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1. UVOD

Kojinska kiselina (5-hidroksi-2-hidroksimetil-4-piron, C¢H¢O4) je organski spoj koji pripada
skupini hidroksipiranona. Hidroksipiranoni su heterocikli¢ki spojevi koji unutar prstena sadrze
atom kisika, a uz kojinsku kiselinu, maltol je jedan od njihovih najznacajnijih predstavnika [1].
Kojinska kiselina je slaba organska kiselina koja se naj¢es¢e dobiva fermentacijom ugljikohidrata
pomocu gljivica iz roda Aspergillus, Acetobacter 1 Penicillum, a pri sobnoj temperaturi nalazi se u
obliku bijelih do svijetlozutih igli¢astih kristala [2]. Budu¢i da molekule hidroksipiranona
podlijezu brojnim strukturnim modifikacijama postoji znacajan broj njihovih derivata, a kao
najznacajniji derivati kojinske kiseline izdvajaju se: dipalmitat kojinske kiseline, monooleat
kojinske kiseline i klorkojinska kiselina. Bioloska aktivnost derivata kojinske kiseline, u vecini je
sluc¢ajeva, znacajnija nego bioloska aktivnost slobodne kojinske kiseline, a ¢emu je jedan od
mogucih razloga veca termodinamicka stabilnost modificiranih molekula. Zbog svoje bioloske
aktivnosti, kako derivati, tako i slobodna kojinska kiselina znacajnu primjenu nalaze u
prehrambenoj industriji, medicini, farmaciji, kemijskoj industriji, ali i u kozmetickoj industriji u
proizvodima za izbjeljivanje koZe i sredstvima za depigmentaciju [3,4].

Cilj istrazivanja je predstaviti najznacajnije rezultate, dostupne u relevantnoj literaturi, o pripravi i
bioloSkim ucincima slobodne kojinske kiseline 1 njenih derivata kao temelja za dizajn 1 istrazivanje

novih bioloski aktivnih molekula.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Hidroksipiranoni — op¢éenite znacajke i dobivanje

Hidroksipiranoni pripadaju grupi heterociklickih spojeva koji sadrze atom kisika unutar strukture,
a na prstenu, kao supstituente, najées¢e imaju vezanu karbonilnu (C=0) i hidroksilnu (—OH)
skupinu. Najvazniji predstavnici spomenute skupine spojeva su: 3-hidroksi-2-metilpiran-4-on,
poznatiji kao maltol (slika 1.a) i 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on, odnosno, kojinska kiselina

(slika 1.b) [5].

a) b)
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Slika 1. a) Strukturna formula maltola (3-hidroksi-2-metilpiran-4-on) i b) kojisnke kiseline (5-

hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on).

Hidroksipiranone je moguce dobiti iz prirodnih izvora (najcesce su to gljivice iz rodova Aspergillus
i Penicillium). U laboratorijskim uvjetima naj¢eSce se pripravljaju modifikacijom 3-hidroksi-4H-
piridinona (heterociklic¢ki spojevi s dusikovim atomom unutar prstena). Hidroksipiranoni se vrlo
lako modificiraju $to omogucava velik broj strukturno razli¢itih derivata [6]. Shematski prikaz
mogucih reaktivnih centara kao potencijalnih mjesta za modifikaciju hidroksipiranona nalazi se na

slici 2.



OH
R? Y R
NAZIV SPOJA X Y R! R?
Maltol O O CHs H
Etilmaltol O O C,H;s H
Alomaltol 0) 0) H CHs
Piromekonska Kiselina O O H H
Kojinska kiselina O (0] H CH,OH
Tiomaltol S O CH; H
Tioetilmaltol S O H CHs
Tiopiromekonska S o H H
kiselina
Deferipron 0) NCH; CH; H

Slika 2. Shema: Potencijalna mjesta modifikacije i vezanja supstituenata za dobivanje 3-hidroksi-

4(1H)-(tio)-pir(idin)ona (derivata hidroksipiranona). Preuzeto i prilagodeno: [6].

Najreaktivnije pozicije u strukturi hidroksipiranona pripadaju atomima C-2 i C-6 budu¢i da su to
pozicije na kojima se provodi aldolna kondenzacija i Mannichova reakcija. Jo§ jedna vaZna reakcija
za spomenutu grupu spojeva je i Suzukijeva reakcija koju karakterizira uvodenje aromatskih
sustava na piranone [6]. U navedenoj reakciji arilborne kiseline reagiraju s 2-brom-3-hidroksipiran-
4-onima uz prisutnost tetrakis(trifenilfosfin) paladija(0) (Pd(Ph)4) koji ima ulogu katalizatora.
Osim polozaja C-2 i C-6, polozaj C-5, takoder moze posluziti kao mjesto odvijanja reakcija koje
dovode do strukturne modifikacije/transformacije molekula. Kada se radi o supstituiranom
aromatskom sustavu (npr. ukoliko aromatski sustav na poziciji C-2 sadrzi alifatski ogranak kao §to
je sluc¢aj s maltolom (metilna skupina), idu¢e mjesto za odvijanje reakcije je pozicija C-5 i to je
pogodno mjesto za Mannichovu reakciju [6] (slika 3). Hidroksipiranoni se mogu koristiti i za

sintezu analognih hidroksipiridinona reakcijom s primarnim aminima ili amonijakom (kisikov



atom se zamjenjuje duSikovim atomom = konverzija hidroksipiranona u hidroksipiridinone).
Primjer za navedeno je reakcija maltola s aromatskim aminima koja se odvija u autoklavu pri
povisenoj temperaturi (izmedu 100 °C i 200 °C) i tlaku od 1 do 15 bara uz kiseli ili bazi¢ni
katalizator [7]. Opisane reakcije su problemati¢ne svojim prinosima i vremenom odvijanja, ali se
mogu ubrzati dodatkom katalizatora. Najcesce se kao katalizator koristi p-toluensulfonska kiselina

(C7Hs0s3S) koja ubrzava reakciju i do 50 % [6].

OH

POZICIJA VRSTA REAKCIJA
1 Priprava piridinona, koordinacija metalnih iona
Mannichova reakcija, aldolna kondenzacija,
reakcija kopulacije!
Koordinacija metalnih iona

Koordinacija metalnih iona, tioniranje, seleniranje

wm A W N

Mannichova reakcija, reakcija kopulacije

Slika 3. Shema: Potencijalna mjesta za strukturne modifikacije 3-hidroksipiran-4-ona. Preuzeto i

prilagodeno: [6].

Osim navedenih reakcija, kojinska kiselina ima sposobnost keliranja metalnih kationa (pozicije za
koordinaciju: 1, 3, 4 — vidjeti Sliku 3). Kisikovi atomi kojinske kiseline mogu donirati po dva
elektronska para i na taj naCin tvoriti vezu, naj¢esce, s dvovalentnim metalnim ionima kao §to su
Cu®*, Ni?*, Ca®*. Osim s dvovalentnim metalima, hidroksipiranoni mogu tvoriti i neutralne fris-
kompleksne spojeve s trovalentnim metalima kao $to su Fe** ili AI’*. Metalni kompleksi s
hidroksipiranonima ¢esto sluze za transport i otpuStanje metalnih iona u organizmu zbog slabijeg

bidentantnog vezanja od spojeva sli¢nih struktura, npr. piridinona koji imaju ve¢i afinitet prema

! Kopulacija — reakcija aromatskih diazonijevih soli s fenolima ili aromatskim aminima.



metalnim ionima zbog ¢ega su, u pravilu, stabilniji. Danas je poznato mnogo spojeva s piranonima
koji su svoju primjenu nasli u medicini. Najcesce je rije¢ o kompleksima Zeljezovih(IIl) iona s
hidroksipiranonima. Kompleksi su najceS¢e neutralni pa putem pasivne difuzije prolaze kroz
stanicnu membranu kako bi dosli do ciljane bioloSke mete. Pasivna difuzija proces je kretanja iona
ili molekula kroz polupropusnu membranu niz koncentracijski gradijent (slika 4), odnosno
prelazak molekula iz podru¢ja vise koncentracije u podrucje nize koncentracije, sve dok se
koncentracije medusobno ne izjednace. Opisani proces se odvija bez utroska energije, a sama

brzina difuzije ovisi o veli¢ini molekula, temperaturi, koncentraciji i propusnosti membrane [7,8].

@
<
&
[¢]
©
Viza Nifa
Lkoncentracija Loncentracija

Slika 4. Difuzija kroz polupropusnu membranu. Preuzeto i prilagodeno: [8].

2.1.2. Strukturne znacajke kojinske kiseline

Kojinska kiselina je slaba organska kiselina koja nepotpuno disocira u vodi (pKa = 7,66). Ono §to
kojinsku kiselinu strukturno izdvaja od drugih hidroksipiranona jest posjedovanje dodatne
hidroksimetilne skupine na polozaju C-2 koja predstavlja joS jedan reakcijski centar. Kao §to je
ranije navedeno, supstituenti na kojinskoj kiselini su naj¢es¢e hidroksilne —OH ili karboksilne
skupine —COOH. Uslijed prisustva lako disociraju¢eg protona iz —OH skupine, pogoduje im
stvaranje neutralnih, termodinamicki stabilnih kompleksa s metalnim ionima unutar fizioloskog
pH (7,45 -7,55) [8-13].

Razumijevanje strukturnih karakteristika spoja, klju¢no je za precizno utvrdivanje fizikalno-

kemijskih svojstava u koje se ubraja i lipofilnost. Lipofilnost je sposobnost tvari da se otapaju u
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nepolarnim (organskim) otapalima. Izrazava se koeficijentom raspodjele (logP) koji se definira kao
mjera ravnoteze hidrofobnosti (lipofilnosti) i hidrofilnosti molekule, tj. predstavlja logaritam

omjera koncentracije spoja u dvije faze koje se ne mijeSaju (najces¢e koriStene faze su: n-
oktanol/voda). Kojinska kiselina ima nizak koeficijent raspodjele logP u iznosu od —0,64 §to znaci

da je hidrofilna (logP < 1 — hidrofilne molekule) i sklonija otapanju u vodenim sustavima [14]. Sto
se tice topljivosti kojinske kiseline, dobro se otapa u vodi, etanolu, acetonu i djelomi¢no benzenu.

Polarna je molekula stoga prati princip otapanja sli¢noga u slicnome.

2.2. Metode priprave i izolacije kojinske kiseline

Kojinska kiselina se naj¢es¢e dobiva fermentacijom gljivica roda Aspergillus, posebice Aspergillus
oryzae i Penicillium te biosintezom iz ugljikohidrata, najces¢e glukoze [15]. Jedan od najranije
poznatih oblika fermentacije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-State Fermentation, SSF) je ,,koji*“proces,
ujedno i proces s pomocu kojega je prvi put izolirana kojinska kiselina. Prvi je kojinsku kiselinu
ovim procesom izolirao K. Saito 1907. godine. Saito je postupak izolacije opisao po koracima.
Prvo se odvija kultivacija rize kuhane na pari s A. oryzae te se u tome procesu masa pocela
pretvarati u kiselu tekucinu §to je ispitano lakmus papirom. Njezina svojstva ispitana su vodenom
otopinom Zeljezova(Ill) klorida Sto je rezultiralo nastajanjem spoja crvene boje. Dobivena je
tekuc€ina ostavljena stajati te je nakon par tjedana boja iz crvene presla u blago ruzicastu. Tekucina
se filtrirala i uparila do guste konzistencije. Uslijedila je ekstrakcija s eterom, a isparavanjem
ekstrakta dobivena je odredena koli¢ina kristala bijele boje 1 igli¢astog oblika kojima nije mogao
odrediti taliSte zbog prisutnosti necistoca [16]. Necisto¢e koje su prisutne u uzorku kojem se
odreduje temperatura taljenja narusSavaju kristalnu strukturu uzorka i daju netoCne rezultate.
Proucavaju¢i dobivene rezultate Saito je zakljuCio da izolirana tvar nije do sada zabiljezena, a
istrazivanje je nastavio Teijiro Yabata. Yabata je uspio izolirati kojinsku kiselinu uz ekstrakciju s
eterom u Soxletovom aparatu i tretmanom s petroleterom. Nakon toga, kiselina je otopljena u vodi,
uklonjeni su ioni Zeljeza 1 dobiveni su kristali kojinske kiseline [16]. Danas se kojinska kiselina
dobiva procesom fermentacije ugljikohidrata, najces¢e glukoze, zbog strukturne sli¢nosti

piranoznog prstena glukoze i piranonskog prstena kojinske kiseline. Mehanizam procesa jo$ uvijek



nije razjaSnjen u potpunosti, no na temelju istrazivanja Bentleya i Arnesteina poznato je da se
kojinska kiselina moZe sintetizirati izravno iz glukoze [16].

Postoje izvori koji tvrde da je moguca biosinteza i iz nekih drugih izvora ugljika (reducirajuci Seceri
i njihove kiseline, alkoholi i polisaharidi) u aerobnim uvjetima uz prisutnost mikroorganizama kao
Sto su gljivice. Literaturno nisu opisane mnoge metode izolacije, ali se spominju metode
odredivanja koncentracije kojinske kiseline, kao $to je dodatak alkalne otopine jodida u
metabolicku otopinu glukoze (gljivica A. parasiticus) ¢ime dolazi do oksidacije glukoze 1

oslobadanja mirisa jodoforma [16].

2.3. Karakteristi¢ne reakcije kojinske kiseline

Hidroksimetilna skupina kojinske kiseline (nalazi se na atomu C-2) sudjeluje u reakcijama
karakteristiénim za primarne alkohole. Posjeduje kiseli karakter, moZe tvoriti vodikove veze i
reagirati s razli¢itim elektrofilima. Kao produkti tih reakcija nastaju eteri i esteri. Koji produkt ¢e
nastati, ovisi o vrsti i koli¢ini reagenasa i koriStene baze [17]. Sljedeca karakteristi¢na reakcija je
konverzija kojinske kiseline u klorkojinsku kiselinu u reakciji s tionil-kloridom (SOCL) ili
koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom (HCl) [17]. Osim spomenutih reakcija, kojinska kiselina
je podloZna reakcijama aldolne kondenzacije i Mannichove reakcije (u slu¢aju kada su polozaji C-
21 C-5 supstituirani), Claissenove pregradnje, reakcijama cikloadicije, Wittigove reakcije i reakcije
na karbonilnu skupinu [17]. Aldolna kondenzacija je reakcija kojom se stvara ugljik-ugljik veza
adiranjem enola na karbonilnu skupinu. Mannichovom reakcijom takoder dolazi do stvaranja
ugljik-ugljik veze uz nastanak sekundarnog amina [18]. Poprili¢no je lako izvediva i povoljna jer
je omoguceno selektivno stvaranje novih veza. Slicno ovim glavnim 1 najceS¢im reakcijama
kojinske kiseline, svim ostalim poznatim reakcijama se formiraju ugljik-ugljik veze Cime se
dobivaju derivati znacajne bioloSke aktivnosti. Claissenova pregradnja, zvana jos i Claissenova
kondenzacija, reakcija je sinteze PB-dikarbonilnih spojeva. Wittigova reakcija karakteristi¢na po
svojoj selektivnosti poloZaja formiranja dvostruke ugljik-ugljik veze [18]. Poznata je reakcija
oksidacije spomenute skupine u karboksilnu skupinu pod nazivom Jonesova reakcija (odvija se

pomocu Jonesovog reagensa).



2.3.1. Jonesova oksidacija

Jonesova oksidacija naziv je dobila po znanstveniku koji je otkrio jako oksidacijsko sredstvo, Sir
Ewart Rax Herbert Jones [6]. Otkri¢e ovoga oksidansa, Jonesovog reagensa, imalo je velik znacaj
za podrucje organske kemije jer je krom u ovome obliku ucinkovitiji i selektivniji od do tada
koriStenih oblika kao Sto su kalijev permanganat (KMnOy) i kromov(IV) oksid (Cr203). Jonesov
reagens je po kemijskom sastavu otopina kromovog(VI) oksida kemijske formule CrO3s, natrijeva
ili kalijeva dikromata (Na>Cr207 ili K2Cr207) u razrijedenoj sumpornoj kiselini (H2SO4) [17]. Ono
Sto je potaklo znanstvenike na istrazivanje ovakvoga tipa oksidansa jest potreba za reagensom koji
bi mogao oksidirati hidroksimetilnu skupinu 5-benzilkojinske kiseline sve do karboksilne skupine
koja bi sluzila kao prekursor za sintezu derivata 3-hidroksi-4-piranona.

Kao oksidans zapravo djeluje kromna kiselina (H2CrO4) koja se oslobada otapanjem kromova(VI)
oksida. Nastala kromna kiselina reagira s primarnim alkoholom oksidiraju¢i ga u aldehid. Potom
slijedi oksidacija aldehida u karboksilnu kiselinu. Sa sekundarnim alkoholima, Jonesov reagens
kao konac¢ni produkt daje keton (slike 5 i 6). Reakcija je popracena promjenom boje otopine iz

narancaste (krom(VI)) u zelenu (krom(II)) [17].
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Slika 5. Shema: Oksidacija primarnog alkohola Jonesovim reagensom. Preuzeto i prilagodeno:
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Slika 6. Shema: Oksidacija sekundarnog alkohola Jonesovim reagensom. Preuzeto i prilagodeno:

[19].



2.4. Derivati kojinske kiseline

Derivati kojinske kiseline dobivaju se modifikacijom reakcijskih centara ili drugih dijelova
molekule kojinske kiseline s ciljem poboljSanja fizikalno-kemijskih svojstava, kao i bioloske
aktivnosti. Poznati su mnogi derivati kojinske kiseline, a jedan od najpoznatijih 1 najjednostavnijih
je klorkojinska kiselina. Cesti su i esterski derivati kojinske kiseline, a od poznatijih u literaturi se
izdvajaju dipalmitat kojinske kiseline, monobutirat kojinske kiseline i oleat kojinske kiseline
[20,21]. Svoju primjenu su dipalmitat kojinske kiseline i monobutirat kojinske kiseline pronasli u
proizvodima za posvjetljivanje koZze te se kao takvi koriste u tretmanima protiv hiperpigmentacije.
U literaturi se spominje takoder i sol kojinske kiseline; fosfat, koriSten u kozmetici za
posvjetljivanje koze. Osnovni mehanizam depigmentacijske aktivnosti navedenih derivata
kojinske kiseline, kao i slobodne kojinske kiseline, temelji se na inhbiciji tirozinaze — glavnog
enzima u sintezi melanina. Melanin je pigment odgovaran za boju koze, o¢iju i kose. Tirozinaza
kao supstrat koristi ione bakra(Il) koji se nalaze u aktivnom mjestu enzima. Derivati kojinske
kiseline imaju sposobnost keliranja iona bakra, §to poti¢e tautomerizaciju dihidroksifenilalanina
(DOPA), glavnog prekursora u sintezi melanina, u 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilnu kiselinu. Na
taj nacin se transformira glavni prekusor u sintezi melanina pri ¢emu dolazi do njegove inhibicije
[22]. Uz navedeno, u literaturi se spominje 1 mehanizam depigmentacijskog djelovanja u kojem
sudjeluju slobodni radikali. Slobodni radikali su bitni ¢imbenici u sintezi melanina, a kako derivati
kojinske kiseline imaju jaku antioksidacijsku aktivnost, mogu neutralizirati slobodne radikale te
tako smanjiti oksidativni stres 1 inhibirati sintezu melanina [22]. Osim toga, neki derivati kojinske
kiseline mogu utjecati na ekspresiju gena za tirozinazu $to dovodi do inhibicije sinteze tirozinaze,

a posljedi¢no 1 pigmenta melanina.

2.4.1. Priprava i fizikalno-kemijska svojstva derivata kojinske kiseline

Klorkojinska kiselina (C¢HsClOs) dobiva se reakcijom kojinske kiseline s tionil-kloridom ili
koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom (slika 9). Dobivena klorkojinska kiselina reagira s
nukleofilima kao Sto su amini, fenolati, tiolati, a klorid se lako supstituira amino ili tiocijanatnom
skupinom. Podlozna je strukturnim modifikacijama, kao i slobodna kojinska kiselina, Sto
omogucava velik broj derivata. Naziv klorkojinske kiseline prema IUPAC-u je 2-klormetil-5-
hidroksipiran-4-on, a molekulska masa iznosi 160,55 g/mol. Vrlo je korozivna i iritira koZu.
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Derivati ove kiseline se lako prevode u kvarterne soli u reakcijama s tercijarnim alifatskim
aminima, tioureom ili piridinom. Klorkojinska kiselina je dobar ligand kada su u pitanju reakcije
nukleofilne i elektrofilne supstitucije. Poznata je po antibakterijskim svojstvima tj. inhibiciji rasta

bakterija, a uz nju, takvu sposobnost pokazuju i Mannichove baze? [20,21].

O
HO

Cl

Slika 7. Struktura klorkojinske kiseline (2-klormetil-5-hidroksipiran-4-on).

Dipalmitat kojinske kiseline je derivat koji se dobiva reakcijom kojinske kiseline s palmitinskom
kiselinom (C16H3203). Stabilniji je od kojinske kiseline jer je otporniji na utjecaj svjetlosti i topline
te manje podlozan oksidaciji. Molekulska masa ovoga derivata iznosi 604,9 g/mol i lipofilan je.
IUPAC naziv za ovaj spoj je (5-heksadekanoiloksi-4-oksopiran-2-il) heksadekanoat, a molekulska
formula C37He4Os. Kao tre¢i najzastupljeniji derivat kojinske kiseline spominje se njezin
monobutirat. Pripravlja se reakcijom kojinske kiseline s maslanom (butiratnom) kiselinom.
Stabilniji je i lipofilniji od prethodno spomenutog derivata §to mu omogucava dublje prodiranje u

kozu, a posljedi¢no i zna€ajniji bioloski u¢inak [22,23].

2.5. Bioloska ispitivanja — protutumorska i antibakterijska

Proces uzgajanja (kultivacije) stanica u strogo kontroliranim asepti¢nim uvjetima naziva se
stani¢na kultura. Stani¢ne kulture skup su zasebnih stanica izoliranih iz tkiva i organa [24].

Kulturu stanica se moZze podijeliti u nekoliko kategorija:

2 Mannichove baze — spojevi koji pripadaju B-aminoketonima, a nastaju kao krajnji produkt u Mannichovoj reakciji.
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1. Primarne kulture koje predstavljaju stanice, tkiva ili organe izolirane iz organizma i
stavljene u kulturu. Izvori tkiva primarne kulture mogu biti: normalno tkivo i tumorsko
tkivo.

2. Stanic¢ne linije koje nastaju subkultivacijom primarnih kultura, a dijele se na:

a) Konacnu; raste odredeni vremenski period dok ne ostari. Moze se transformirati u
kontinuiranu stani¢nu liniju spontano ili inducirano viralnim ili kemijskim putem, a
sastoji se od jedne vrste stanica.

b) Kontinuiranu; moZe se uzgajati godinama jer ju karakterizira neograni¢eni broj dioba

[25, 26, 27, 28].

2.5.1. Dvodimenzijski (2D) stani¢ni modeli

Dvodimenzijski (2D) stanicni model jedan je od najces¢e primijenjenih bioloskih modela u
biomedicinskim istraZivanjima. U 2D modelima stanice rastu u jednom sloju (monosloju),
pricvrséene za ravnu podlogu nacinjenu od plastike ili stakla koja moze biti dodatno obradena kako
bi omogucila Sto bolje prianjanje stanica. U takvim uvjetima, stanice su okruZene drugim
istovrsnim stanicama (monokultura) i hranjivim medijem. Budué¢i da rastu u monosloju,
istovremeno im je svima omoguceno dobivanje jednake koli¢ine hranjivih tvari iz medija (slika 8).
U ovom modelu, prilikom ispitivanja djelovanja spojeva, stanice su samo djelomi¢no izlozene
djelovanju spoja budu¢i da su pricvrs¢ene za podlogu na kojoj rastu. Pri tome stani¢ni odgovor koji

se dobije nije u cijelosti istovjetan prirodnom okruZenju stanica u uvjetima in vivo [29,30,31].

| 2D stani¢na kultura

Monosloj

Slika 8. Dvodimenzijski stani¢ni model (2D model). Preuzeto i prilagodeno iz: [32].
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2.5.2. Antibakterijska ispitivanja

Bakterije su najbrojniji jednostaniéni organizmi koji imaju znacajnu ulogu u odrzavanju
prehrambenog lanca na Zemlji.

Dijele se s obzirom na:

a) morfologiju (cilindri¢ne, koki 1 bacili),
b) metabolizam (autotrofne i heterotrofne)
c) stanicnu membranu (Gram-pozitivne i Gram-negativne) [33]

Podjelu na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije ustanovio je Hans Christian Gram. Gram je
klasificirao bakterije na osnovu reakcije stanicnih membrana na odredene kemikalije 1 boje [33,34].
Stani¢ne membrane Gram-pozitivnih bakterija uglavnom se sastoje od peptidoglikana (mureina) i
oboje se ljubiCasto nakon Gram testa, dok se stanicna membrane Gram-negativnih bakterija sastoji
od tankog sloja peptidoglikana i lipopolisaharidne komponente na vanjskoj membrani. Gram-
negativne bakterije se nakon Gram testa oboje crveno/ruzicasto [35]. Najpoznatiji predstavnici
Gram-pozitivnih bakterija su: Streptococcus, Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis 1
Clostridium botulinum, a neki od poznatijih predstavnika Gram-negativnih bakterija su:
Escherichia coli, Salmonella, Hemophilus influenzae, Neisseria i Bordetella pertussis [33]. Na slici

9 nalazi se prikaz razlika u gradi stanicnih membrana Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija.

Gram - pozitivne bakterije Gram - negativne bakterije

tehoinska povrsinski  fipotethoinska lipopolisaharid povrinski protein

EHIEEHEEEEH = | v

o S88888008088888 S,

Slika 9. Razlike u gradi stani¢nih membrana Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija.

Preuzeto 1 prilagodeno iz: [36].
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2.6. Bioloska aktivnost kojinske kiseline i derivata

Kojinska kiselina je svoju najSiru primjenu pronasla u kozmetickoj industriji zbog mogucnosti
inhibicije tirozinaze (slika 10). Osim Sto je tirozinaza kljucan enzim u sintezi melanina [37],
zapazena je i njezina uloga u procesu zarastanja rana [38]. Tirozinaza je pripadnik obitelji bakrovih
proteina tipa 3 koji u strukturi sadrzi dva bakrova(Il) iona. Svaki od dva bakrova(Il) iona
koordinacijskom vezom je vezan na tri razli¢ita histidinska ostatka u aktivnom mjestu. Ovaj je
enzim osjetljiv na djelovanje inhibitora kao Sto su kojinska kiselina i njezini derivati. U istrazivanju
Limea i suradnika [38], ispitana je inhibicijska aktivnost kojinske kiseline i njezinih derivata: 2-
etil-3-hidroksi-4H-piran-4-ona  (INH1), 5-hidrokis-4-okso-4H-piran-2-karboksilne  kiseline
(INH2), 3-hidroksi-2-metil-4-piranona (INH3) i 3-hidroksi-1,2-dimetil-4(1H)-piridinona (INH4).
Istrazivanjima je ustanovljeno da su inhibitori INH2 i INH4 kompetitivni inhibitori tirozinaze Sto
znaci da se vezu u aktivno mjesto tirozinaze i na taj nacin sprjecavaju vezanje supstrata (L-DOPA-
L-3,4-dihroksifenilalanin CoH11NOy4). Povecanjem koncentracije L-DOPA moguce je nadjacati
inhibicijski u¢inak navedenih derivata kojinske kiseline. Konstanta inhibicije (K; — koncentracija
inhibitora potrebna za inhibiciju 50 % reakcije) za inhibitor INH4 iznosila je 64 uM, a za INH2
145 uM. U ovome slucaju doslo je do interakcije karbamoilne skupine Asn260 (asparagin na
polozaju 260) s derivatima na udaljenosti od 2A. Inhibitor INH1 pokazao je mjeSovitu vrstu
inhibicije (kompetitivnu i nekompetitivnu) uz konstantu inhibicije 1mM i udaljenost veéu od 2A u
odnosu na Asn260, dok INH3 nije pokazao inhibitorna svojstva [38]. Slobodna kojinska kiselina u
spomenutom istrazivanju pokazala je svojstva inhibicije sli¢na INH2 1 INH4, tj. ona se ponasa kao
kompetitivni inhibitor uz interakciju s jednim od iona bakra(Il) koji se nalaze u aktivnhom mjestu

tirozinaze.
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Slika 10. Vezanje kojinske kiseline u aktivno mjesto bakterijske tirozinaze. Preuzeto i

prilagodeno iz: [38].

Osim u kozmetic¢koj industriji, kojinska kiselina se koristi 1 za spektrofotometrijsko odredivanje
metala s kojima tvori obojene komplekse i za odredivanje spojeva kao Sto su alifatske karboksilne
kiseline i peroksikiseline koje daju hipohalite® (u prisutnosti enzima). U tome procesu hipohaliti
prevode kojinsku kiselinu u fluorescentni zuto-zeleni kompleksni spoj. Isti kompleks nastaje i
reakcijom kojinske kiseline s peroksidazama pa je vrlo korisna 1 za detekciju gljivice A. flavus u
zrnima kukuruza. U medicinske svrhe najvise se koristi ¢injenica da kojinska kiselina sa zeljezovim
ionima stvara stabilne komplekse S§to koristi pri lije€enju B-talasemije (oblik talasemije kojeg
karakterizira odsustvo 3 lanaca hemoglobina) i anemije. Svoju je primjenu kojinska kiselina, kao i
njezini derivati, pronasla u prehrambenoj industriji gdje se upotrebljava za sprjecavanje tamnjenja
voca 1 kao antimikrobno sredstvo (slika 11). Osim toga, pokazuje i antibakterijska, antileukemijska
i antifungalna svojstva (tablica 1). Antibakterijska svojstva tvari izrazavaju se i klasificiraju prema
vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije, MIC (engl. inimal Inhibitory Concetration) koja
predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog sredstva potrebne za sprijeCavanje rasta
mikroogranizama kao $to su gljivice 1 bakterije. Antimikrobna aktivnost spoja moze biti: izrazita
(MIC = 0,0 — 0,5 mM), srednja (MIC = 0,6 — 1,5 mM) i slaba (MIC > 1,5 mM) [23]. Prema
istrazivanju Aytemira i suradnika [21] u kojemu je ispitana antibakterijska aktivnost 12
Mannichovih baza na Gram-pozitivnim i1 Gram-negativnim bakterijama M/C vrijednosti su iznosile
izmedu 8 —64 ug/ml za Gram-pozitivne bakterije (S. aureus E. faecalis B. subtilis) 1 8-32 ug/ml za

Gram-negativne bakterije (E. coli P. aeruginosa P. mirabilis K. pneumoniae A. baumannii), $to

3 Hipohaliti — oksianion u kojem se halogeni element nalazi u oksidacijskom stanju +1.
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ukazuje na srednju antimikrobnu aktivnost derivata kojinske kiseline, s ja¢im u¢inkom na Gram-

negativne bakterije.

Depigmentacija koze

@)
Antioksidacijska <:| OH I:> Protutumorska
aktivnost | | aktivnost
HO
0]
% Protuupalna i
Antimikrobna aktivnost imunomodulatorna

aktivhost

Slika 11. Shema: Bioloska aktivnost 1 primjena kojinske kiseline i derivata. Preuzeto i

prilagodeno: [22].

Tablica 1. Bioloska aktivnost, mogu¢i mehanizam djelovanja i primjena kojinske kiseline i

njezinih derivata.

5 MOGUCI MEHANIZAM
BIOLOSKA AKTIVNOST PRIMJENA
DJELOVANJA

Inhibicija tirozinaze; inhibicija
sinteze melanina; modulacija

Depigmentacija koze _ ) ) Kozmeticka industrija
leukocita; hvatanje slobodnih

radikala
] Aktivacija apoptotskih i Medicina / protutumorski
Protutumorska aktivnost ) )
neapoptotskih puteva agensi
Protuupalna i imunomodulatorna o o
Aktivacija makrofaga Medicina

aktivnost
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Ostecenja u stanicnoj membrani

Antimikrobna aktivnost (istjecanje kalijevih iona i Biomedicina
promjene molekule DNA)
Medicina, kozmeticka
Antioksidacijska aktivnost Hvatanje slobodnih radikala industrija, prehrambena
industrija

2.6.1. Bioloska ispitivanja kojinske kiseline i derivata na gljivicnoj (AbTYR) i ljudskoj
tirozinazi (hTYR)

Kojinska kiselina djeluje kao kompetitivni inhibitor enzima tirozinaze keliranjem iona bakra koji
se nalazi u aktivnom mjestu enzima (detaljnije navedeno u poglaviju 2.6.) [39]. Ovakvo djelovanje
najvecu primjenu je pronaslo u kozmetickoj industriji za proizvodnju kozmetic¢kih preparata za
zastitu od UV zracenja, za posvjetljivanje koze ili ¢ak u svrhu lije¢enja dermatoloskih problema
¢iji je uzrok hiperpigmentacija koze. Istrazivanja koja su se provodila na ovu tematiku koristila su
se tirozinazom iz gljiva i ljudskom tirozinazom. Ljudska (hTYR) i gljivi¢na tirozinaza (AbTYR-
tirozinaza iz gljive Agaricus bisporus) razlikuju se po nekim kljuénim elementima, kao S$to su
struktura i sekvenca (hTYR je protein od 529 aminokiselina s tri glikolizacijska mjesta i dva
bakrova(Il) iona u aktivnhom mjestu, dok je AbTYR monomer ili dimer od 390424 aminokiselina),
enzimskoj aktivnosti (h'TYR je aktivna pri pH specificnom za ljudsku koZu (oko 7 ili blago kiseo),
dok je AbTYR aktivna u Sirem spektru pH vrijednosti) i funkciji (hTYR je klju¢na za biosintezu
melanina, a AbTYR je uglavnom zaduzena za odgovore na ozljede i infekcije) [40].

Za potvrdu bioloSkog djelovanja agenasa koriste se vrijednosti poput 50 %-tne inhibitorne
koncentracije, ICso (engl. Inhibitory Concentration) koja predstavlja koncentraciju inhibitorne tvari
koja je potrebna za supresiju stani¢nog rasta za 50 %. Klasifikacija citotoksi¢nosti tvari prikazana

je u tablici 2.
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Tablica 2. Klasifikacija citotoksi¢nosti tvari s obzirom na /Cso vrijednosti [41].

ICso / pM Citotoksi¢nost
<20 uM Znacajna (visoka)
20 —-200 uyM Umjerena
201 — 500 uM Blaga
> 500 uM Bez citotoksi¢nog efekta

Kai i suradnici istrazivali su inhibiciju tirozinaze iz gljiva kojinskom kiselinom 1 pratili su sadrzaj
melanina u stanicama melanoma misa (B16-4A5) i stanicama melanoma covjeka (HMV-II). ICso
vrijednost za kojinsku kiselinu na stanicama HMV-II iznosila je 223,8 uM za koncentracije 125-
1000 uM [41-45]. Lajis i suradnici proveli su usporedna istrazivanja s esterima kojinske kiseline i
slobodnom kojinskom kiselinom koriste¢i tirozinazu iz gljiva i ribe roda Muraena. Istrazivanje je
provedeno na stanicama melanoma B16-F1 i rezultati istrazivanja pokazali su da bolju inhibicijsku
aktivnost imaju esteri kojinske kiseline. Osim B16-F1 stanica koristene su i B16-F10 stanice za
odredivanje koli¢ine melanina nakon primjene kojinske kiseline, liposoma (umjetno stvoren
sferoid s najmanje jednim lipidnim dvoslojem) ispunjenih kojinskom kiselinom 1 liposoma
obloZenih 1 ispunjenih kojinskom kiselinom. Posljednja navedena vrsta liposoma nije pokazala
toksicna djelovanja 1 sama ucinkovitost je bila veca zbog brzeg prodiranja kojinske kiseline u
stanice [46,47]. Provedena su i istrazivanja na ljudskim stanicama malignog melanoma (A375) s
derivatima kojinske kiseline dobivenih Mannichovom reakcijom. Tim istrazivanjima je potvrdena
inhibicijska aktivnost tirozinaze aldehida kojinske kiseline [48]. Iz rezultata dostupnih u literaturi
razvidno je da se strukturnim promjenama kojinske kiseline moze poboljSati njezina
depigmentacijska aktivnost. Derivati koji imaju dvije slobodne hidroksilne skupine pokazuju bolju
aktivnost od derivata s jednom slobodnom hidroksilnom skupinom [49]. Osim mehanizma
inhibicije tirozinaze, antioksidativna aktivnost kojinske kiseline i njezinih derivata takoder je
znacajno svojstvo jer joj daje moguénost “hvatanja” slobodnih radikala i drugih reaktivnih vrsta
koji poticu sintezu melanina.

Kojinska se kiselina u kozmeti¢koj industriji koristi zbog snazne depigmentacijske aktivnosti.
Cesto se koristi kao zamjena za hidrokinon jer hidrokinon moze uzrokovati trajnu depigmentaciju.

Hidrokinon (C¢HsO2) je organski spoj koji na benzenskom prstenu ima vezane dvije hidroksilne
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skupine u para polozaju. Na svjetlu u prisutnosti zraka lako oksidira u kinone [50]. Esteri kojinske
kiseline, kao 1 dipalmitat kojinske kiseline, nalaze se u veéini kozmeti¢kih proizvoda za
izbjeljivanje ili posvjetljivanje kozZe 1 to u koncentracijama do 3 %. Takoder, Cesta je primjena
kombinirane terapije s kojinskom kiselinom 1 hidrokinonom ili arbutinom. Patentna studija iz 1987.
godine pokazala je da kojinska kiselina i hidrokinon imaju sinergijski ucinak, posebno za
protuupalni ucinak ili u¢inak depigmentacije [22]. Derivati kojinske kiseline, poput Mannichovih
baza pokazale su antimikobakterijske, antitirozinazne i antioksidativne efekte koji mogu biti
primjenjivi u kozmeticke svrhe depigmentacije koze. Opcenito se preferira upotreba derivata
kojinske kiseline nad slobodnom kojinskom kiselinom jer ona lako oksidira $to moze dovesti do
promjene boje (a posljedi¢no stabilnosti i aktivnosti proizvoda) u kozmeti¢kim proizvodima.
Vidljivo je poboljsanje stabilnosti 1 aktivnosti kada je rije¢ o derivatima kojinske kiseline. Isto tako,
upotreba derivata kojinske kiseline dovodi do smanjenja nuspojava kao Sto su crvenilo koze i

iritacije.

2.6.2. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost kojinske kiseline, koja obuhvaca antibakterijsku, antifunginalnu,
antivirusnu i larvicidnu aktivnost, druga je najzastupljenija aktivnost spomenuta u literaturi. Cesto
je spomenuta antifungalna aktivnost kojinske kiseline za Microsporum gypseum (MIC 256 pg/mL)
[51], Microsporum canis (MIC 128 pg/mL) [51], Nannizzia cajetani (MIC 512 pg/mL) [52],
Epidermophyton floccosum (MIC 64 pg/mL) [53], Arthroderma gypseum (MIC 256 pg/mL) [51],
Trichophyton species (MIC 32— 64 ng/mL) [54], Candida albicans (MIC 32— 64 ug/mL) [55],
Aspergillus fumigatus (MIC 64— 128 ug/mL) [56], Aspergillus terreus (MIC 128 pg/mL) [56], i
Mucor (MIC 512 pg/mL) [53]. Ezzat 1 suradnici su istraZivanjima dokazali da kojinska kiselina
pokazuje znacajnu antibakterijsku aktivnost na Gram-negativnim i Gram-pozitivnim bakterijama
u koje se ubraja ispitivana MRSA (meticilin-rezistenta Staphylococcus aureus) uz MIC vrijednost 6
mg/ml [54]. Antifunginalna aktivnost kojisnke kiseline testirana je u istraZzivanjima provedenim od
strane Bracarense-a te Nurunnabi-a i suradnika pomocu ekstrakta gljive Aspergillus parasiticus
koji sadrzi kojinsku kiselinu na gljivicama Candida albicus 1 Aspergillus flavus. Dobivene su MIC
vrijednosti 0,5 mg/ml za C. albicans i 128 pg/mL za A. flavus. [55-56]. Veca antifunginalna

aktivnost uocena je kod ekstrakta koji sadrzi kojinsku kiselinu, nego djelovanjem slobodne
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kojinske kiseline. Istrazivanje je pokazalo da i pri nizim apliciranim koncentracijama kojinske
kiseline u ekstraktima dolazi do visoke inhibicije razvijanja mikroorganizama [57]. Provedeno je i
istrazivanje na klini¢kim izolatima koje je potvrdilo da kojinska kiselina (u kombinaciji s EDTA —
etildiamintetraocetna kiselina Ci10HisN20g) dovodi do znatnog smanjenja stvaranja biofilma
bakterija [58]. Biofilm se sastoji od mikroorganizama kao S$to su bakterije, gljivice i
ekstracelularnog matriksa koji sadrzi polisaharide, DNA, lipide, a glavna mu je uloga
prezivljavanje bakterija u teSkim Zivotnim uvjetima [59-61]. Azhar i suradnici u svom istraZzivanju
koristili su nanoemulziju estera kojinske kiseline koja je dala bolje rezultate aktivnosti od estera
kojinske kiseline protiv koznog patogena Staphylococcus aureus. Istrazivanje provedeno od strane
Rajamanikyama i suradnika usporedivalo je antibakterijsku i antifungalnu aktivnost maltola i
kojinske kiseline te su ustanovili da maltol pokazuje bolja navedena svojstva od kojinske kiseline.

Rezultati istrazivanja prikazani su u tablici 3 [62].
Tablica 3. Usporedba bioloske aktivnosti maltola i kojinske kiseline. Preuzeto i prilagodeno: [62].

BIOLOSKA AKTIVNOST MALTOL KOJINSKA KISELINA
Antibakterijska aktivnost

(MIC u pM)
Gram-pozitivne bakterije 37,14 — 146,83 65,52 — 131,12
Gram-negativne bakterije 74,36 — 97,94 65,52 — 262,24
Protugljivicna aktivnost
79,65 — 119,05 407,75 — 1056,3
(MIC u pM)
Larvicidalna aktivnost
446,59 407,75

(LCsou uM)

Jedan od moguc¢ih mehanizama antibakterijskog djelovanja kojinske kiseline zasniva se na
njezinom prodiranju kroz stanicnu membranu uz oSte¢enja na istoj, Sto dovodi do istjecanja
intracelularnih enzima. Isto tako, dolazi do poremecaja u metabolizmu kalijevih iona i
delokalizacije protona. Kojinska kiselina je uz sve dosad navedeno ispitivana i protiv virusne
bolesti “denga groznice” koju izazivaju komarci roda Aedes. Siddhardha i suradnici su potvrdili
larvicidno djelovanje kojinske kiseline na Aedes aegypti u tre¢em i Cetvrtom stupnju li¢inki [63].
Na njihovo istrazivanje nastavilo se istrazivanje Rajamanikyama i suradnika koje je pokazalo da
kojinska kiselina moZe biti ekoloski prihvatljivo i povoljno larvicidno sredstvo protiv patogena
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denge [62]. U tablici 4 nalazi se prikaz rezultata antifungalnog i antibakterijskog djelovanja

kojinske kiseline 1 njenih derivata.

Tablica 4. Prikaz rezultata antifungalnog i antibakterijskog djelovanja kojinske kiseline i njezinih

derivata.

ZNANSTVENICI

Ezzat i suradnici

Nurunnabi i

suradnici

Cevik K, Ulusoy S.

Ali i suradnici

Wang i suradnici

VRSTA VRSTA
BAKTERIJE GLJIVICE
MRSA (meticilin-
rezistenta
Staphylococcus
aureus)
Candida
albicus i
Aspergillus
flavus
Pseudomonas
aeruginosa

23 klinicka izolata

Staphylococcus
aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas

aeruginosa

BIOLOSKA
AKTIVNOST

Opazena aktivnost
protiv rezistentne

bakterije

Veca antifungalna
aktivnost kojinske
kiseline u
kombinaciji s
ekstraktom gljiva u
odnosu na
slobodnu kojinsku
kiselinu
Kojinska kiselina
inhibira stvaranje
biofilma, bez
inhibicije rasta
bakterija
Kojinska kiselina
smanjuje uc¢inak
EDTA
Dokazan
dugotrajni u¢inak
na Gram-negativne
i Gram-pozitivne

bakterije

ISPITIVANA
TVARI

Kojinska kiselina

Kojinska

kiselina, ekstrakt

gljiva
Aspergillus

parasiticus koji

sadrzi kojinsku

kiselinu

Kojinska kiselina

EDTA, kojinska

kiselina

Kojinska kiselina

s Zn-Ti
dihridroksidom
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Nanoemulzija

estera kojinske Nanoemulzija
Staphylococcus kiseline pokazuje estera kojinske
Azhar i suradnici ) . o
aureus vecu aktivnost od kiseline, ester
samog estera kojinske kiseline

kojinske kiseline

Bacillus subtilis,

Staphylococcus Aspergillus
Maltol pokazao
aureus, niger, .
bolja
Staphylococcus Aspergillus )
antibakterijska i L
Rajamanikyam i epidermidis, flavus, Maltol i kojinska
antifungalna
suradnici Pseudomonas Candida kiselina
svojstva od
aeruginosa, albicans, _
slobodne kojinske
Escherichia coli, Saccharomyces
kiseline
Klebsiella cerevisiae
pneumoniae
Kojinska kiselina
pokazuje
larvicidnu
Siddhardha i ) . o
aktivnost na larve ~ Kojinska kiselina
suradnici
Aedes aegypti,u
tre¢em stadiju vise
nego u cetvrtom
Kojinska kiselina
pokazala se kao
dobro i ekoloski
Rajamanikyam i ) . Kojinska kiselina
prihvatljivo
suradnici i maltol

larvicidno sredstvo
za patogene denga

groznice

2.6.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijska aktivnost kojinske kiseline 1 derivata najvise se koristi u kozmetickoj industriji za

proizvode protiv starenja koze. Za ispitivanje antioksidacijske aktivnosti kojinske kiseline i
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derivata koriStene su metode poput 2,2-difenil-1-pikrildrazil, DPPH; C1sH12N5Og) testa “hvatanja”
slobodnih radikala i testa “hvatanja” vodikovog peroksida. DPPH je stabilan slobodni radikal ¢ija

je struktura prikazana na slici 12.

0N

Slika 12. Strukturna formula DPPH (2,2-difenil- 1-pikrildrazil) radikala

DPPH test je kolorimetrijski test koji se zasniva na promjeni boje otopine iz ljubicaste (koja potjece
od radikala) u Zutu (indikator neutralizacije radikala) kada antioksidansi stupe u reakciju sa
slobodnim radikalima [64]. Test “hvatanja” vodikovog peroksida je takoder jedan od vaznijih
testova antioksidacijske aktivnosti tvari koji se bazira na sposobnosti ispitivane tvari da neutralizira
vodikov peroksid (H202). Gongalez 1 suradnici za svoja istraZzivanja Kkoristili su emulzije
dipalmitata kojinske kiseline 1 neinkapsulirani dipalmitat te je istrazivanje dokazalo
antioksidacijsku aktivnost obje ispitivane tvari [65-67]. U tablici 5 nalazi se prikaz antioksidacijske

aktivnosti derivata kojinske kiseline.
Tablica S. Antioksidacijska aktivnost derivata kojinske kiseline.

ANTIOKSIDACIJSKA
ZNANSTVENICI ISPITIVANA TVAR
AKTIVNOST

Visestruke emulzije dipalmitata

kojinske kiseline su pokazale Visestruke emulzije dipalmitata
Gongcalez i suradnici znacajniju antioksidacijsku kojinske kiseline, neinkapsulirani
aktivnost od neinkapsuliranog dipalmitat kojinske kiseline

dipalmitata kojinske kiseline

Metilirana kojinska kiselina
Metilirana kojinska kiselina, maltol,
Lobato i suradnici pokazala je najvecu
aluminirani maltol
antioksidacijsku aktivnost
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Derivati imaju bolju Fenilhidrazon kojinske kiseline,
Chen i suradnici antioksidacijsku aktivnost od izonikotinoilhidrazon kojinske

slobodne kojinske kiseline kiseline i slobodna kojinska kiselina

2.6.4. Protuupalna i imunomodulatorna aktivnost

Protuupalna aktivnost najviSe je vezana za mehanizam aktivacije makrofaga. Makrofagi su vrsta
bijelih krvnih zrnaca C¢ija je zadaca fagocitoza (poseban oblik endocitoze, procesa kojim stanice, u
ovom slu¢aju makrofagi, gutaju i probavljaju bakterije i ostala strana tijela), a osim toga, makrofagi
izlu¢uju citokine koji moduliraju upalni odgovor[68]. Rodrigues i suradnici su u svome radu
objavili da kojinska kiselina moze potaknuti aktivaciju makrofaga i opisali mehanizam djelovanja.
Mehanizam se temelji na pojacanoj proliferaciji makrofaga $to im omogucava morfoloSke 1
fizioloske promjene. Kao posljedica aktivacije makrofaga javljaju se reaktivne kisikove vrste [69].
Isti je autor u drugome istrazivanju dokazao da kojinska kiselina poti¢e smanjenje proliferacije
amastigote, tj. stani¢nih parazita za 79 %. Smrt parazita izazivaju reaktivne kisikove vrste
proizvedene u procesu aktivacije makrofaga [70]. Kojinska kiselina ima sposobnost potaknuti
diferencijaciju monocita u makrofage, Sto se odvija uz lucenje Interleukin-6 (IL-6), ali ne i
1zlu€ivanje tumorskog faktora nekroze alfa (TNF-a) (protuupalni citokinon kojeg luc¢e makrofagi
kao odgovor na oStec¢enje stanica ili infekcije). IL-6 je citokin koji je ukljuen u akutnu fazu
upalnog odgovora, sudjeluje u proizvodnji antitijela i stimulira proizvodnju krvnih stanica. IzIucuju
ga mikrofagi, endotelne stanice i miSi¢ne stanice [71-74]. IstraZivanje vezano za antioksidacijsku
1 protuupalnu aktivnost kojinske kiseline provedeno je osim in vitro i in vivo na miSevima s
Alzheimerovom bolesti. Prije tretmana, miSevi su imali poviSene koncentracije ROS-a i lipidne
peroksidaze. Nakon tretmana spomenute poviSene koncentracije su smanjene, $to dokazuje da
kojinska kiselina smanjuje oksidativni stres [75]. U tablici 6 nalaze se sistematizirani rezultati

protutupalne i imunomodulatorne aktivnosti kojinske kiseline i njezinih derivata.
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Tablica 6. Prikaz rezultata protuupalne i imunomodulatorne aktivnosti kojinske kiseline i derivata

[75].

ZNANSTVENICI

Rodrigues i suradnici

Rho i suradnici

Da Costa i suradnici

Montazeri i suradnici

Dung i suradnici

Khan i suradnici

2.6.5.

BIOLOSKO DJELOVANJE

Kojinska kiselina potice aktivaciju makrofaga,

Sto za posljedicu ima nastajanje ROS-a

Sulfidne veze i hidrofobni dijelovi molekule
odgovorni su za znac¢ajniju inhibitornu aktivnost
derivata kojinske kiseline u sintezi duSikova
oksida
Kojinska kiselina ima mogu¢nost induciranja
diferencijacije monocita u makrofage
Kojinska kiselina povecava izlu¢ivanje TNF-alfa

sekreta

Dokazana protuupalna aktivnost inhibicijom

tirozin-kinaze i traknskripcijskog faktora NF-xB

Kojinska kiselina znatno smanjuje oksidativni

stres 1 pomaze kod medijatornih upala

Protutumorska aktivnost

ISPITIVANA TVAR

Kojinska kiselina

Tioeterski, sulfoksidni i
sulfonski derivati kojinske

kiseline

Kojinska kiselina

Kojinska kiselina

[5-hidroksi-4-okso-4H-
piran-2-il]metil-6-
hidroksinaftalen-2-

karboksilat

Kojinska kiselina

Protutumorska aktivnost kojinske kiseline i derivata ispitana je na stanicama raka debelog crijeva

(Caco-2- ICso 50,2 + 0,28 uM) [77], raka dojke (MCF-7; MDA-MB-231), raka jajnika (OVCAR-

3) i hepatocelularnog karcinoma (Hep G2). Provedena istrazivanja su pokazala ve¢u protutumorsku

aktivnost derivata kojinske kiseline od slobodne kojinske kiseline zbog vece stabilnosti

modificiranih molekula. Derivati kojinske kiseline osim pojaanog protutumorskog ucinka

pokazali su se 1 kao dobri usmjerivaci do specificne mete u organizmu. Istrazivanje koje je

provedeno na stani¢nim linijama ljudskog malignog melanoma A375 (ICso: 11,26-68,58 uM)

pokazalo je da su derivati kojinske kiseline za njih citotoksi¢ni i da imaju veliki potencijal za daljnje

24



istrazivanje [78]. Istrazivanje u kojem su koriStene stanice hepatocelularnog karcinoma Hep G2
pokazalo je da su derivati kojinske kiseline potaknuli p5S3 apoptotski put povecanjem intracelularne
koncentracije kisikovih reaktivnih vrsta [79]. Apoptotski putovi su oni koji reguliraju stani¢nu smrt
[80]. Isto istrazivanje pokazalo je ICso vrijednosti za slobodnu kojinsku kiselinu veée od 100 uM,
dok su ICso vrijednosti za derivate iznosile manje od 100 uM [80]. Ispitana je protutumorska
aktivnost derivata kojinske kiseline i na dvije stani¢ne linije raka dojke- MCF-7 i MDA-MB-231
(ICso < 100 uM) [81]. Za istrazivanje su se koristili lipofilni derivati kojinske kiseline koji su
pasivnim putem prolazili kroz membranu tumorskih stanica i uzrokovali smrt stanice. Kod stani¢ne
linije MDA-MB-231, do nekroze je doslo povecanjem oksidativnog stresa, a kod stani¢ne linije
MCEF-7 stani¢nu smrt uzrokovali su derivati kojinske kiseline koji su aktivirali kaspazu 819 i doveli

do prevelike ekspresije preapoptickog gena p53.

2.7. Pregled ostalih bioloskih aktivnosti kojinske kiseline i derivata

Osim ve¢ spomenutih aktivnosti koje su svoju primjenu pronasle u Sirokom spektru industrija,
kojinska kiselina 1 njezini derivati odlikuju se jo§ nekim svojstvima i aktivnostima, kao §to je
radioprotektivna aktivnost. Kojinska kiselina djeluje kao zastita od radijacije na nacin da $titi
crvena krvna zrnca, hemoglobin i bijela krvna zrnca [82,83]. Provedeno je istrazivanje u kojima su
miseve podvrgnuli gama-zracenju. Doslo je do pada hematoloSkih parametara u C57BL/6 muskih
miSeva. HematoloSki parametri pruzaju uvid u krvnu sliku C57BL/6 miSeva, a u spomenuti
parametar uvrstavaju se broj eritrocita, koncentracija hemoglobin u krvi, broj leukocita i trombocita
i prosje¢an volumen eritrocita. Poznavanje ovih parametara omogucava procjenu opceg zdravlja
miseva, dijagnozu bolesti ili razvoj modela bolesti. Isti C57BL/6 miSevi su lijeceni jednom dozom
kojinske kiseline (jedna grupa miSeva s 75 mg/kg, a druga s 300 mg/kg) Sto je dovelo do promjene
hematoloSkih parametara u normalne, standardne vrijednosti te je time dokazano da kojinska
kiselina moze sprijeciti anemiju izazvanu gama-zrac¢enjem [83]. Za kojinsku je kiselinu zabiljezena
i mogucnost usporavanja starenja endotelnih i epitelnih stanica roznice, Sto omogucéava njezinu
primjenu u lijecenju roZnice. Mehanizam djelovanja kojinske kiseline na endotelne stanice odvija
se preko NF-«xB transkripcijskog faktora i p-21 signalnog puta uz regulaciju proteina galektina-8
(protein koji modulira funkciju imunoloskih stanica i povezan je s razvojem tumora) i laminina

(glikoproteina izvanstanicnog matriksa) [84,85]. Mehanizam se temelji na smanjenju regulacije
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proteina galektina-8, ki67 (marker proliferacije koji se koristi u onkologiji za procjenu malignosti
tumora) i p-21 (regulator stani¢nog ciklusa i inhibitor ciklinskih kinaza — na taj nacin zaustavlja
stanicni ciklus) ekspresije 1 povecane regulacije p-38 signalizacije (odgovor na stres — ima bitnu
ulogu u regulaciji proliferacije i apoptoze stanica). Uz navedeno, ispitana je i antikonvulzivna
aktivnost derivata kojinske kiseline, in vivo modelom na misevima. Ispitano je 12 Mannichovih
baza kojinske kiseline [86]. MiSevima musSkog spola napadaji su izazvani elektroSokovima ili
Metrazolom. Metrazol/Pentilentetrazol (CcHgNa4) je stimulans srediSnjeg ziv€anog sustava ¢iji se
mehanizam djelovanja temelji na inhibiciji gama-aminomaslacne kiseline [87]. MiSevi tretirani
derivatima kojinske kiseline pokazali su smanjeni broj napadaja [86]. Ve¢ je spomenuto kako
kojinska kiselina ima sposobnost keliranja metalnih kationa, $to je korisno kod trovanja metalima
i terapijama kontrole koncentracije metala u organizmu. Derivati kojinske kiseline u istrazivanju
Nurchia i suradnika pokazali su visok afinitet vezanja Zeljezovih iona (Fe*, Fe**), visi afinitet ¢ak

i od same kojinske kiseline [88].
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3. ZAKLJUCAK

Hidroksipiranoni su heterociklicki spojevi koji sadrze Sesteroclani prsten kao jezgru. U strukturi
aromatskog prstena nalazi se kisikov atom. Na prsten su obi¢no vezane karbonilna i hidroksilna
skupina. Glavni predstavnici skupine hidroksipiranona su maltol i kojinska kiselina. Kojinska
kiselina je organska tvar, prvi put dobivena procesom “koji” pocetkom 20. stoljeca, po kome je 1
dobila ime. Slaba je organska kiselina koja podlijeze velikom broju reakcija. Derivati kojinske
kiseline dobiveni su modulacijama molekule kojinske kiseline koji se odlikuju povecanom
stabilnoSc¢u 1 bioloskom aktivno$¢u, uz manje Stetne ucinke na organizam. Znacajni derivati, kao
Sto su dipalmitat kojinske kiseline ili monooleat kojinske kiseline, sintetiziraju se reakcijama
kojinske kiseline s odabranim zasi¢enim masnim kiselinama. Zahvaljuju¢i svojim svojstvima,
kojinska kiselina ima Siroku upotrebu, kao i njezini derivati. U dostupnoj literaturi najéesée je
opisana upotreba kojinske kiseline u kozmetickoj industriji. Kojinska kiselina i derivati
upotrebljavaju se u proizvodima protiv hiperpigmentacije koze, za zaStitu od UV-zracenja.
Mehanizam depigmentacijskog djelovanja kojinske kiseline temelji se na inhibiciji tirozinaze,
klju¢nog enzima u sintezi melanina. Osim depigmentacijske aktivnosti, u literaturi se spominju i
antioksidacijska aktivnost, antimikrobna aktivnost, protuupalna i imunomodulatorna aktivnost te
protutumorska aktivnost. Spoznaje koje su nastale kao pregled rezultata novijih istraZivanja
svakako imaju potencijal doprinijeti novim modulacijama kojinske kiseline 1 dizajnu veceg broja

derivata koji ¢e biti bioloski aktivni 1 primjenjivi.
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4. POPIS KRATICA I SIMBOLA

2D stani¢ni model — dvodimenzinalna stani¢ni model

ABTS+ test — 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)+ test

ATCC - engl. American Type Cell Culture- amricki tip stani¢ne kulture

DNA — engl. deoxyribonucleic acid- deoksiribonukleinska kiselina

DOPA - dihidroksifenilalanin

DPPH test — engl. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl test -2,2-difenil-1-pikrildrazil test

ECACC —engl. European Collection of Animal Cell Culture — europska zbirka culture zivotinjskih

stanica

ICs0 — engl. Half Maximal Inhibitory Concentration — polovica maksimalne inhibitorne

koncentracije)

IUPAC — engl. International Union of Pure and Applied Chemistry — Medunarodna unija za ¢istu

1 primjenjenu kemiju

Ki — konstanta inhibicije

MIC —engl. Minimal Inhibitory Concetration — minimalna inhibitorna koncentracija
logP — engl. Partition coefficient - koeficijentom rasodjele

ROS —engl. Reactive Oxygen Species — reaktivne kisikove vrste

SSF — engl- Solid-State Fermentation — fermentacija na ¢vrstoj fazi

UV zracenje —engl. Ultraviolet radiation — ultraljubicasto zracenje
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