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1. UVOD

U ovom zavrSnom radu prikazan je pregled novijih istrazivanja vezanih za pripravu,
strukturnu karakterizaciju i biolosku aktivnost slobodne kojinske kiseline kao 1 kompleksa
prijelaznih metala u kojima ona sluzi kao ligand. Kojinska kiselina pokazala se kao vrlo
dobar model za izucavanje strukturnih transformacija kao 1 biolosSke aktivnosti. Uz maltol,
jedan je od glavnih predstavnika hidroksipiranona — heterociklickih spojeva koji u svojoj
strukturi sadrze kisikove atome (endociklicke kisikove atome) i hidroksilne skupine (—OH).
Izvrstan je donor elektrona te ima izrazen afinitet prema metalnim ionima (najceSce

dvovalentnim i trovalentnim poput: Fe**, Cu**, Fe**, AI**

) $to ju ¢ini pogodnim prekursorom
za pripravu bis 1 tris kompleksnih spojeva [1,2]. Prema literaturno dostupnim podatcima,
kompleksi kojinske kiseline pokazuju znacajnu biolosku aktivnost zbog cega se unazad
nekoliko desetlje¢a intenzivno istrazuju. Znacajne rezultate pokazuju posebno u supresiji
rasta tumorskih stani¢nih linija. Otkricem cisplatina (kompleks platine koji je u klinickoj
upotrebi) i njegovih analoga zapocela je era istrazivanja metalnih kompleksa s potencijalnim
protutumorskim djelovanjem, stoga danas znanstvenici intenzivno istrazuju bioloSki
kapacitet/aktivnost kompleksa prijelaznih metala, a prvenstveno se ispituju njihova
protutumorska i antibakterijska svojstva [3,4].

Cilj istraZivanja je dati pregled najznacajnijih rezultata relevantne literature o bioloskim

ucincima kojinske kiseline i njenih kompleksnih spojeva kao ishodiSte za istraZivanje 1

pripravu novih, selektivnih metalnih kompleksa s ligandima iz skupine hidroksipiranona.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kojinska kiselina

Kojinska kiselina, molekulske formule CsHeOs, organski je spoj iz skupine
hidrokisipiranona. Hidroksipiranoni pripadaju heterociklickim spojevima (ciklic¢ki spojevi
koji u prstenu imaju barem jedan atom koji nije ugljik — heteroatom). Naziv prema [UPAC-
ovoj nomenklaturi (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC —
Medunarodna unija za €istu 1 primijenjenu kemiju) glasi: 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-
on (Slika 1). Kojinska kiselina je potpuno topljiva u vodi, etanolu i acetonu, a djelomi¢no u
dietil-eteru, etil-acetatu, kloroformu i piridinu. U veéini ostalih otapala nije topljiva [5,6].
Pri sobnoj temperaturi nalazi se u obliku bezbojnih, iglicastih kristala [7].

Prema literaturno dostupnim podatcima, vreliSte kojinske kiseline je u rasponu izmedu 151
°C 1154 °C [6-8]. Poprilicno je nestabilna na svjetlu 1 poviSenoj temperaturi te lako oksidira
[8-10]. Glavni je produkt mikrobioloske fermentacije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-State
Fermentation, SSF) gljivica roda Aspergillus, posebice Aspergillus oryzae. Naziv za
kojinsku kiselinu izveden je od japanske rije¢i “koji” koja u prijevodu oznacava “kuhanu
rizu” [7—11]. Pored gljivica iz roda Aspergillus, kojinska kiselina se moze dobiti i iz gljivica
roda Penicillium [12]. Mehanizam biosinteze kojinske kiseline fermentacijom ugljikohidrata
do danas nije u potpunosti razjasnjen, ali pretpostavlja se da se dogada izravna pretvorba
glukoze u kojinsku kiselinu bez kidanja piranoznog prstena [13].

Kojinska kiselina je 1930. godine prvi puta dobivena kemijskom sintezom iz D-glukoze [14],
dok ju je prirodnim putem izolirao Saito 1907. godine iz micelija 4. oryzae uzgojenih na
kuhanoj rizi [5]. Kristalna i molekulska struktura kojinske kiseline rijesena je 1991. godine,
a sastoji se od piranonskog prstena na koji su supstituirane hidroksilna grupa na atomu C-5,
hidroksimetilna grupa na atomu C-2 1 okso grupa na poziciji 4 (Slika 1). Njezina bioloSka
aktivnost povezuje se sa sposobnoS¢u inhibicije tirozinaze (metaloenzim bakra koji
katalizira sintezu melanina) u sintezi melanina te s antibakterijskim, antifungalnim,
antiupalnim 1 protutumorskim djelovanjem. Budu¢i da inhibira tirozinazu, koristi se kao
pozitivna kontrola za usporedbu aktivnosti novih inhibitora. Utvrdeno je da kojinska kiselina

sprjecava fotooStecenje i nabiranje koZe miSeva bez dlake [15,16].



Dobar je kelator iona (prijelaznih) metala i slobodnih radikala stoga je ucinkovito sredstvo
za fotozastitu. Trenuta¢ni dokazi upucuju na to da izaziva depigmentaciju koze putem
supresije slobodne tirozinaze, uglavnom zbog keliranja bakra na aktivnom mjestu enzima

[15,16].

Slika 1. Strukturna formula kojinske kiseline (5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on).

2.1.1. Strukturne znacajke kojinske kiseline

Kao $to je ranije navedeno, jezgra hidroksipiranona sastoji se od nezasi¢enog Sesteroclanog
prstena koji sadrzi atom kisika i keto skupinu, a kao supstituenti najceS¢e su vezane
hidroksilne —OH ili karboksilne skupine —COOH (Slika 2). Uslijed prisustva lako
disocirajuc¢eg protona iz —OH skupine, kojinskoj kiselini pogoduje stvaranje neutralnih,
termodinamicki stabilnih kompleksa s metalnim ionima unutar fizioloskog pH (7,45-7,55)
[17]. Budu¢i da egzociklicki kisikovi atomi mogu donirati po dva elektronska para metalnom
atomu, hidroksipiranoni stvaraju kompleksne spojeve s dvovalentnim 1 trovalentnim
metalnim kationima. Primjena hidroksipiranona u medicinskoj anorganskoj kemiji moze se

podijeliti u dva glavna podrucja:

1. Razvoj liganda za sintezu in situ kompleksa s ionom metala.
2. Formiranje kompleksa metalni ion-ligand s ciljem poboljSanja apsorpcije i/ili

biodistribucije odredenog metalnog iona [18].

Slika 2. Op¢a strukturna formula 3-hidroksipiran-4-on.



Medu hidroksipiranonima najviSe su istrazeni 3-hidroksipiran-4-oni, od kojih su
najpoznatiji: piromekonska kiselina (CsH403), maltol (CsHeO3), alomaltol (CsHeO3) i

etilmaltol (C7HgO3) ¢ije su strukturne formule prikazane na Slici 3 [19, 20].

a) b) c) d)
o) 0 0 o)
OH OH OH OH
T [ T[]
0 O CH; HsC 0 o

CH,

Slika 3. Strukturne formule: a) piromekonske kiseline (CsH40O3), b) maltola (CsHsO3), ¢)
alomaltola (C¢HsO3), d) etilmaltola (C;HgOs) [20].

S obzirom na medusobni polozaj hidroksilne i keto skupine u prstenu, 3-hidroksipiran-4-oni
pokazuju dobra kelatna svojstva, zbog ¢ega su podlozni stvaranju derivata, kao i stvaranju
kompleksa [20, 21]. Zbog niskog profila toksi¢nosti i visoke biokompatibilnosti, maltol je
strukturno 1 bioloski najviSe istrazen spoj iz skupine hidroksipiran-4-ona [22]. Maltol 1
njegov analog etilmaltol su poznati u prehrambenoj industriji gdje se koriste kao
prehrambeni aditivi (E636 1 E637) koji doprinose slatkastom okusu i mirisu kruha, piva 1
kolaca [20, 21].

Sesterodlani  heterocikli¢ki prsten  hidroksipiranona omogucuje strukturne
modifikacije na razli€itim pozicijama Sto rezultira pripravom novih derivata. Odabir mjesta
modifikacije 1 sintetski put odreduju strukturu i svojstva novonastalog spoja, a samim tim 1
mogucnost njegove primjene. 3-hidroksipiran-4-oni i njihovi analozi sluZze kao gradivni
blokovi za sintezu bioloski aktivnih spojeva. U strukturi hidroksipiranona nailazi se na
znac€ajan broj razlicitih veznih mjesta s moguénostima strukturnih modifikacija [14, 20].
Najreaktivniji centar 3-hidroksipiran-4-ona se nalazi na atomu C-2 (osim kod alomaltola ¢iji
je najreaktivniji centar na atomu C-4) i za taj polozaj karakteristicne su sljedece reakcije:

aldolna kondenzacija, Mannichova reakcija i reakcije kopulacije [19, 20].



Na Slici 4 prikazani su reaktivni centri 3-hidroksipiran-4-ona i karakteristi¢ne reakcije za

pojedini centar.

Koordinacij
Tiﬂna'ﬁijil oordinacija
Selenacija

Mannichova reakcija
Couplingova reakcija ~

Mannichova reakcija
Couplingova reakcija
Koordinacija Aldolna kondenzacija
Konverzija u
piridone

Slika 4. Reaktivni centri 3-hidroksipiran-4-ona i reakcije kojima podlijezu. Preuzeto i

prilagodeno iz: [19].

Kojinska kiselina posjeduje nekoliko vaznih reakcijskih centara koji mogu biti ukljuceni u
brojne reakcije: adicije, alkilacije, acilacije, oksidacije, otvaranje prstena te reakcije
nukleofilne i elektrofilne supstitucije 14,19, 20].

Posebnost u vidu strukture kojinske kiseline u usporedbi s ostalim hidroksipiranonima jest
posjedovanje hidroksimetilne skupine na atomu C-2 koja sluzi kao dodatni reakcijski centar
te se moze oksidirati Jonesovim reagensom koji se sastoji od otopine kromovog(VI) oksida
(CrO3), natrijeva ili kalijeva dikromata (NaxCr,0O7, K2Cr2O7) u razrijedenoj sumpornoj
kiselini (H2SO4(aq)). Nakon oksidacije navedenim reagensom, kojinska kiselina se pretvara
u karboksilnu kiselinu ili u klorokojinsku kiselinu reakcijom s tionilkloridom. Hidroksilna
grupa koja se nalazi na atomu C-5 u reakciji s metalima poput natrija, kalcija, bakra, nikla i
kadmija dovodi, naj¢es¢e, do nastanka soli tih metala [14, 19, 20]. Strukturne modifikacije
na atomu C-6 mogu se provesti aldolnom kondenzacijom ili Mannichovom reakcijom
ukoliko su atomi C-2 i C-5 ve¢ supstituirani. Ovakve modifikacije su vrlo vaZzne za sintezu

novih spojeva na bazi hidroksipiranona s razli¢itim bioloskim svojstvima [19, 20].

2.1.2. Koordinacijski spojevi

Kompleksni spojevi su zanimljiva grupa spojeva koji se sastoje od centralnog metalnog
kationa (CMK) koji moZe biti Ca**, Cu®’, Fe?", Mg**, Fe**. CMK su okruZeni, najéesce,
neutralnim molekulama (voda, amonijak, ugljikov monoksid) ili anionima (CN", OH", F~,
NOs"). Anioni 1 manje neutralne molekule koje se nalaze oko centralnog metalnog kationa

zovu se ligandima. Ligandi i centralni metalni kationi su povezani koordinacijskom vezom.



Ona se jos naziva i donorsko-akceptorskom vezom zato $to ligandi koji, najéescée, sadrzavaju
jedan ili viSe neveznih elektronskih parova doniraju te parove u vezu s CMK s ciljem
postizanja popunjavanja valentne ljuske metalnog kationa. Koordinacijski broj (KB)
pokazuje broj liganada vezanih na CMK. Najc¢es¢i koordinacijski brojevi su 4 1 6, no moguci
sui: 2,3,5,718. S obzirom na broj donorskih atoma ligandi se mogu podijeliti na:
monodentatne i polidentatne (bidentatni, tridentatni...). Ligandi koji posjeduju vise
donorskih mjesta pomocu kojih mogu tvoriti koordinacijsku vezu s centralnim metalom te
tvore prstenaste strukture nazivaju se kelatnim ligandima [23—-26]. Najpoznatiji primjeri
kelatnih liganada su pentan-2,4-dion (CH3;COCH>COCH3) (Slika 5a) ili etilendiamin
(C2H4(NH2)>) (Slika 5b) koji se na centralni metalni ion vezu preko svoja dva kisikova

odnosno dusikova atoma [23-28].

a) O Ol
HgC)J\)\CH

Slika 5. Strukturna formula a) pentan-2,4-diona i b) etilendiamina. Preuzeto i prilagodeno

iz: [28].

b)
H2N\/\NH2

3

2.1.2.1. Kelatni ligandi

3-hidroksi-n-piranoni (n =2, 4) Cesto se koriste kao O, O- kelatni ligandi zbog afiniteta prema
metalnim ionima te stvaranja kompleksnih spojeva. (Hidroksi)piranonski kompleksi s
obzirom na slabije bidentatno vezanje (od primjerice hidroksipiridinona koji sadrze N
donorne atome i pokazuju jadi afinitet prema metalnim ionima, npr. Cu?"), &este disocijacije
kompleksa 1 otpuStanja metalnih iona u organizmu, sluze kao transportni sustavi za
dopremanje metalnih iona u dijelove organizma gdje postoji deficit metalnih iona od
bioloSkog znacaja [29-31]. Kompleksi su neutralni Sto im olakSava put do odrediSta

(bioloske mete) kroz lipofilne membrane tkiva putem olakSane pasivne difuzije [19, 32].

2.1.2.2. Kelatni efekt i stabilnost kompleksa

Molekulska grada liganda moze u velikoj mjeri igrati ulogu u stvaranju kompleksnih
spojeva. Vrsta, broj i polozaj donornih atoma su zna¢ajan ¢imbenik pri dizajniranju liganada
za stvaranje koordinacijskih spojeva, odnosno pri dizajniranju liganada za vezanje

specifiénih metalnih kationa. Zna€ajni ¢imbenici koji se uzimaju u obzir pri dizajniranju



liganada su: HSAB! princip [33], geometrija kelatnog prstena i veli¢ina slobodnog veznog
prostora (kod ciklickih liganada). Hanckok i suradnici [34] su 2013. godine objavili rad u
kojemu su iznijeli rezultate DFT (engl. Discrete Fourier Transform) analize ucinka veliCine
kelatnog prstena na selektivnost metalnih iona u kompleksima poliaminskih liganada.
Kontrola selektivnosti metalnih iona vazna je u nizu podrucja, primjerice za dizajniranje
liganada koji bi mogli ukloniti metalne ione koji uzrokuju brojne bolesti kao Sto su Cu(Il) 1
Zn(II) kod Alzheimerove bolesti i Fe(III) u Parkinsonovoj bolesti ili selektivnog uklanjanja
Am(IIT) 1 Cm(IIl) iz smjesa Ln(IIl) iona prilikom obrade nuklearnog otpada. Prilikom
dizajniranja liganada u obzir se prvenstveno uzima izbor donorskih atoma, koji je u velikoj
mjeri zasnovan na Pearsonovom HSAB principu koji mogu pomoc¢i u predvidanju oc¢ekivane
geometrijske preferencije liganda prema metalnom ionu. Dostupni literaturni podatci
podrzavaju ideju da peteroclani kelatni prsteni tvore stabilne komplekse kada se povezuju s
veéim metalnim kationima s ionskim radijusom oko 1,0 A, dok $esteroclani kelatni prsteni
stvaraju stericki najpovoljnije komplekse formiraju s manjima ionima poput Be(II) s ionskim
radijusom oko 0,3 A odnosno $estero¢lani prstenovi imaju optimalnu geometriju za vezanje

manjih metalnih iona [35-37].
2.1.3. Bioloska istrazivanja

2.1.3.1. Testovi citotoksicnosti

Za ispitivanje razlicitih spojeva 1 njihovih u¢inaka na ljude 1 zivotinje primjenjuju se testovi
toksi¢nosti; za odredivanje odnosa koncentracije ispitivane tvari 1 vremena izlaganja te
mehanizama njihova djelovanja. Dijele se na in vitro 1 in vivo testove. U biomedicinskim se
istrazivanjima vise primjenjuju in vitro testovi koji podrazumijevaju razlicite sustave poput
stanicnih linija 1 frakcije, stani¢nih kultura te dijelove tkiva 1 kulture organa. Testovi
citotoksi¢nosti su reproducibilni, standardizirani, relativno jeftini 1 brzi te se s pomocu njih
mogu ispitati stanicni, fizioloski i molekularni mehanizmi toksi¢nosti [38].

Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, naj¢e$¢e se odreduje bazalna
citotoksi¢nost koja se definira kao sposobnost stani¢nog prezivljenja uslijed djelovanja
kemijskih spojeva. Ovakva vrsta testova nudi mnoge prednosti te omogucava da se
ispitivanjem spojeva na stanicama predvidi uc¢inak na covjeka. Sluze kao svojevrstan probir

supstanci za daljnja bioloska ispitivanja te za generiranje toksikoloskih profila.

! HSAB (engl. Hard and Soft (Lewis) acids and bases) — HSAB koncept se koristi u kemiji za objasnjenje
stabilnosti spojeva, reakcijskih mehanizama i putova.



U kratkom vremenskom intervalu in vitro testovi omogucavaju analizu velikog broja tvari u
Sirokom rasponu koncentracija $to je svakako dobra preliminarna smjernica za planiranje
daljnjih istrazivanja. Najces¢e primjenjivani testovi citotoksi¢nosti zasnivaju se na promjeni
boja poput Kenacid Blue R, Neutral Red, MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid) i MTS ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij) koje omogucavaju kolorimetrijsko mjerenje stanicne

vijabilnosti 1 proliferacije [39, 40, 41].

2.1.3.2. Stanicne linije kao koristan alat za biomedicinska istrazivanja

Stani¢ne kulture su kulture stanica koje se uzgajaju (kultiviraju) umjetno, izvan njihova
prirodnog okruzenja u kontroliranim in vitro uvjetima. Hranjivi medij sadrzi razlicite
aminokiseline, vitamine, soli i glukozu te serum koji predstavlja izvor polipeptidnih faktora
rasta nuZznih za diobu stanica. Stanice se Cuvaju u posebno kontroliranim uvjetima: na
temperaturi od 37 °C, pri 5 % ugljikovog(IV) oksida i 95 % atmosferskog zraka. Kako bi se
sprijeC¢ila kontaminacija osjetljivih stani¢nih kultura, moraju se odrzavati sterilni

laboratorijski uvjeti rada [42].

2.1.3.3. Dvodimenzijska stanicna kultura

Dvodimenzijska kultura stanica (2D kultura) je kultura stanica uzgajana na ravnoj i
rastu u jednom sloju na podlozi (monosloju). Sve stanice u kulturi dobivaju jednaku koli¢inu
hranjivih tvari i ¢cimbenika rasta iz medija i sve stanice su u istoj fazi stani¢nog ciklusa
(sinkroni rast). S obzirom da rastu u monosloju, prilikom ispitivanja djelovanja spojeva,
stanice su samo djelomi¢no izlozene djelovanju spoja te odgovor koji se dobije nije u

cijelosti istovjetan prirodnom okruZenju stanica u uvjetima in vivo (Slika 6) [42, 43].
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Slika 6. Dvodimenzijski stani¢ni model (2D model) u kojem stanice ostvaruju
medukontakt sa susjednim stanicama, kontakt s podlogom (donji dio stanica) i kontakt s

medijem (povrSina stanica). Preuzeto 1 prilagodeno iz: [43].

2.1.3.4. Grada bakterija i antibakterijska ispitivanja

Bakterije pripadaju skupini jednostani¢nih mikroorganizama, smatraju se najzastupljenijim
novom okoliSu putem spontane mutacije ¢ime poboljSavaju svoju prilagodbu zbog ¢ega su
znanstvenicima zanimljive za proucavanje.
Dijele se s obzirom na:

a) morfologiju (cilindri¢ne, koki 1 bacili),

b) metabolizam (autotrofne i heterotrofne)

¢) stani¢nu membranu (Gram-pozitivne 1 Gram-negativne) [44].
Temelj podjele s obzirom na sastav stanicne membrane i reakcije na Gram test razvio je Hans
Christian Gram, koji je identificirao bakterije na temelju reakcije njihovih stani¢nih
membrana na odredene boje 1 kemikalije [44, 45]. Razlike izmedu Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija prvenstveno su povezane s njithovim sastavom stani¢ne membrane
(Slika 7) [45]. Gram-pozitivne bakterije imaju staniéne membrane koje se uglavnom sastoje
peptidoglikana (mureina). Ove bakterije se oboje u ljubic¢asto nakon Gram testa. Najpoznatiji
predstavnici Gram-pozitivnih bakterija su: Streptococcus, Staphylococcus aureus, Bacillus
anthracis 1 Clostridium botulinum [44]. Gram-negativne bakterije imaju stanicne membrane
sa samo tankim slojem peptidoglikana, a na vanjskoj membrani sadrze lipopolisaharidnu
komponentu. Gram-negativne bakterije se oboje crveno ili ruzi¢asto nakon Gram-testa.
Najpoznatiji predstavnici Gram-negativnih bakterija su: Escherichia coli, Salmonella,

Hemophilus influenzae, Neisseria 1 Bordetella pertussis [44].



Na Slici 7 nalazi se prikaz razlika u gradi stanicnih membrana Gram-pozitivnih i Gram-

negativnih bakterija

LIPOPOLISAHARIDI |
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Lipoproteini
Peptidoglikan
PROTEN . & —Periplazmatski prostor —
Stanicna
membrana
Gram — pozitivne bakterije Gram-negativne bakterije

Slika 7. Razlike u gradi stani¢nih membrana Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija.

Preuzeto i prilagodeno iz: [45].

2.1.4. Bioloska ispitivanja slobodne kojinske kiseline

2.1.4.1. Primjena u kozmetickoj industriji

Kojinska kiselina znacajnu primjenu pronalazi u kozmetickoj industriji gdje se najvise
koristi kao sredstvo protiv hiperpigmentacije koze. Naime, kojinska kiselina kompetitivho
inhibira tirozinazu, enzim koji kontrolira sintezu melanina koji je odgovoran za pigmentaciju
koZe. Kojinska kiselina stvara kelatne spojeve s bakrovim(II) ionima (Cu?) koji se nalaze u
aktivnom mjestu tirozinaze. Na Slici 8 dan je prikaz vezanja kojinske kiseline na aktivno
mjesto tirozinaze i to bidentatno na bakrove(Il) ione pri ¢emu je His63 dekoordiniran te se
stvara vodikova veza izmedu Ser206 i1 kojinske kiseline. S obzirom na to da kojinska kiselina
vrlo lako oksidira u kozmetickoj industriji se sve ¢eS¢e upotrebljavaju derivati kojinske
kiseline koji takoder inhibiraju tirozinazu. Derivati kojinske kiseline najcesce su pripravljeni
modifikacijom hidroksilne skupine na atomu C-7 1 to: esterifikacijom, stvaranjem
hidroksifenil etera, glikozilacijom, ugradnjom u derivate aminokiselina ili tripeptida te se na
taj nacin stabilnost 1 u¢inkovitost spojeva znacajno povecavaju. Osim depigmentacijskog
ucinka, prema literaturno dostupnim podatcima, kojinska kiselina djeluje 1 radioprotektivno

tj. poboljSava toleranciju normalnog tkiva na zracenje [16,46-50].
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Slika 8. Prikaz vezanja kojinske kiseline na aktivno mjesto bakterijske tirozinaze. Preuzeto

1 prilagodeno iz: [50].

2.1.4.2. Antibakterijska ispitivanja

Prema dosadasnjim istrazivanjima, kojinska kiselina posjeduje potencijalna antibakterijska,
antifungalna, antimikrobna i protuupalna djelovanja [14]. Yu Wu i suradnici [51] istrazivali
su antibakterijski ucinak slobodne kojinske kiseline na pet bakterija. Istrazivanje je
provedeno na Gram-pozitivnim bakterijama (Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis i
Staphylococcus aureus) te Gram-negativnim bakterijama (Escherichi coli 1 Salmonella
typhimurium). Na spomenutim bakterijskim vrstama, kojinska kiselina je pokazala zna¢ajno
inhibicijsko djelovanje na stvaranje biofilma [51]. Biofilm je visokostrukturirana zajednica
mikroorganizama, najceS¢e bakterija, koji su medusobno povezani i uklopljeni u
izvanstani¢ni matriks koji su sami stvorili. Glavna uloga biofilma je preZivljavanje bakterija
u teSkim zivotnim uvjetima [52].

Kako bi se testirani spojevi/ligandi mogli evaluirati te kako bi se njihova bioloska aktivnost
mogla medusobno usporedivati, koriste se tzv. inhibitorne koncentracije. Jedna od takvih
koncentracija je 1 MIC (engl. MIC Minimal Inhibitory Concentration — minimalna
inhibitorna koncentracija) koja predstavlja najmanju koncentraciju ispitivanoga spoja koja
dovodi do inhibicije rasta mikroorganizama nakon inkubacije [53-55].

Opcenita klasifikacija MIC vrijednosti nalazi se u Tablici 1.
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Tablica 1. Klasifikacija antimikrobne aktivnosti prema MIC vrijednostima. Preuzeto i

prilagodeno iz: [56].

MIC (mM) Klasifikacija antimikrobne aktivnosti
0,0-0,5 izrazita antimikrobna aktivnost
0,6-1,5 srednja antimikrobna aktivnost

>1,5 slaba antimikrobna aktivnost

Vrijednosti MIC-a na Gram-pozitivnim bakterijama, L. monocytogenes, B. subtilis, 1 S.
aureus za slobodnu kojinsku kiselinu iznosile su: 20, 20 i 10 mM, dok su na Gram-
negativnim bakterijama, E. coli i S. typhimurium vrijednosti iznosile 10 i 5 mM, $to ukazuje
na to da su Gram-negativne bakterije bile mnogo osjetljivije na djelovanje kojinske kiseline
od Gram-pozitivnih bakterija [51].

Niza vrijednost MIC-a ukazuje na to da je potrebna manja koncentracija ispitivane tvari za
inhibiciju rasta organizma/bakterija, stoga su lijekovi s nizim MIC vrijednostima u¢inkovitiji
antimikrobni agensi. Uz MIC u literaturi se Cesto koriste 1 vrijednosti MBC (engl. Minimal
Bactericidal Concentration — minimalna baktericidna koncentracija) [53-55]. U istrazivanju
Wu i suradnika [51] MBC vrijednosti slobodne kojinske kiseline na Gram-pozitivnim
bakterijama bile su u rasponu od 40 do 80 mM, dok je na E. coli MBC vrijednost iznosila 20
mM. MBC pokazuje vrijednost najniZze koncentracije antibakterijskog sredstva potrebnog za
inhibiciju djelovanja i rasta ispitivanih bakterija. U spomenutom istraZivanju pokazano je da
kojinska kiselina degradira integritet staniéne membrane bakterije, $to je pokazano
mjerenjem sadrzaja unutarstani¢nog enzima B-galaktozidaze u supernatantima. Oslobadanje
K" iona iz citosola dovodi do promjena zeta potencijala stanica. Promjena zeta potencijala
uzrokuje poremecaj subcelularne lokalizacije odredenih proteina koji su povezani s diobom
stanica $to u konacnici za rezultat ima inaktivaciju bakterija. Smatra se da slobodna -CH.OH
(hidroksimetilna) grupa na atomu C-2 kojinske kiseline ima znacajnu ulogu u

antibakterijskim uc¢incima kojinske kiseline protiv Gram-negativnih bakterija [51].
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2.1.4.2. Antifungalna ispitivanja

Kako bi se ispitalo antifungalno djelovanje kojinske kiseline Gui-Yang Zhu i suradnici [57]
su ispitali djelovanje slobodne kojinske kiseline na gljivicnom patogenu Sclerotinia
sclerotiorum koji napada soju te uzrokuje goleme ekonomske gubitke diljem svijeta. S.
sclerotiorum je vrlo teSko suzbiti zbog specificne strukture, sklerocija (specificni oblik
gljivice), koja patogenu pruza dodatnu zastitu. Slobodna kojinska kiselina je u in vitro
istrazivanjima pokazala vrlo u¢inkovito antifungalno djelovanje inhibicijom sinteze hitina,
melanina i nastanak oksalne kiseline $to je u konacnici inhibiralo 1 stvaranje sklerocija. Pri
koncentraciji od 15 mM neznatno je smanjen rast micelija Botryosphaeria dothidea, Valsa
pyri i Colletotrichum brevisporum, no ova koncentracija u potpunosti je inhibirala rast S.
sclerotiorum. Usporedujuci antifungalno djelovanje slobodne kojinske kiseline s dostupnim,
komercijalnim fungicidima, karbendazimom 1 proklorazom, utvrdeno je da komercijalni
fungicidi pokazuju veée antifungalno djelovanje in vitro od slobodne kojinske kiseline [57].
Navedena tvrdnja potvrdena je 1 vrijednostima ECso (engl. Half Maximal Effective
Concentration — polovica efektivne koncentracije) [58,59] koje su za kojinsku kiselinu
iznosile 6,3+0,7mM (0,89 £0,09 mg/ml), dok su vrijednosti ECso za karbendazim i
prokloraz bile 2,8 +0,3 (0,51 + 0,06 mg/ml) i 0,7+0 0,2 mM (0,26 + 0,07 mg/ ml) (manja

vrijednost znaci jacu inhibiciju) [57].

2.1.4.3.Primjena kojinske kiseline u prehrambenoj industriji

Osim za navedene primjene, kojinska kiselina i u prehrambenoj industriji pronalazi
raznoliku primjenu. Gljivice Aspergillus favus se tradicionalno koriste u proizvodnji sakea
(rizino vino), miso (fermentirana sojina tjestenina) 1 soja sosa. Primjenjuje se za sprjecavanje
enzimatskog posmedivanja hrane te za sprjeCavanje crnjenja voca, povréa i rakova tijekom
skladiStenja. Naime, kojinska kiselina ima sposobnost inhibiranja enzima polifenol-oksidaze
koji djeluje kada su proizvodi izloZeni kisiku. Koristi se 1 u proizvodnji tjestenine kako bi se
izbjegla promjena boje 1 pojava tamnih toCkica ¢emu je razlog ve¢ navedeno inhibitorno
djelovanje na enzim tirozinazu [16,60]. Upotreba kojinske kiseline je raznolika te se pored
navedenih primjena upotrebljava jo$ i u agrokulturi kao kelatni agens 1 aktivator ineskticida
u proizvodnji pesticida. U kemijskoj industriji koristi se za dokazivanje Fe*" iona s kojima
tvori stabilni kompleks tamnocrvene boje. Na Slici 9 nalaze se shematski prikazi jednadzbe

nastanka kompleksnih spojeva kojinske kiseline 1 zeljezovih iona [14,16].
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Slika 9. Shema: Nastanak kompleksa kojinske kiseline 1 zeljezovih(III) iona. Preuzeto i

prilagodeno iz: [61].

2.2. Kompleksni spojevi s kojinskom kiselinom

Od otkrica cisplatina ([Pt(NH3)2Cl2]) 1965. godine, veliki broj metalnih koordinacijskih
spojeva koji sadrze ione platine(Il), rutenija(Il), zlata(I) ili bakra(Il) i (I) su dizajnirani,
sintetizirani 1 testirani kako bi se razvili klini¢ki ucinkoviti i sigurni lijekovi.
Diamindikloroplatina(Il) je kompleks s kvadratnom planarnom geometrijom s dva moguca
konformacijska izomera cis 1 trans, odnosno cisplatin i transplatin (Slika 10) [62].

Za razliku od cisplatina, transplatin je potpuno neaktivan u tumorskim stanicama zbog
kineticke nestabilnosti koja ubrzava njegovu deaktivaciju i1 ograni¢ava sposobnost

ostvarivanja veza s molekulom DNA [63].

Cl. NH;  HgN. Cl

-~ -

Pt \‘Pt'/
o SNH, o SWAH,

Cisplatin Transplatin

Slika 10. Strukturne formule: a) cisplatina i b) transplatina. Preuzeto i prilagodeno iz: [64].

Cisplatin je prva linija terapije za mnoge vrste raka te se koristi samostalno ili u kombinaciji
s drugim spojevima za lijeCenje mnogih vrsta ove bolesti, npr. raka testisa, jajnika, mjehura
ili leukemije. Zbog niske kemijske stabilnosti cisplatin se naj¢eSce primjenjuje intravenski.
U stanice ulazi na dva nacina: pasivno; jednostavnom difuzijom ili aktivnim transportnim
sustavima posredovanim proteinima, npr. ljudski prijenosnik organskih kationa (hOCT2) i
bakar transportni protein (Ctrl). U citoplazmi se cisplatin hidrolizira i jedan od dva kloridna
liganda je istisnut vodom te nastaje aktivna forma cisplatina: [PtCI(H2O)(NH3)2] koji se
povezuje s molekulom DNA, posebno u poloZaju N7 gvanina i adenina i polozaju N3
citozina, tvore¢i monofunkcionalni adukt [PtCI(DNA)(NH3)>]" [62]. Mehanizam djelovanja

cisplatina zasniva se na vezanju hidratiziranog kompleksa (aktivna forma cisplatina) s
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jezgrinom DNA S§to u vecini sluc¢ajeva uzrokuje distorziju molekule DNA 1 posljedi¢no
aktivaciju mehanizma programirane stani¢ne smrti, odnosno apoptozu (Slika 11) [62, 66—
71].

Unakrsno povezivanje
cizplatina s molekulom DNA

H‘\H/“ 5__ : ) "I\“/m[,. ” |1I\H/UH_.
H.h/ \C! l—;_::__if—> H._/ \t.'l H,.\/ \OH;

Cisplatin o e %) Alktivna forma cizplatina
(hidratizirani kompleks)

Slika 11. Shema: Nastanak aktivne forme kompleksa cisplatina. Preuzeto i prilagodeno iz:

[64].

Lijecenje cisplatinom povezano je s brojnim nuspojavama, medu kojima su najcesce:
nefrotoksi¢no (bubrezi), hepatotoksi¢no (jetra), kardiotoksi¢no (srce), imunotoksi¢no
(otpornost organizma), ototoksi¢no (sluh), neurotoksi¢no (Ziv€ani sustav), uz toksi¢no
djelovanje 1 na reproduktivni sustav. Smanjena funkcija antioksidativnog obrambenog
sustava zabiljezena je zbog oksidativnog stresa uzrokovanog stvaranjem reaktivnih vrsta
kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), ukljucuju¢i antioksidativne enzime 1
neenzimske molekule i smanjeni glutation ¢emu je uzrok prevelika citotoksi¢nost i smanjena
selektivnost cisplatina. S obzirom na brojne nuspojave cisplatina, unazad nekoliko desetlje¢a
znanstvenici nastoje sintetizirati nove spojeve koji nec¢e imati toksi¢na djelovanja na zdrave
stanice, odnosno koji ¢e biti selektivni iskljucivo prema tumorskim stani¢nim linijama [62,

66-71].

2.2.1. Metode priprave kompleksa kojinske kiseline

Sinteza u otopini je najceSc¢e koriStena metoda priprave kompleksa, potencijalno zbog svoje
jednostavnosti, mogucnosti praéenja samog procesa i kontrole nastanka kona¢nog produkta
(npr. promjena reakcijskih uvjeta; poput odabira otapala i/ili temperature). Odabir otapala
predstavlja najvazniji korak prilikom ovakvih sinteza, stoga je vrlo vazno otapalo odabrati
pazljivo i racionalno jer odabir otapala u konacnici ima utjecaj na konacni produkt (¢istoca,
veli€ina, oblik, kristalni sustavi). NajceSc¢e koriStena otapala su: etanol (CoHsOH)), metanol
(CH30H), izopropanol (C3HgO), metiletilketon (C4HgO), tetrahidrofuran ((CH2)40) i aceton

(CH3COCH3)). Najpoznatije metode sinteze u otopini su: isparavanje otapala (evaporacija),
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talozenje, ,,slurry® sinteza, sinteza potpomognuta ultrazvukom, tehnologija superkriti¢nog
fluida itd. [72]. Za razliku od sinteza u otopini koje se ve¢inom odvijaju pri atmosferskom
tlaku (101 325 Pa) hidrotermalne i solvotermalne sinteze ukljuuju heterogene reakcije u
prisutnosti vode (hidrotermalna sinteza) ili nekog drugog otapala (solvotermalna sinteza) pri
visokom tlaku i temperaturi (temperatura veca od vreliSta otapala) u zatvorenom sustavu
(hermeticki zatvorena posuda ili visokotla¢ni autoklav u subkriti€nim ili superkritiénim
uvjetima otapala). Pod tim uvjetima dolazi do raspada gotovo svih anorganskih tvari te dolazi
do kristalizacije novih faza — stvaranja novih produkata. U ovakvim se reakcijama upravo
voda koristi kao najéesce otapalo buduéi da je ekoloski prihvatljiva, jeftina, dobro istrazena,
dostupna te su poznate promjene njenih fizikalno-kemijskih svojstava u ovisnosti o tlaku i
temperaturi [73—78].

Uz navedene sintetske metode, posljednje se desetlje¢e pojavljuje interes za
mehanokemijskim metodama sinteze, a potaknut je potragom za novim i ¢i§¢im metodama.
Mehanokemijske metode temelje se na primjeni mehanicke sile prilikom ¢ega se polazni
reaktanti usitnjavaju i mijeSaju mljevenjem. Mljevenje se provodi ru¢no, u ahatnom
tarioniku ili u mlinu (npr. planetarni kuglicni mlin) [79,80]. Danas se mehanokemijske
metode koriste za sintezu anorganskih spojeva, kokristala, poroznih organskih materijala,
metalo-organskih spojeva i polimera [80].

Mehanokemijsku sintezu moguce je provesti na tri nacina:

1. NG sinteza (engl. Neat Grinding — sinteza bez prisutnosti otapala) podrazumijeva
sintezu u suhim uvjetima gdje su reaktanti u ¢vrstom stanju.

2. LAG sinteza (engl. Liquid Assisted Grinding — teku¢inski potpomognuto mljevenje)
je vrsta mehanokemijske sinteze koja podrazumijeva dodatak male koli¢ine otapala
koje posjeduje kataliticki efekt na mljevenje 1 samu reakciju.

3. ILAG sinteza (engl. lon and Liquid Assisted Grinding — mljevenje potpomognuto
ionima 1 teku¢inom) mehanokemijska metoda koja uz dodatak minimalne koliine

otapala podrazumijeva i dodatak kataliticke koli¢ine soli [81].

U Tablici 2 nalaze se odabrani kompleksni spojevi dostupni u literaturi, metode njihove
priprave te prinos, odnosno iskoriStenje kemijske reakcije, tamo gdje je taj podatak bio

naveden.
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Tablica 2. Odabrani kompleksni spojevi, metode priprave i prinos.

Kompleksni spoj

[Zn(bpy)(ka)(H20)Cl]

[Zn(PPh3)(ka)2(H20)]

[Pd(ka)(H20)2]Cl1

[Pd(bpy)(ka)]Cl

[Ag(PPh;3)(ka)]-H20

[Pd(PPhs)(ka)C1]-0,5H,0

[Pt(PPhs)(ka)Cl]

[Ru(PPhs)a(ka):]

[Rh(ka)2(PPh3)Cl]

[Ag(HKA)(NO3)]-H20

Cu(KA)

Metoda/e
priprave
sinteza u
otopini
sinteza u
otopini
sinteza u
otopini
sinteza u
otopini

sinteza u
otopini
sinteza u

otopini
sinteza u
otopini
sinteza u
otopini
sinteza u
otopini
kugli¢no
mljevenje 1
potom
kristalizacija iz
vode/acetona
kugli¢no
mljevenje,
Hslurry* sinteza
u vodi,
otopinska

sinteza u vodi

Prinos

Objasnjenje oznaka

ka= kojinska kiselina

ka= kojinska kiselina

ka= kojinska kiselina

bpy= 2,2’-bipiridin
ka= kojinska kiselina

PPhs= trifenilfosfin
ka= kojinska kiselina

PPhs= trifenilfosfin
ka= kojinska kiselina
ka= kojinska kiselina
ka= kojinska kiselina

PPh;= trifenilfosfin
ka= kojinska kiselina

HKA=kojinska kiselina

KA= kojinska kiselina

Izvor

[82]

[82]

[82]

[82]

[82]

[82]

[82]

[82]

[82]

[83]

[83]
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(sve metode su
rezultirale
polikristalnim
produktima)
LHslurry* sinteza
u etanolu/vodi,
otopinska
sinteza u vodi,
kugli¢no
Zn(KA), —
mljevenje
(sve metode su
rezultirale
jediniénim
kristalom)
"slurry" sinteza
u vodi,
otopinska
sinteza u vodi,
kugli¢no
[Ga(KA)2(OH2)2][NO3]-H.0 ) ) -
mljevenje
(sve metode su
rezultirale
jediniénim
kristalom)
sinteza u
[Mn.A.L-2H>0O] o 70 %
otopini
sinteza u
[Co.A.L] o 64 %
otopini
‘ sinteza u
[Ni.A.L] o 58 %
otopini
sinteza u

[Zn.A.L] L 63 %
otopini

KA= kojinska kiselina

KA= kojinska kiselina

A = L-prolin
L = deprotonirani oblik
kojinske kiseline
A = L-prolin
L = deprotonirani oblik
kojinske kiseline
A = L-prolin
L = deprotonirani oblik
kojinske kiseline
A = L-prolin
L = deprotonirani oblik
kojinske kiseline

[83]

[83]

[84]

[84]

[84]

[84]
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sinteza u

Fe(KA)s 65 % KA= deprotonirani [85]
otopini oblik kojinske kiseline
sinteza u L'=N'-(3-etoksi-2-
[VOLI(KA)] 53 % h1dr0k51ben2111den)-4- [86]
otopini metoksibenzohidrazid

KA= kojinska kiselina
BBOV=(bis(5-hidroksi-

sinteza u .
BBOV 50 % 4-0kso-4-piran-2- [87]
otopini ilmetilbenzoato
oksovanadij(V))
sinteza u 60— 70
Cu[KA-F-NH,] N . F=fenilalanin [88]
otopini Yo
sinteza u 60— 70
Cu[ KA-W-NH:>] .. W=triptofan [88]
otopini %
sinteza u 60 —-70
Cu[KA-Y-NH] .. Y=tirozin [88]
otopini %
sinteza u 60— 70
Cu[KA-H-NH,] N H=histidin [88]
otopini %

Iz podataka navedenih u tablici moze se zakljuciti da je najvise produkata dobiveno sintezom
uz otopini, najcesce koristen metalni ion je bakrov(Il) ion, a prinosi se kre¢u izmedu 50 — 70
%. Takoder, dobiveno je viSe monokristalnih umjesto polikristalnih uzoraka, Sto je
omogucilo jednozna¢no odredivanje molekulskih i kristalnih struktura koje ¢e biti opisane u

idu¢em poglavlju.

2.2.2. Strukturna karakterizacija kompleksa s kojinskom kiselinom

Annan 1 suradnici [82] su sintetizirali i1 strukturno karakterizirali komplekse prijelaznih
metala (Rh**, Pd*", Ag" i Pt*") s kojinskom kiselinom u prisutnosti 2,2 -bipiridina i
trifenilfosfina te su ispitali protutumorsko djelovanje novosintetiziranih spojeva [82].
Sintetizirani su sljede¢i kompleksni spojevi:

a) [Zn(bpy)(ka)(H20)Cl],

b) [Zn(PPhs)(ka)2(H20)],

¢) [Pd(ka)(H20)2]Cl,

d) [Pd(bpy)(ka)]Cl,

e) [Ag(PPhs)(ka)]-H2O,

f) [Ru(PPhs)a(ka).],
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g) [Rh(ka)>(PPh3)CI] [81],

gdje je: PPhs= trifenilfosfin; bpy = 2,2’-bipiridin; ka = kojinska kiselina. Molekulske
strukture pretpostavljene su na temelju rezultata sljedecih analitickih metoda: infracrvena
spektroskopija (engl. Infrared Spectroscopy, IR), nuklearna magnetska rezonancija ('H, 1*C,
31P) (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR), ultraljubi¢asta-vidljiva spektofotometrija
(engl. Ultraviolet—visible Spectrophotometry, UV-Vis), elektronska ionizacija (engl.
Electron lonization, El), termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetric Analysis,
TGA) [81]. Od ukupno 7 sintetiziranih spojeva, Annan i suradnici [82] su jednom spoju
([Ag(PPh3)(ka)]- H20) uspjeli odrediti to¢nu kristalnu i molekulsku strukturu pomocu
rendgenske difrakcije na jedinicnom kristalu [82].

Prema rezultatima, spoj [Ag(PPhs)(ka)]-H2O je neutralni kompleks ¢ija se jedini¢na Celija
sastoji od jednog Ag" iona, molekule kojinske kiseline (ka) i molekule trifenilfosfina (PPhs)
te molekule H>O, koja je kristalizacijska, odnosno nije izravno vezana na srebrov(l) ion.
Koordinacijski broj (KB) iznosi 3. Empirijska formula kompleksa odredena analitickim
tehnikama (elementna analiza) je C24H22AgOsP, a relativna molekulska masa spoja iznosi
528,87 [81]. Spoj kristalizira u monoklinskom sustavu u P21/n prostornoj skupini. Na Slici
12 prikazana je strukturna formula spoja [89].

Kristalografski podatci o kristalnoj i molekulskoj strukturi spoja pohranjeni su u Cambridge
kristalografskom podatkovnom centaru (engl. Cambridge Crystallographic Data Centre,
CCDC) pod identifikacijskim kodom: ZISREB [89].

0
XY OH

0O
0N H,0

Ph3P —Ag

Slika 12. Strukturna formula spoja [Ag(PPhs)(ka)]. Preuzeto i prilagodeno iz: [89].

Sun 1 suradnici [83] su sintetizirali, strukturno karakterizirali i1 ispitali antibakterijsko
djelovanje kompleksnih spojeva kojinske kiseline s Ag*, Cu?*, Zn*" i Ga>". Nastala su tri 1D
koordinacijska polimera i jedan 0D kompleks [83]. Svi kompleksi strukturno su
karakterizirani pomo¢i rendgenske difrakcije na jedinicnom i/ili polikristalnom uzorku.

Sintetizirani su sljedeci spojevi:
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[Ag(HKA)(NO3)]-H20, Cu(KA): , Zn(KA): 1 [Ga(KA)2(OH2)2][NOs3]-H20, gdje je HKA=
kojinska kiselina; KA= deprotonirani oblik kojinske kiseline. Na Slici 13 prikazane su

kristalne strukture sintetiziranih kompleksnih spojeva [83].

[Ag(HKA)(NO,)]-H,0 Cu(KA),
1D POLIMER (a) 1D POLIMER (b)

5 (2 - 4 .
;,:‘;-*;r::*ﬁ s osolesre

P, P R, s M

L P

Zn[l(A]z [Ga( KA):‘[DHﬂz][NDsi'HzO
1D POLIMER (c) 0D KOMPLEKS (d)
iy Yo

,ﬁ;z:?,. gt )
»
gfg*;-r‘ _ 'm 5 8 >

Slika 13. Kristalne strukture produkata reakcija kojinske kiseline s (a) Ag", (b) Cu®*, (c)

Zn*" i (d) Ga®" solima. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

Sun i suradnici [83] su ustanovili da je [Ag(HKA)(NO3)]-H20 neutralni spoj koji se moze
opisati kao hidratizirani kokristal nastao iz AgNOs 1 kojinske kiseline. Ovaj spoj jedini od
ostalih sintetiziranih spojeva u ovom istraZivanju posjeduje protonirani oblik kojinske
kiseline. Empirijska formula kompleksa glasi CcHsAgNO7-H2O, a relativna molekulska
masa iznosi 330 [83]. Spoj kristalizira u ortorompskom kristalnom sustavu te posjeduje

Pn2y/a prostornu skupinu. Molekulska struktura kompleksnog spoja prikazana je na slici 14

[83].
Lok L

LN} ’/:

Slika 14. Molekulska struktura spoja [Ag(HKA)(NOs3)]-H20. Srebrov(l) ion je oznacen
sivom bojom, kisikovi atomi vezani na duSikov atomi plavom, a kisikovi atomi crvenom
bojom. Zutom bojom su oznaéeni ugljikovi atomi, a bijelom vodikovi. Preuzeto i

prilagodeno 1z: [83].
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U koordinacijskoj kemiji, srebrov(I) ion se uvelike koristi zbog svoje karakteristike mekog
akceptora kao 1 zbog relativno fleksibilne koordinacijske sfere. Takva koordinacijska sfera
omogucuje srebrovu(I) ionu koordinaciju razli¢itim ligandima u razli¢itim geometrijama kao
1 heteroatomima §to rezultira Sirokim nizom moguc¢ih koordinacijskih spojeva srebra(I). lako
se Cesto smatra da Ag(l) preferira linearnu koordinaciju, pretragom strukturnih baza
podataka kao 1 dostupnih radova, nadeno je da je od 3319 kristalnih struktura kompleksa
srebra(l), u 24,0 % spojeva KB (koordinacijski broj) za srebrov(I) ion iznosi 2, dok 23,0 %
spojeva pokazuje KB 3, a ¢ak u 44,0 % spojeva srebro ima koordinacijski broj 4, dok
preostalih 9,0 % pokazuju koordinacijske brojeve vece od cetiri, u kojima koordinacijsku
sferu obi¢no popunjavaju molekule otapala ili anioni. Iz svega navedenog, vidljivo je da
spojevi u kojima se nalazi srebrov(l) ion uglavhom pokazuje linearnu, trigonsku i
tetraedarsku koordinaciju. Srebro ima veliki afinitet za tvrde donorske atome kao Sto su
dusik ili kisik te atome mekih donora kao §to je sumpor, $to ga ¢ini povoljnim gradivnim
blokom za stvaranje koordinacijskih polimera. Grozdicki i suradnici su u svom preglednom
radu izvijestili da srebrovi(l) karboksilati tvore premosne dimere kao u [Ag2(OOCCsHs):]
koji se potom agregiraju i tvore polimerne mreze (npr. [Ag(OOCCF3)],,
[Ag(OOCC(CH3)3]s, [AgOOC(CH3)CC(H)CH3s],. Njihova slaba topljivost i1 osjetljivost na
svjetlost ¢ine ih zahtjevnima za strukturna ispitivanja [90-92].

Sun 1 suradnici [83] ustanovili su da je u spoju Cu(KA),, bakrov(Il) ion koordiniran s pet
atoma kisika: od kojih Cetiri pripadaju dvama kojatnim anionima (djeluju kao bidentatni
ligandi te ¢ine kvadratnu bazu piramidalnog poliedra) i jedan dolazi od Ocnon skupine tre¢eg
kojatnog aniona, Sto naposljetku uzrokuje cik-cak koordinaciju 1D polimera koji se proteze
paralelno s kristalografskom b-osi. Empirijska formula kompleksnog spoja glasi
C12H10CuOg ¢ija relativna molekulska masa iznosi 345 [83].

Struktura spoja Cu(KA)> odredena je na temelju rendgenske difrakcije 1 TGA. Pri
temperaturi od 345 K provedena je rendgenska difrakcija na polikristalnom uzorku.
Kompleksni spoj kristalizira u monoklinskom kristalnom sustavu te posjeduje Pn2i/a

prostornu skupinu (Slika 15) [83].
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(@)

(c)
Slika 15. Poliedri kvadratne piramide atoma kisika oko kationa Cu' u Cu(KA), (a); 1D
cik-cak lanci (b); vodikova veza O—:--(H)OCHOH (c). loni bakra prikazani su tamno

naran¢astom bojom. Preuzeto i1 prilagodeno iz: [83].

Struktura tre¢eg od ukupno Cetiri istraZzena spoja Sun-a i suradnika: Zn(KA). odredena je
rendgenskom difrakcijom na jedini¢nom kristalu pri temperaturi od 298 K. Kompleksni spoj

kristalizira u triklinskom kristalnom sustavu te posjeduje P-1 prostornu skupinu (Slika 16)

[83].

Slika 16. 1D koordinacijski polimer (a) koji se proteze duz smjera (010) u kristalnom

Zn(KA): (b). Zn*? kationi su oznageni plavom bojom. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

U kompleksnom spoju [Ga(KA)>(OH2)2][NOs]-H20 kation Ga*" koordiniraju dva kojatna

aniona te dvije molekule vode koje popunjavaju sfernu oktaedarsku koordinaciju, za razliku
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od nitratnog iona koji ne pripada koordinacijskoj sferi. Empirijska formula kompleksnog
spoja je Ci2HisGaNOis, a relativna molekulska masa iznosi 466.97 [83]. Struktura
[Ga(KA)2(OH2)2][NO3]'-H2O je odredena na temelju rendgenske difrakcije na
monokristalnom uzorku pri temperaturi od 298 K. Spoj kristalizira u monoklinskom

kristalnom sustavu te posjeduje Pn2i/c prostornu skupinu (Slika 17) [83].

Slika 17. (a) Oktaedarska koordinacija oko kationa Ga®" i (b) interkalacija nitratnih
aniona/molekula vode izmedu valovitih slojeva kationa koji se protezu duz smjera b-osi.
(vodikovi atomi nisu prikazni). Atomi kisika, koji dolaze od vode oznaceni su tamnije
plavom (koordinacijska sfera) i svijetloplavom bojom; nitratni kisik je oznacen tirkiznom

(cijan) bojom, a atomi dusika su ljubiCaste boje. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

Sharma 1 suradnici [84] su sintetizirali 1 strukturno karakterizirali nekoliko kompleksnih
spojeva prijelaznih metala s L-prolinom i kojinskom kiselinom. Op¢a jednadzba nastanka

kompleksnih spojeva[84]:

M?* + HA + HL = MAL + 2H"

gdje su: M** = Mn?*, Co®", Ni** ili Zn*', A = L-prolin i L = kojinska kiselina

Svi kompleksni spojevi su amorfni 1 postojani na zraku te su djelomi¢no topljivi u metanolu,
a netopljivi u vodi i1 organskim otapalima poput benzena (CeHs), kloroforma (CHCls) i
ugljikovog tetraklorida (CCls) te zbog toga nije moguca karakterizacija konvencionalnim
metodama poput osmometrije ili viskoznog mjerenja [84]. Struktura kompleksnih spojeva
pretpostavljena je pomocu IR, TGA, UV-VIS spektroskopije 1 magnetskih svojstava.

Kompleks s Mn?" posjeduje oktaedarsku geometriju, dok kompleksni spojevi s ostalim
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metalima (Co?’, Ni*" ili Zn*") posjeduju tetraedarsku geometriju [84]. U literaturi esto
nailazi se na dodatak raznih aminokiselina kompleksnim spojevima koji pokazuju znacajna

protutumorska svojstva.

2.2.3. Bioloska vaznost i primjena (prijelaznih) metala

Biogeni elementi ukljucuju sljedecih deset esencijalnih metala: Na, K, Mg i Ca (elementi s
bloka); Mn, Fe, Co, Cui Zn (3d elementi) te jedan 4d element: Mo. Pored navedenih metala
1 drugi metali takoder pokazuju biogena svojstva, medutim njihova uloga nije u potpunosti
razrijeSena. Prijelazni metali imaju neispunjene ili djelomicno ispunjene d-orbitale, stoga su
njihova oksidacijska stanja u spojevima promjenjiva, Sto zapravo objasnjava njihovu
sklonost sudjelovanju u velikom broju oksidacijsko-redukcijskih procesa, ¢ime utjecu na
magnetska i elektronska svojstva svojih kompleksa. Zn je iznimka zato Sto pripada skupini
postprijelaznih metala iako se nalazi u d bloku. Tvore¢i razne komplekse s brojnim
bioligandima Zzivog organizma, prijelazni metali se ponaSaju kao "organizatori zivota'.
Prijelazni metali su od izuzetnog znacaja u pripravi spojeva s bioloskom aktivnoséu jer u
vedini slucajeva upravo metali, a ne ligandi dovode do bioloske aktivnosti [93]. U Tablici 3
navedeni su esencijalni metali, koordinacijski broj, donori atoma i bioligandi te bioloska

funkcija [93].

Tablica 3. Biogeni metalni ioni, koordinacijski broj, donori atoma i bioligandi te bioloSka

uloga. Preuzeto 1 prilagodeno iz: [93].

Ime i simbol 5 Preferirani donori
) KB, geometrija o ) BioloSka uloga
metalnog iona atoma, bioligandi
Nositelj naboja, osmotska
y O-eter, hidroksil, ravnotez, Zivéani impulsi i
Natrij, Na* 6, oktaedar . L
karboksilat kontrakcija miSic¢a
O-eter, hidroksil, Nositelj naboja, osmotska

Kalij, K* 6-8, fleksibilna . . .
karboksilat ravnoteZz, ziv€éani impulsi 1

kontrakcija miSic¢a
Magnezij, 6, oktaedar O-karboksilat, Strukturna funkcija u
Mg?* fosfat hidrolazama, izomerazama,

prijenos fosfata
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Kalcij, Ca?*

Mangan,
Mn2+ ( dS )

Mangan,
Mn3+ (d4)

Kobalt,
Co? (d7)
Kobalt,
Co* (d°)
Kobalt,
Co? (d7)
Kobalt,
Co* (d®)

Bakar,
Cu* (d'%)
Bakar,
Cu?* (d°)

Bakar,
Cu?* (d°)
Cink,
Zn®* (d'0)

Cink,
Zn2+ (dIO)

6-8, fleksibilna

6, oktaedar

6, tetragonska

4, tetraedar

6, oktaedar

6, oktaedar

6, oktaedar

4, tetraedar

5, kvadratna
piramida

6, tetragonska

4, kvadratna
planarna

4, tetraedar

5, kvadratna

piramida

O-karboksilat,
karbonil,
fosfat
O-karboksilar,
fosfat, N-
imidazol
O-karboksilat,
fosfat,
Hidroksid

S-tiolat, tioeter,
N-imidazol
O-karboksilat,
N-imidazol
O-karboksilat,
N-imidazol
O-karboksilat,

N-imidazol

S-tiolat, tioeter,
N-imidazol
O-karboksilat
N-Imidazol

O-karboksilat,
N-imidazol
O-karboksilat,

karbonil,

S-tiolat, N-imidazol

O-karboksilat,
karbonil,

N-imidazol

Struktura, nositelj naboja,

prijenos

Strukturna funkcija u

oksidazama, fotosinteza

Strukturna funkcija u

oksidazama, fotosinteza

Enzimska kazaliza: prijenos
alkilne skupine, oksidaze
Enzimska kazaliza: prijenos
alkilne skupine u vitamin
B12 (cijanokobaltamin).
Enzimska kataliza: prijenos
alkilne skupine u vitamin B2,
Enzimska kataliza: prijenos

alkilne skupine u vitamin Bias

Prijenos elektrona
Tip Il bakrene oksidaze,
hidroksilaze
Tip I bakrene hidroksilaze,
O2 transport uhemocijanin
Enzimska kataliza: Tip Il bakar u
oksidazama
Strukturna funkcija u ,,cinkovim
prstima‘
(engl. zinc finger)
regulacija gena, anhidraze,

1 dehidrogenaze.
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Strukturna funkcija u

hidrolazama, peptidazama

0-oksid,
Enzimska kataliza, i prijenos
Molibden, karboksilat,
6, oktaedar ‘ kisika u
Mo** (d?) fenolat, S-sulfid,
oksidazama
tiolat

2.3. Bioloska aktivnost kompleksnih spojeva s kojinskom kiselinom

2.3.1. Protutumorska aktivnost

Annan i suradnici [82] sintetizirali su 5 kompleksa s kojinskom kiselinom u svrhu ispitivanja
in vitro protutumorske aktivnosti. Sintetizirani kompleksi: ([Pd(ka)(H20)]Cl,
[Zn(PPhs3)(ka)2(H20)], [Pd(PPhs)(ka)Cl], [Pt(PPh3)(ka)Cl] i [Ag(PPhs)(ka)]) testirani su na
stani¢nim linijama raka jajnika (VC-8-BRCA 1 VC-8) [81]. Uc¢inkovitost ispitivanih spojeva
evaluirana je vrijednostima /Cso (engl. Inhibitory Concetration 50 — kvantitativna mjera koja
pokazuje koliko je ispitivane tvari potrebno za postizanje 50 % inhibicije stani¢nog rasta)
Niske vrijednosti /Csp ukazuju na zna€ajnu ucinkovitost spoja pri niskim koncentracijama
[94]. U Tablici 4 nalazi se klasifikacija prema citotoksi¢nosti s obzirom na /Csg vrijednost
[94,95].

Tablica 4. Opcenita klasifikacija citotoksicnosti tvari s obzirom na /Csg vrijednosti [95].

I1Cso / uM Citotoksicnost

<20 uM Izrazito citotoksi¢no
21-200 uM Umjereno citotoksi¢no
201-500 uM Blago citotoksi¢no

>500 uM Bez citotoksi¢nog efekta

Kao standard za usporedbu djelovanja spojeva je koristen cisplatin ¢ije su /Cso vrijednosti
iznosile 12 uM (VC-8-BRCA) odnosno 10,07 uM (VC-8). Pored kompleksnih spojeva
ispitana je i protutumorska aktivnost slobodne kojinske kiseline, kako bi se potvrdilo
djelovanje (uloga) kompleksa, odnosno metala u spoju. Vrijednosti /Cso Ag-kompleksa 1

kojinske kiseline iznosile su 66,01 odnosno 71,00 uM. Ostali kompleksni spojevi pokazali
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sumanje /Cso vrijednosti od slobodne kojinske kiseline te je iz toga razvidno da protumorska
aktivnost potjece od metala, a ne od liganda [82].

Najznacajniju antiproliferativnu aktivnost pokazao je spoj [Ag(ka)(PPhs)] cije ICso
vrijednosti iznose iznose 8,80 odnosno 8,87 uM (vrijednosti manje od onih za cisplatin). U
Tablici 5 nalaze se /Cso vrijednosti slobodne kojinske kiseline, cisplatina i1 ispitivanih
kompleksnih spojeva na linijjama: VC-8-BRCA 1 VC-8 [82].

U istrazivanju nije naveden ucinak spoja [Ag(ka)(PPhs)] na zdravu stani¢nu liniju ¢ime bi
se dobio uvid u to je li spoj i selektivan. Iz rezultata istrazivanja moze se zakljuciti samo da

ima vecu citotoksi¢nost od cisplatina.

Tablica 5. Protutumorska aktivnost (izraZzena u vrijednostima /Cso / uM) slobodne kojinske
kiseline, kompleksnih spojeva i cisplatina (standard) na stani¢nim linijama raka jajnika (VC-

8-BRCA 1 VC-8). Preuzeto i prilagodeno iz: [82].

Spoj VC-8-BRCA VC-8
Kojinska kiselina 66,01+0,02 71,00+0,5
[Pd(ka)(H20):]Cl 46,06+0,03 52,09+0,05

[Zn(PPhs)(ka)2(H20)] 20,00+0,01 21,29+0,01
[Pd(PPh;3)(ka)Cl] 14,76+0,04 18,06+0,04
[Pt(PPh3)(ka)Cl] 10,30+0 0 12,24+0,05

[Ag(PPhs)(ka)] 8,79+0,01 8,87+0,02
Cisplatin (standard) 9,12+0,01 10,07+0,02

2.3.2. Antibakterijska aktivnost

Spojevima (([Ag(HKA)(NO3)]'H20, Cu(KA)2, [Ga(KA)2(OH2)2][NO3]-H20 1 Zn(KA)2))
¢ija su strukturna obiljeZja pojasnjena u poglavlju 2.2.2 (Sun 1 suradnici [83]) ispitana je
antimikrobna aktivnost. Osim spojevima, aktivnost je ispitana 1 €istim solima koriStenim
prilikom sinteze (AgNO3, Cu(NO3)2, Zn(NO3)2 1 Ga(NO3)3 ) te slobodnoj kojinskoj kiselini
na sljede¢im bakterijama: E. coli, P. aeruginosaiS. aureus. Svi testirani uzorci pokazali su
antibakterijsku aktivnost. Najbolju antibakterijsku aktivnost pokazali su cisti AgNO3 1
[Ag(HKA)-NOs3]-H20. MIC vrijednosti (izrazene u mM) Cistih soli, slobodne kojinske

kiseline 1 kompleksnih spojeva [83] nalaze se u Tablici 6.
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Tablica 6. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) soli, slobodne kojinske kiseline i

kompleksa s metalima Ag, Cu, Zn i Ga. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

Kemijska formula tvari E. coli P. aeruginosa S. aureus

AgNO; 0,10 0,05 0,10
Cu(NO3)2 3,13 1,56 3,13
Zn(NO3)> 3,13 3,13 6,25
Ga(NOs)3 3,13 3,13 3,13

HKA 3,13 3,13 > 6,25
[Ag(HKA)-NOs]-H20 0,10 0,10 0,98
Cu(KA)2 >6,25 >6,25 >6,25

Zn(KA), >6,25 >6,25 >6,25
[Ga(KA)2(OH2)2][NOs]-H20 >6,25 >6,25 >6,25

Iz Tablice 6 je razvidno da najmanje znacajne rezultate antibakterijske aktivnosti (izrazene
MBC-om) pokazuju spojevi: Cu(KA),, [Ga(KA)2(OH2):][NO3]'H20 1 Zn(KA), a
najznacajnije rezultate pokazali su AgNO3 1 [Ag(HKA)-NOz]-H2O. Zanimljive rezultate
pokazala je i slobodna kojinska kiselina, MBC vrijednosti na bakterijama E. coli i P.
aeruginosa bili su znacajni, ali na bakteriji S. aurenus nije pokazala znac¢ajnu inhibiciju
bakterija (Tablica 7). Moguc¢i uzrok znacajnosti i razlici rezultata je razlika u prodiranju
spojeva kroz staniénu membranu Gram-pozitivne bakterije [83]. Jedan od poznatih
mehanizama djelovanja srebrovih(I) spojeva zasniva se na degradaciji stani¢ne stijenke cime
spojevi dospijevaju do stanicne membrane. U stani¢noj se membrani vezu za proteine,
mijenjaju propusnost membrane $to omogucava ulazak spojeva i drugih tvari u unutrasnjost
same stanice. Kada spojevi dospiju unutar stanice srebrovi(I) ioni se mogu vezati na
molekule DNA/RNA S§to posljedicno dovodi do onemogucava replikacije nukleinskih
kiselina, a potom 1 stani¢ne smrti [96-98]. Sumarne MIC i MBC vrijednosti za najpotentnije

spojeve nalaze se u Tablici 8.
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Tablica 7. Minimalne baktericidne koncentracije (MBC izrazene u mM) za Ciste soli,

kojinsku kiselinu i komplekse. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

Kemijska formula tvari

AgNOs3
Cu(NOs3)2
Zn(NO3)2
Ga(NO3)3

HKA
[Ag(HKA)-NOs]-H20
Cu(KA)2
Zn(KA)>

[Ga(KA)2(OH2)2][NOs]-H20

E. coli

0,10
3,13
3,13
3,13
3,13
0,10

>6,25
>6,25
>6,25

P. aeruginosa

>6,25
>6,25
>6,25

0,05
1,56
3,13
3,13
3,13
0,10

S. aureus
0,10
3,13
6,25
3,13
>6,25
0,98
>6,25
>6,25
>6,25

Tablica 8. Sumarne MIC i MBC vrijednosti kompleksnih spojeva Ag, Cu, Zn, Ga s

kojinskom kiselinom. Preuzeto i prilagodeno iz: [83].

Kompleksni spoj

[Ag(HKA)-NO3]-H20

Cu(KA)

Zn(KA)z

Ga(KA)2(OH2)2][NOs]-H20

Bakterije

E. coli
P, aeruginosa
S. aureus
E. coli
P, aeruginosa
S. aureus
E. coli
P, aeruginosa
S. aureus
E. coli
P aeruginosa

S. aureus

MIC

(mg/mlL)
<0,05
<0,05
<0,05

6,25
6,25
1,56
3,00
1,50
3,00
3,00
3,10
3,00

MBC
(mg/mlL)
0,10
0,10
0,98
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25
>6,25

Izvor

[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
[58]
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2.3.3. In vivo ispitivanja

Testiranja koja se provode na zivotinjama i ljudima nazivaju se in vivo testiranja. In vivo
testovi citotoksi¢nosti provode se na za to posebno uzgajanim zivotinjama. Postoji vise vrsta
testova toksiCnosti, a razlikuju se u svom cilju, te u trajanju i nac¢inu provodenja.
Yong-Biao Wei 1 Xiao-Da Yang [87] proveli su in vivo istrazivanje na ICR (izvorna skupina
Svicarskih miSeva) [99] miSevima oba spola (tezina 20 + 2 g) i na albino Sprague—Dawley
Stakorima (tezina 220-240 g) kako bi ispitali antidijabeti¢ko djelovanje sintetiziranih
kompleksnih spojeva vanadija ¢ije je inzulinomimetsko djelovanje (imitiraju hormon
inzulin) do danas ve¢ dokazano. Sve zivotinje su bile u kontroliranim uvjetima (12:12 h
ciklus svjetlo/tama) te su imali stalan pristup hrani i vodi [87]. ICR (CD-1®) miSevi, izvorno
potjecu od Svicarskih albino miSeva, naSiroko se koriste u biomedicinskim istrazivanjima
zbog svoje visoke reproduktivne sposobnosti, brzog rasta i snazne prilagodljivosti okolisu.
Ovi miSevi sluze kao izvrsni modeli u Sirokom rasponu istraZivackih polja, ukljucujuci
starenje, toksikologiju, farmakologiju, onkologiju, imunologiju 1 istraZivanje cjepiva.
Njihova prilagodljivost i genetska varijabilnost usko odrazavaju genetsku raznolikost u
ljudskoj populaciji, $to ih ¢ini vrlo vrijednima u polju medicinskih istrazivanja [100,101].
Wei i Yang proveli su sljedece testove in vivo [87]:
1. Test akutne toksi¢nosti (preliminarni test) proveli su za spoj BBOV bis(5-hidroksi-4-
okso-4-piran-2-ilmetilbenzoatooksovanadij(V) (BBOV) na ICR miSevima. Rezultati se
nalaze u Tablici 9. Koristili su 6 grupa po deset ICR miSeva, a iz rezultata je vidljivo da

je najmanji postotak smrtnosti u grupi miseva koji su dobili i najmanju dozu [87].

Tablica 9. Rezultati testa akutne toksi¢nosti BBOV-a. Preuzeto i prilagodeno iz: [87].

Postotak
Doza
Grupa Broj miSeva Log(doza) Smrtnost smrtnosti
(mg/kg)
(%)

1 10 3,000 3,477 9 90, 00
2 10 2,400 3,380 7 70, 00
3 10 1,920 3,283 5 50, 00
4 10 1, 540 3,188 4 40, 00
5 10 1,230 3,090 2 20, 00
6 10 0,980 2,991 1 10, 00
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2. Razina glukoze u krvi nataste kod kontrolnih i Stakora s dijabetesom:
Znacajna promjena ( p > 0, 05) razine glukoze u krvi kontrolnih Stakora lijecenih samo
BBOVom nije se dogodila. No, razine glukoze u krvi Stakora s dijabetesom bile su
znacajne (p <0,05) te su znacajno (p <0,01) vrac¢ene na gotovo normalnu razinu oralnom

primjenom BBOV-a, i bis(maltolato)oksovanadija(IV) (BMOV) [87].

3. Test tolerancije glukoze
U usporedbi s normalnim, kontrolnim Stakorima, Stakori s dijabetesom, koji su lijeceni
BBOV-om i BMOV-om jos§ uvijek su pokazivali znacajne promjene razine glukoze u
krvi, no grani¢ne vrijednosti su bile mnogo nize od vrijednosti Stakora s dijabetesom (p
<0, 01) te su se na kraju vratile gotovo normalnim razinama glukoze u krvi. Iz ovoga se
moze zakljuciti da je tretman BBOV-om ublazio utjecaj na razinu glukoze u krvi.
Tretman ligandom nije imao nikakav utjecaj ni kod normalnih kontrolnih Stakora niti
kod dijabetickih Stakora pa se moze zakljuciti kako je glavni utjecaj imao sami metal,

vanadjij [87].

4. Srednja smrtonosna doza (engl. Median Lethal Dose, 1.Dso)
Prema podatcima o akutnoj toksi¢nosti, LDso za BBOV je 1,794 mg/kg, a LDso ostale
kompleksne spojeve iznosi: BMOV; 902 mg/kg, BSOV (bis(5-hidroksi-4-okso-4-piran-
2-il-2-hidroksi-benzoatooksovanadij(IV)); 3,200 mg/kg. Prema Loomis 1 Hayesovoj
klasifikacija kemijska tvar s LDso u rasponu od 5,000—15,000 (netoksi¢na), 5005, 000
(blago toksi¢na), 50-500 (umjereno toksi¢na) i 1-50 (vrlo toksi¢na) mg/kg. BBOV
pripada skupini blago toksi¢nih tvari [87].

Testovi antidijabeti¢ke aktivnosti BBOV-a pokazali su da oralna primjena BBOV poprili¢no
smanjuje hiperglikemiju, smanjenjem aktivnost tolerancije glukoze i smanjenjem unosa
hrane i vode bez snizavanja tjelesna tezina u 4 tjedna tijekom lijeCenja kod Stakora
dijabeticara. LDso govori da BBOV pripada skupini blago toksi¢nih spojeva. Rezultati
dobiveni na pokusnim Zivotinjama ukazuju na ucinkovito djelovanje BBOV-a kao

hipoglikemijskog agensa [87].
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2.3.4. Pregled ostalih bioloskih ispitivanja kompleksnih spojeva

Kako bi se ispitalo posjeduju li kompleksni spojevi depigmentacijusku aktivnost, Kwak i
suradnici [88] su Cetiri odabrana kompleksna spoja s kojinskom kiselinom (aminokiselinama
1 amino skupinom) (KA-F-NH», KA-W-NH», KA-Y-NH> i KA-FWY-NH») u koncentraciji
od 100mM testirali na Mel-Ab stani¢nu liniju koja proizvodi veliku koli¢inu melanina. Na
tretiranim stanicnim linijama Mel-Ab niti jedan spoj nije pokazao citotoksi¢nost pri
koncentraciji od 100 mM. Cu-[KA-W-NH] i Cu-[KA-Y-NH>] pokazali su najveéu aktivnost
inhibicije melanogeneze (biosinteza melanina u melanocitima koze). Spoj Cu-[KA-FWY-
NH2] nije pokazao inhibitornu aktivnost u Mel-Ab stanicama zbog velike molekulske tezine
koja sprjec¢ava difundiranje u stanicu [88,102]. Pregled odabranih kompleksa s kojinskom

kiselinom koji pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti nalazi se u Tablici 10.

Tablica 10. Popis odabranih kompleksnih spojeva s kojinskom kiselinom koji posjeduju

razli¢itu bioloSku aktivnost.

Spoj BioloSka aktivnost Referenca
Antidijabetski u¢inak [87]
BBOV
Antioksidativni uc¢inak [87]
Depigmentacijski
Cu-[KA-W-NH] [88]
ucinak
Depigmentacijski
Cu-[KA-Y-NH:>] [88]
ucinak
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3. ZAKLJUCAK

Kojinska kiselina je organska kiselina koja je najpoznatija kao sredstvo protiv
hiperpigmentacije koze. Prirodni je produkt mikrobioloske fermentacije na Cvrstoj fazi.
Nakon otkrica cisplatina koji je prvi kompleksni spoj koriSten za lijeCenje razlicitih vrsta
raka, nastala je potreba za pripravom i prouc¢avanjem metalnih spojeva koji ¢e biti bioloski
aktivni, ali nefe imati nuspojave kao cisplatin te ¢e biti selektivni iskljuivo prema
tumorskim stanicama. Pregledom dostupne literature, kompleksi s kojinskom kiselinom 1
derivatima kojinske kiseline pokazali su izrazito velik potencijal za daljnja proucavanja
bioloskih ucinaka. Poseban je naglasak stavljen na protutumorsku, antibakterijsku i
antifungalnu aktivnost. Takoder je uoceno da slobodna kojinska kiselina ne pokazuje
znacajnu protutumorsku aktivnost u odnosu na to kada je vezana na metalni kation. U
slobodnoj formi, kojinska kiselina pokazuje znacajnu antibakterijsku aktivnost. Spoznaje
koje su nastale kao pregled rezultata novijih istrazivanja svakako imaju potencijal doprinijeti
dizajnu novih spojeva koji u strukturama sadrze bioloski aktivhe metale poput bakra,
vanadija, zlata, srebra, cinka s naglaskom na povecanju selektivnosti, odnosno

minimiziranju rizika za okolno zdravo tkivo.
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4. POPIS KRATICA 1 SIMBOLA

2D kultura — dvodimenzijska kultura

BBOYV — (bis(5-hidroksi-4-okso-4-piran-2-ilmetilbenzoatooksovanadij(V))
BMOY - (bis(maltolato)oksovanadij(IV))

bpy —2,2’-bipiridin

CCDC - engl. Cambridge Crystallographic Data Centre — Cambridge kristalografski
podatkovni centar

CMK - centralni metalni kation

ECs0— engl. Half Maximal Effective Concentration— polovica efektivne koncentracije
EI — engl. Electron lonization — Elektronska ionizacija

F — triptofan

HKA — protonirana kojinska kiselina

ICs0 — engl. Half Maximal Inhibitory Concentration — polovica maksimalne inhibirajuce
koncentracije)

ILAG sinteza — engl. lon and Liquid Assisted Grinding — mljevenje potpomognuto ionima
i teku¢inom

KA — deprotonirani oblik kojinske kiseline

KB — koordinacijski broj

LAG sinteza — engl. Liquid Assisted Grinding — teku¢inski potpomognuto mljevenje
LDso— engl. median lethal dose — srednja smrtonosna doza

MAL — M?*" = Mn?", Co*", Ni*" ili Zn**, A = L-prolin i L = kojinska kiselina

MBC — engl. Minimal Bactericidal Concetrantion — minimalna baktericidna koncentracija
MIC — engl. Minimal Inhibitory Concetration — minimalna inhibitorna koncentracija
MTS —(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij)
MTT — (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolijev bromid)

NG sinteza — engl. Neat Grinding — sinteza bez prisutnosti otapala

NMR - engl. NMR Nuclear Magnetic Resonance — Nuklearna magnestk rezonancija

PPhs — trifenilfosfin
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ROS — engl. Reactive Oxygen Species — reaktivne kisikove vrste

TGA — engl. Thermogravimetric Analysis — termogravimetrijska analiza
UV-vis spektroskopija — engl. Ultraviolet Visible Spectroscopy

W — triptofan

Y- tirozin
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