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Antioksidacijska svojstva derivata dipikolinske kiseline

Sazetak:

U ovom radu istrazena su antioksidacijska svojstva novo-sintetiziranih mono- i di- derivata

dipikolinske kiseline, i to tiosemikarbazida, tiadiazola, oksadiazola, tiazolidinona i triazola.

Za odredivanje antioksidacijskih svojstava koriStena je DPPH metoda, te askorbinska

kiselina kao standard.

Tiosemikarbazidi su se pokazali kao odli¢ni antioksidansi, a vidljiv je i utjecaj pojedinih
supstituenata na porast antioksidacijske aktivnosti, osobito fenilnog prstena. Najmaniji utjecaj
na antioksidacijsku aktivnost su pokazali derivati oksadiazola i tiazolidinona, neovisno o

supstituentu.

KljuCne rijeci:

Dipikolinska kiselina, DPPH metoda, antioksidacijska aktivnost



Antioxidant activity of dipicolinic acid derivatives

Abstract:

In the present study, newly synthesized mono- and di- derivatives of dipicolinic acid,
thiosemicarbazides, thiadiazoles, oxadiazoles, thiazolidinones and triazoles, were evaluated
for their antioxidant activity.

DPPH scavenging activity method was used to estimate the activity of compounds. Ascorbic

acid was used as standard compound.

Some derivatives, thiosemicarbazides namely, showed an excellent antioxidant activity,
especially those possessing phenyl ring as a substituent. The lowest activity was observed
with compounds bearing thiazolidinone and oxadiazole ring.

Keywords:

Dipicolinic acid, DPPH scavenging activity, antioxidant activity
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1.0 Uvod

Godine istrazivanja oksidativnog stresa dovele su do spoznaje da je oksidativni stres vrlo
bitan faktor u patogenezi mnogih bolesti. Povec¢ana produkcija oksidanasa pod utjecajem
oksidativnog stresa dovodi do daljnjeg ostecenja funkcija svih stanica u organizmu ukoliko se
ne svede na normalnu razinu. Stoga je sve viSe studija koje istraZuju nove antioksidanse i

njihov potencijalni terapijski u€inak.

Cilj ovog rada je bio istraziti antioksidativna svojstva novih mono- i di- derivata dipikolinske
kiseline, i to tiosemikarbazida, tiadiazola, oksadiazola, tiazolidinona i triazola, skupina koje su
u brojnim istrazivanjima vec¢ pokazale znacajan utjecaj na porast antioksidacijske aktivnosti
(El Gammal i Mostafa, 2014; Soni i sur.,, 2015.; Kotaiah i sur.,, 2012; Rekha i
Chandrashekhara 2015.; Bhalgat i sur., 2010.). Na taj nacin cilj je bio dobiti uvid u odnos
strukture i aktivnosti pojedinih derivata dobivenih iz istog polaznog spoja, dipikolinske

kiseline.



2.0 TeorijskKi dio

2.1 Oksidativni stres

Oksidativni stres je pojam koji oznaCava poremecéaj ravnoteZe izmedu prooksidansa i
antioksidansa u korist prooksidansa.

Oksidansi u organizmu nastaju kao produkt normalnih fizioloSkih procesa, proizvodnje
energije, aktivacije fagocita, kontrakcije misi¢a, te izloZzenosti toksinima — duhanskom dimu,

alkoholu, pesticidima (Pisochi i Pop, 2015.).

Razli¢iti oblici zratenja poput UV-zragenja, x-zraka, mikrovalova i ultrazvuka takoder poti¢u

njihovo stvaranje (Sies, 1997.).

Smatra se kako su reaktivne vrste umjeSane u patogenezu mnogih bolesti, dok direktno
uzrokuju samo samo mali broj. Njihovo formiranje je uglavhom posljedica same bolesti, a
nastali oksidativni stres doprinosi daljnjem osteéenju organizma. Medu stanja koja se
povezuju s oksidativnim stresom ubrajaju se reumatoidni artritis, ARDS, emfizemi, te tumori

potaknuti kroni¢nim upalama (Halliwel, 2001.).

2.1.1 Oksidansi

Oksidansi su slobodni radikali, tj. molekule koje imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona i

stoga su vrlo reaktivni.

Naj¢eScCe se govori o reaktivnim vrstama kisika (ROS) i reaktivnim vrstama duSika (RNS).
Najvazniji su superoksid anion, hidrogen peroksid, hidroksilni i peroksilni radikali, singlet

kisik, peroksinitrit, te dusicni monoksid (Pisochi i Pop, 2015.).

Vrijeme poluzivota im je vrlo razliCito, a samim time i moguénost transporta do ciljanog

mjesta i uzrokovanje Stete.

ROS-ovi i RNS-ovi u stanicama pojedinih tkiva uzrokuju strukturne i funkcionalne promjene.
Lipidi su lako podlozni reakcijama peroksidacije sto dovodi do oStecenja stanicne membrane.
OstecCenje nukleinskih kiselina mozZe dovesti do mutacija DNA, te posljedicno i raka
(Halliwell, 2001.).



2.1.2 Antioksidansi

Antioksidansima se smatraju bilo koje supstance koje prisutne u maloj koncentraciji u odnosu

na oksidirajuéi supstrat zna¢ajno umanijuju ili inhibiraju oksidaciju tog supstrata.

Homeostaza stanica je osigurana endogenim antioksidativnim mehanizmima zastite. Ovdje
pripadaju antioksidativni enzimi superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza, te

neenzimski spojevi poput glutationa i koenzima Q (Pisoschi i Pop, 2015.).

Vitamini C i E, karotenoidi, te fenoli iz voéa i povr¢a se smatraju egzogenim antioksidansima
i njihov unos potpomaze u obrani organizma od oksidativhog stresa. Redovno konzumiranje
voca i povréa se povezuje sa smanjenim rizikom od degenerativnih bolesti uzrokovanih
starenjem organizma (tumori, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti) (Ames i sur.,
1993.).

Medutim, unos antioksidanasa putem suplemenata nije pokazao znacajni ucinak. Klini¢ke
studije u kojima je ispitivan utjecaj suplemenata a-tokoferola i S-karotena na incidenciju raka
plu¢a kod pusaca, osim sto nisu pokazale pozitivan efekt, dovele su do poveéanja uéestalosti

pojave raka (Albanes i sur., 1996.).

Moguci razlog je taj $to pretjeranim unosom antioksidanasa u organizam njihovo djelovanje

moze postati prooksidativno.

Takoder, oksidativni stres, iako se povezuje sa Stetnim djelovanjem, bitan je za razvoj i
funkcioniranje stanice jer oksidativna stanja stimuliraju vazne biokemijske procese. Male
koli¢ine ROS-ova i RNS-ova imaju vaznu ulogu u aktivaciji gena, obrani organizma od
mikroorganizama, posrednici su u vazodilataciji krvnih Zila, sudjeluju u kontroli krvnog tlaka i
stani¢noj signalizaciji. Stoga, velike koli¢ine antioksidanasa neutraliziranjem previse
ROS/RNS-ova naruSavaju ravnotezu izmedu oksidansa i reducensa, te dovode stanicu u

stanje reduktivnog stresa, to takoder dovodi do oste¢enja (Kohen i Nyska, 2002.).

Terapija antioksidansima je moguca u buduénosti, no potrebno je uzeti u obzir mnogo
faktora, od reaktivne prirode radikala, njihove produkcije u blizini ciljnih mjesta, sposobnosti
modifikacije u jo$ reaktivnije oblike, do sinergistickog djelovanja antioksidansa i moguénosti
kombiniranja, te razumijevanja samih mehanizama djelovanja antioksidansa (Kohen i Nyska
2002., Pisoschi i Pop, 2015.).



2.2 Dipikolinska Kiselina (piridin-2,6-dikarboksilna Kiselina)

Dipikolinska kiselina (Slika 1.) se u prirodi pojavljuje kao produkt oksidativhe razgradnje

vitamina, koenzima i alkaloida, te kao komponenta fulvinske kiseline (Ferraro i sur., 1997.).

Nalazi se u sporama bakterija vrsta Clostridium i Bacillus i €ini 4-15% suhe tvari (Tabor i sur.,
1976.). Smatra se kako utje€e na njihovu otpornost prema UV zraCenju, sporulaciju i
osjetljivost na toplinu. Dipikolinska kiselina i neki njezini derivati tvore stabilne spojeve s

metalima, te sprije€avaju oksidaciju lipida (Murakami i sur., 1998.).

Utvrdeno je kako dipikolinska kiselina i drugi supstituirani derivati piridina pokazuju
antimikrobno, antiinflamatorno i antitumorsko djelovanje (Ghozlan i sur., 2009.).

X

HO = OH

N
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Slika 1. Dipikolinska kiselina



3.0 Eksperimentalni dio

3.1 Zadatak

Cilj ovog rada bio je istraziti antioksidacijska svojstva novo-sintetiziranih derivata dipikolinske

kiseline.

3.2 Aparatura

3.2.1 Spektrofotometar

Apsorbancija je mjerena na UV-VIS spektrofotometru (Helios Gamma, Thermo Electron
Corporation). (Slika 2.)

Slika 2. Spektrofotometar

3.3 Materijali

3.3.1 Kemikalije

DMSO (dimetil sufoksid) dobavljen od proizvoda&a Sigma Aldrich (SAD)

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dobavljen od proizvodada Sigma Aldrich (SAD)

3.3.2 Uzorci

Derivati dipikolinske kiseline sintetizirani su u laboratoriju za Op¢u i analiticku kemiju.
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3.4 Metode

DPPH metoda

Postupak:

Pripremljene su otopine derivata dipikolinske kiseline (0,2mM) u DMSO-u, te otopina DPPH

(0,2mM), takoder u DMSO-u.

U epruvete je dodano 750 pL uzorka i 750 pL otopine DPPH, kako bi konana koncentracija

otopine bila 0,1 mM. Otopine su nakon muckanja ostavljene na sobnoj temperaturi 30

minuta, te je izmjerena apsorbancija na 517 nm. Sva mjerenja obavljena su u tri ponavljanja,

a kao standard je koriStena askorbinska kiselina.
Antioksidacijska aktivnost je izracunata po formuli:

(Krr=ty

% hvatanja DPPH = * 100

gdje je :

K-apsorbacija 0,1mM otopine DPPH u DMSO (kontrola)



Sp-apsorbancija 0,1 mM otopine uzorka u DMSO (slijepa proba)

A-apsorbancija otopine uzorka i DPPH



4.0 Rezultati i rasprava

Metoda je temeljena na upotrebi stabilnog slobodnog radikala DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil).

DPPH je stabilan radikal zbog delokaliziranog elektrona iznad molekule. Delokalizacija

takoder uzrokuje tamnoljubi¢asto obojenje.

Kada se otopina DPPH pomjesa sa supstancom koja moze donirati vodikov atom, dolazi do

redukcije i promjene ljubiCaste boje u Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije.
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Slika 3. Antioksidacijska aktivnost spojeva

U usporedbi s askorbinskom kiselinom spojevi 3c i 8c su pokazali vrlo dobru antioksidacijsku
aktivnost, Stovide spoj 3c €ak i bolju od same askorbinske kiseline, dok je spoj 4c pokazao
dobru aktivnost. Sva tri gore navedena spoja u svojoj strukturi posjeduju fenilni prsten, koji
ocCito doprinosi povecanju njihove antioksidacijske aktivnosti. Spojevi 3c i 4c pripadaju u
skupinu tiosemikarbazida, dok spoj 8c pripada skupini tiadiazola. Za tiosemikarbazide
opcenito vrijedi da mono- derivati pokazuju bolja antioksidacijska svojstva od di- derivata (3a
> 4a; 3b > 4b; 3c > 4c). Spojevi 6a, 11b i 11c ne pokazuju znacajnu antioksidacijsku
aktivnost. Opcenito, od svih navedenih skupina spojeva, 4-tiazolidinoni, bilo da potjecu od
mono- ili di- derivata ne pokazuju antioksidacijsku aktivnost. Triazoli pokazuju srednju

antioksidacijsku aktivnost bez znacajnog utjecaja razli€itin supstituenata (etil, metil, fenil).
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Uvodenje oksadiazolnog prstena (6a i 9a) takoder nije pokazalo znacajan doprinos porastu

antioksidacijske aktivnosti.



5.0 Zakljucak

Kao cilj ovog rada krenulo se s ciliem iznalazenja novih antioksidanasa, te pretpostavkom da
bi pojedine skupine mogle utjecati na povecanje antioksidacijske aktivnosti. 1z rada je jasno
vidljiv utjecaj pojedinih skupina i supstituenata na tim skupinama na antioksidacijsku
aktivnost. Kao najbolje antioksidanse iz ispitanih spojeva valja izdvojiti tiosemikarbazide,
osobito one s fenilnim supstituentom. Takoder, moze se izvaijiti i tiadiazolni prsten s fenilnim
supstituentom, te ¢e utjecaj navedenog prstena na antioksidacijsku aktivnost biti predmetom
daljnjeg istrazivanja. Tiazolidinoni i oksadiazoli nisu pokazali znaCajan utjecaj na

antioksidacijsku aktivnost.
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