx)
anhidrat berlebih.

Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.239/4;
dengan hasil perhitungan untuk CegHesIN1209
adalah 1.239,4.
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h.

Produk hasil purifikasi (g) (10 mg; 8 umol; 1,0 eq)
dilarutkan dengan 1 mL 20% piperidin dalam
DMF.

Lakukan pengadukan konstan pada suhu kamar
selama 2 jam untuk menghilangkan gugus Fmoc.
Konsentratkan produk dengan evaporator lalu
tritutasi dengan menggunakan dietil eter.

Analisis produk menggunakan ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.017,5;
dengan hasil perhitungan untuk CiHssIN1207
adalah 1.017,4.

Produk (j) (8 mg; 8 umol; 1,0 eq) dan glutarik
anhidrat (1,8 mg; 16 pmol; 2,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).

Tambahkan DIPEA (2,8 puL; 16 pmol; 2,0 eq) ke
dalam campuran tersebut.

Setelah pengadukan konstan selama 2 jam pada
suhu kamar dalam lingkungan inert, selanjutnya
konsentratkan produk dengan evaporator.
Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.131,3;
dengan hasil perhitungan untuk Cs1HeIN12010
adalah 1.131,4.

Produk (o) (6 mg; 53 umol; 1,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).

Tambahkan HATU (1,8 mg; 4,8 umol; 0,9 eq) dan
DIPEA (1,2 uL; 10,6 pmol; 2,0 eq)



Sintesis Senyawa Osimertinib Teriodinasi, Linker, cRGDfK, dan PDC |67

r. Reaksikan campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 30 menit dalam
lingkungan inert.

s. Tambahkan cR(Pbf)DG(OtBu)fK (4,8 mg; 5,3
umol; 1,0 eq) ke dalam campuran.

t. Lanjutkan pengadukan konstan pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.

u. Konsentratkan produk dengan evaporator.

v. Ke dalam konsentrat tersebut ditambahkan
campuran TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5) sebanyak 2
mL, lalu dilakukan pengadukan konstan pada
suhu kamar selama 2 jam. Setelah sampel bereaksi
sempurna pelarut dihilangkan dengan
menggunakan gas nitrogen berlebih.

w. Purifikasi produk dengan menggunakan RP-HPLC
dan analisis produk cRGD-Val-Cit-Osimertinib
teriodinasi dengan menggunakan ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.716,8;
dengan hasil perhitungan untuk CrsHi03IN21016
adalah 1.716,7.

2. Sintesis cRGD-Val-Ala-Osimertinib teriodinasi

CcRGD-Val-Ala-Osimertinib teriodinasi

Produk  :cRGD-Val-Ala-Osimertinib teriodinasi
Reaktan : Osimertinib teriodinasi (D4), glutaric
anhidrat
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Reagen  : DIPEA,  20% piperidin/ DMF, (1-

[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate) (HATU)

Pelarut : DMF
Prosedur

a.

Larutkan Osimertinib teriodinasi (D4) (10 mg; 16,2
pumol; 1,1 eq) dalam DMF anhidrat sebanyak 2 mL.
Masukkan Fmoc-Val-Ala-PABC-PNP (10 mg; 14,7
umol; 1,0 eq) dan DIPEA (4,1 pL, 22 umol; 1,5 eq)
ke dalam larutan tersebut.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.

Setelah campuran bereaksi sempurna, tambahkan
EtOAc sebanyak 30 mL, lalu cuci berturut-turut
dengan larutan kalium hidrogen sulfat 1 M (2 x 15
mL), larutan jenuh NaHCO; (2 x 15 mL), dan
larutan jenuh NaCl (1 x 15 mL).

Bebas-air-kan produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan magnesium sulfat (MgSOx)
anhidrat berlebih.

Saring dan wuapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.153/4;
dengan hasil perhitungan untuk CssHeIN10Os
adalah 1.153,4.

Produk hasil purifikasi (g) (9,2 mg; 8 umol; 1,0 eq)
dilarutkan dengan 1 mL 20% piperidin dalam DMF.
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Lakukan pengadukan konstan pada suhu kamar
selama 2 jam untuk menghilangkan gugus Fmoc.
Konsentratkan produk dengan evaporator lalu
tritutasi dengan menggunakan dietil eter.
Analisis produk menggunakan ESI-MS.
Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 9314;
dengan hasil perhitungan untuk Cis3Hs2IN100s
adalah 931,3.
Produk (j) (74 mg; 8 pmol; 1,0 eq) dan glutarik
anhidrat (1,8 mg; 16 pmol; 2,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).

. Tambahkan DIPEA (2,8 uL; 16 umol; 2,0 eq) ke
dalam campuran tersebut.
Setelah pengadukan konstan selama 2 jam pada
suhu kamar dalam lingkungan inert, selanjutnya
konsentratkan produk dengan evaporator.
Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.
Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.045,3;
dengan hasil perhitungan untuk CasHssIN10O9
adalah 1.045,3
Produk (o) (5,2 mg; 50 pumol; 1,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).
Tambahkan HATU (1,7 mg; 4,5 pmol; 0,9 eq) dan
DIPEA (1 uL; 9,0 umol; 2,0 eq)
Reaksikan ~ campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 30 menit dalam
lingkungan inert.
Tambahkan cR(Pbf)DG(OtBu)fK (4,5 mg; 5,0
umol; 1,0 eq) ke dalam campuran.
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t. Lanjutkan pengadukan konstan pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.

u. Konsentratkan produk dengan evaporator.

v. Ke dalam konsentrat tersebut ditambahkan
campuran TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5) sebanyak 2
mlL, lalu dilakukan pengadukan konstan pada
suhu kamar selama 2 jam. Setelah sampel bereaksi
sempurna pelarut dihilangkan dengan
menggunakan gas nitrogen berlebih.

w. Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk cRGD-Val-Ala-
Osimertinib teriodinasi dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.630,8;
dengan hasil perhitungan untuk CzsHo7IN19015
adalah 1.630,7.

3. Sintesis cRGD-Ala-Ala-Osimertinib teriodinasi
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o r A | 1
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cRGD-Ala-Ala-Osimertinib teriodinasi

Produk : cCRGD-Ala-Ala-Osimertinib teriodinasi

Reaktan : Osimertinib teriodinasi (D4), glutaric
anhidrat

Reagen  :DIPEA,  20% piperidin/ DMF, (1-
[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate) (HATU)

Pelarut : DMF
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Prosedur

a.

Larutkan Osimertinib teriodinasi (D4) (10,4 mg;
16,9 pmol; 1,1 eq) dalam DMF anhidrat sebanyak 2
mL.

Masukkan Fmoc-Ala-Ala-PABC-PNP (10 mg; 15,4
pmol; 1,0 eq) dan DIPEA (4,3 nL, 23,1 pmol; 1,5 eq)
ke dalam larutan tersebut.

Reaksikan campuran tersebut pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.

Setelah campuran bereaksi sempurna, tambahkan
EtOAc sebanyak 30 mL, lalu cuci berturut-turut
dengan larutan kalium hidrogen sulfat 1 M (2 x 15
mL), larutan jenuh NaHCO; (2 x 15 mL), dan
larutan jenuh NaCl (1 x 15 mL).

Bebas-air-kan produk dalam pelarut organik
dengan menggunakan magnesium sulfat (MgSOx)
anhidrat berlebih.

Saring dan uapkan pelarut organik dengan
menggunakan evaporator.

Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.1254;
dengan hasil perhitungan untuk CssHssIN10Os
adalah 1.125,4.

Produk hasil purifikasi (g) (7,1 mg; 8 pmol; 1,0 eq)
dilarutkan dengan 1 mL 20% piperidin dalam
DMF.

Lakukan pengadukan konstan pada suhu kamar
selama 2 jam untuk menghilangkan gugus Fmoc.
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j-

k.

Konsentratkan produk dengan evaporator lalu
tritutasi dengan menggunakan dietil eter.

Analisis produk menggunakan ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 903,3;
dengan hasil perhitungan untuk Cs1HssIN10Os
adalah 903,3.

Produk (j) (7,2 mg; 8,0 umol; 1,0 eq) dan glutarik
anhidrat (1,8 mg; 16,0 pmol; 2,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).

Tambahkan DIPEA (2,8 uL; 16,0 pmol; 2,0 eq) ke
dalam campuran tersebut.

Setelah pengadukan konstan selama 2 jam pada
suhu kamar dalam lingkungan inert, selanjutnya
konsentratkan produk dengan evaporator.
Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.017/4;
dengan hasil perhitungan untuk CasHs4IN1009
adalah 1.017,3

Produk (o) (5,0 mg; 50 umol; 1,0 eq) dilarutkan
dengan DMF anhidrat (1 mL).

Tambahkan HATU (1,7 mg; 4,5 pmol; 0,9 eq) dan
DIPEA (1,0 nL; 9,0 pmol; 2,0 eq)

Reaksikan ~ campuran dengan pengadukan
konstan pada suhu kamar selama 30 menit dalam
lingkungan inert.

Tambahkan cR(Pbf)DG(OtBu)fK (4,5 mg; 5,0
pumol; 1,0 eq) ke dalam campuran.

Lanjutkan pengadukan konstan pada suhu kamar
semalaman dalam lingkungan inert.
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Konsentratkan produk dengan evaporator.

Ke dalam konsentrat tersebut ditambahkan
campuran TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5) sebanyak 2
mlL, lalu dilakukan pengadukan konstan pada
suhu kamar selama 2 jam. Setelah sampel bereaksi
sempurna pelarut dihilangkan dengan
menggunakan gas nitrogen berlebih.

. Purifikasi produk dengan menggunakan RP-
HPLC dan analisis produk cRGD-Ala-Ala-
Osimertinib teriodinasi dengan menggunakan
ESI-MS.

Note: ESI-MS (LRMS): [M+H]* m/z = 1.602,7;
dengan hasil perhitungan untuk CzzHoIN19015
adalah 1.602,6.

~ 000
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KESIMPULAN

Berdasarkan data yang kami paparkan dan bahas
dalam monograf ini maka kami menyimpulkan bahwa:

1. Sebanyak tiga kandidat agen pengobatan kanker paru

PDC (cRGD-linker-Osimertinib teriodinasi) telah berhasil

didesain.
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Ketiga PDC tersebut disintesis yang terbagi dalam empat
bagian, yaitu sintesis Osimertinib teriodinasi, sintesis
linker, sintesis cRGD (dengan gugus pelindung), dan
mengkonjugasikan ketiganya dengan menggunakan
reagen tertentu yang diawali dengan penggabungan
Osimertinib teriodinasi dengan linker lalu dengan cRGD
untuk membentuk PDC (cRGD-linker-Osimertinib
teriodinasi).

~r 00
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Sintesis Senyawa Osimertinib
Teriodinasi Terkonjugasi Peptida (POC)
sebagai Kandidat Agen Terapi Kanker Paru Tipe NSCLC

Yanker paru sampai saat ini tetap menjadi penyebab kematian terbanyak bagi penderitanya
bukan hanya di Indonesia bahkan di dunia berdasarkan data daya yang di-release Globocon
2020. Penyebab utama dari besarnya angka kematian akibet kanker parv adaloh karena
seringnya pasien terdeteksi pada stadium akhir di mana sel kanker sudah mengalami metastatis
sehingga pengobatan menjadi kurang efektif dan efisien dan tentunya akan lebih kompleks. Hal
lainnya adalah terbatasnya jenis terapi dan mahalnya biaya diagnosa biomarker dan
pengobatan kanker paru utamanya di Indonesia.

Kami mengembangkan PDC (peptide-drug conjugatfe) yang uraian mendetail tentang sintesisnya
dijabarkan dalam monograf ini. PDC terbukti dapat memperbaiki farmakokinetik dari senyawa
sitotoksik (obat) dan meminimalkan efek sampingnya sehingga dapat menjadi sebagai agen
terapi baru bagi penderita kanker paru. PDC saat ini sedang berkembang di dunia kesehatan
terutama untuk tujuan diagnosa dan terapi penyakit, yang diadopsi dari ADC (antibody-drug
conjugate) yang beberapa di antaranya telah mendapatkan approval dari FDA (Food and Drug
Administrafion) sebagai lembaga resmi di Amerika Serikat. Dalam monograf ini kami
menguraikan metode sintesis cRGD-Osimertinib conjugate sebagai bentuk PDC. Osimertinib
sebagai drug generasi ketiga yang telah mendapatkan approval dari FDA sejak 2022 untuk
mengobati kanker paru tipe NSCLC dan cRGD merupakan salah satu homing peptide yang dapat
menjadi pembawa beberapa molekul obat maupun radionuklida dan sudah terbukti mampu
terakumulasi di kanker sebagai organ target diagnosa maupun terapi. Buku ini tersaji dalam
lima bab, yaitu pendahuluan (bab 1), diikuti tentang uvraian kanker paru di bab 2, penjelasan
tentang peptide-drug conjugate (PDC) terurai di bab 3, sedangkan metode sintesis Osimertinib
teriodinasi, linker, dan cRGDfK dijelaskan secara terperinci di bab 4 termasuk hasil andlisisnya
dengan menggunakan ESI-MS dan H-NMR, dan terakhir bab 5 berisi kesimpulan.

Minimnya monograf ataupun buku ajar yang menjelaskan tentang metode sintesis senyawa kimia
obat maupun non-obat yang ditulis oleh peneliti Indonesia mendorong kami menulis monograf
ini. Sehingga dengan diterbitkannya monograf ini diharapkan dapat menjadi motivasi positif
bagi mohasiswa maupun insan peneliti Indonesia dalam mengembangkan senyawa-senyawa
kandidat agen diagnosa dan terapi penyakit dalom rangka membantu program pemerintah
mewujudkan kemandirian industri obat dan alat kesehatan di Indonesia. Semoga monograf ini
bermanfaat untuk kemaslahatan kita semua.
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