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1. UVOD

Kurkumin [1,7-bis(4-hidroksi—3-metoksifenil)-1,6—heptadiene-3,5-dion], fitopolifenolni
pigment izoliran iz korijena biljke kurkume (lat. Curcuma longa L.), poznat je po Sirokom
spektru farmakoloskih svojstava, izmedu ostalog po vrlo snaznoj antimikrobnoj aktivnosti.

Njegovu primjenu kao terapeutik ogranicavaju farmakokineticke karakteristike kao Sto su
loSa bioraspoloZivost, brz metabolizam te potreba za ponavljajuéim unosom oralnih doza da
bi se postigla znacajna koncentracija unutar stanice. Cilj je otkriti nove, bioloski aktivnije i
biodostupnije spojeve kurkumina buduc¢i da mikrobioloska rezistencija na antibiotike u
danasnje vrijeme predstavlja ozbiljnu prijetnju javnom zdravstvu te poprima sve vecu
vaznost u svijetu. Zbog toga znanstvenici, modificiraju¢i kemijsku strukturu kurkumina,
sintetiziraju njegove analoge sa snaznijom antimikrobnom aktivnosc¢u.

Molekula kurkumina sadrzi dvije fenolne i jednu aktivnu metilensku skupinu, te 1,3-
diketonski, alkenski i enonski dio Sto su odli¢ni polozaji za bilo koju kemijsku modifikaciju,
uklju€ujuci kovalentno vezanje biomolekula za sintezu biokonjugata (Mishra i sur., 2005,
Bukhari i sur., 2013). Njegova kemijska struktura i mjesta pogodna za strukturne

modifikacije prikazani su na Slici 1.
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Slika 1. Moguca mjesta za strukturne modifikacije kurkumina (Bukhari i sur., 2013).

Cilj je ovog rada prikazati antimikrobnu aktivnost razlicitih kurkuminskih derivata pocevsi od
onih gdje su kurkuminu modificirane fenolne skupine pa sve do onih kojima je promijenjena

aktivna metilenska skupina, odn. 1,3-diketonski dio.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Antimikrobna aktivnost kurkuminskih derivata s modificiranom alkenskom
i/ili fenolnom skupinom

2.1.1. Tetrahidrokurkumin (THC) konjugiran aminokiselinama

Iako posjeduje obecavajuci potencijal kao terapeutik, mnoge studije upuéuju na to da
je kurkumin u fizioloSkim uvjetima nestabilan, te se /in vivo metabolizira do reduciranih
oblika. Tetrahidrokurkumin (THC, 1) glavni je metabolit kurkumina, njegova hidrogenirana,
lipofilnija i stabilna forma, a posjeduje njemu sli¢nu fizioloSku i farmakolosku aktivnost.
Kemijska struktura THC-a prikazana je na Slici 2.

HO 1 OH

Slika 2. Kemijska struktura tetrahidrokurkumina (Manjunatha i sur., 2013).

Zbog svega navedenog stvoren je velik interes za sintezom konjugata THC-a i
aminokiselina kako bi se istraZila njihova bioaktivna svojstva. U studiji Manjunatha i sur.
(2013) sintetizirano je sedam novih konjugata THC-a sa sljede¢im aminokiselinama: alanin
(2a), izoleucin (2b), prolin (2c), valin (2d), fenilalanin (2e), glicin (2f) i leucin (2g), Cije su
kemijske strukture prikazane na Slici 3.

2a: R=-CH;; b, 1b, 2b: R = -CH{CH}CsH;; o © O = O o,
2c: R = {CHj) 3 as part of pyrrclidine ring; 3 \[)ka DJ\rH

, 2d: R = -CH{CH3)s; &, 18, 2e: R = -CHa(CgH:); NHg Za-2g NHy
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Slika 3. Kemijske strukture konjugata THC-aminokiseline (Manjunatha i sur., 2013).

Antimikrobna aktivnost dobivenih konjugata testirana je /in vitro na dvije gram-
pozitivne (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) i dvije gram-negativne bakterije

(Escherichia coli, Yersinia enterocolitica) odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije



(MIC) - najmanja koncentracija komponente koja inhibira rast ispitivane bakterije. U Tablici

1. prikazane su MIC vrijednosti za THC i njegove derivate s aminokiselinama.

Tablica 1. MIC konjugata THC-aminokiseline na gram-pozitivhe i gram-negativne bakterije
(Manjunatha i sur., 2013).

Compounds MIC (pMol)
B. cereus S. aureus E. coli Y. enterocolitica

1 1066 1329 1723 2114
2a 340 437 583 777
2 334 459 543 585
2c 309 353 485 618
2d 263 482 526 657
2 337 487 600 750
y. 257 360 514 617
2g 334 376 501 585

Iz Tablice 1. vidi se da su svi sintetizirani spojevi (2a-2g) pokazali znatno ve¢u antimikrobnu
aktivnost u usporedbi s THC (1). Konjugati THC-glicin i THC-valin (2f i 2d) pokazali su
najbolji ucinak na B. cereus buduci da su njihove MIC vrijednosti najnize (257 i 263 umola),
a spojevi 2c, 2f i 2g isti€u se svojim znatno nizim MIC vrijednostima na S. aureus u usporedbi
s THC. Sto se ti¢e gram-negativnih bakterija, MIC vrijednosti svih derivata bile su medusobno
podjednake, no vece nego vrijednosti na gram-pozitivne bakterije, ali i dalje puno nize u
usporedbi s odgovaraju¢im vijednostima za THC. Ispitan je i utjecaj spojeva 1 i 2a-2g pri
razli¢itim koncentracijama na rast istih bakterija. Pritom se spoj 2f pokazao kao najveéi
inhibitor rasta svih ispitivanih bakterija.

Aminokiselinski dio derivata cini THC konjugate hidrofilnijima, pospjeSujuéi ulazak
kovalentno vezanog THC u bakterijsku stanicu. Veca antimikrobna aktivnost THC-konjugata
stoga bi se mogla pripisati njihovoj vecoj koncentraciji per se u bakterijskoj stanici ili tome
Sto THC moze biti osloboden /n vivo pucanjem esterske veze (Manjunatha i sur., 2013).
Primijecen je trend vece rezistencije gram-negativnih bakterija u odnosu na gram-pozitivne,
Sto moze biti posljedica cinjenice da potonje posjeduju vanjski sloj peptidoglikana koji je
propustan, odnosno ne predstavlja dobru barijeru. Vanjska fosfolipidna membrana gram-
negativnih bakterija nepropusna je za lipofilne otopljene tvari, a porini u membrani tvore

selektivnu barijeru hidrofilnim otopljenim tvarima. Ta svojstva ¢ine gram-negativne bakterije



otpornijima na antibakterijske komponente, odnosno MIC vrijednosti derivata 2a-2g puno su

vece kod gram-negativnih bakterija nego kod gram-pozitivnih.

Zakljucno, antibakterijska svojstva tetrahidrokurkumina poboljSana su prisustvom
esterske veze dobivene konjugacijom njegove fenolne skupine s aminokiselinama, a

novosintetizirane molekule mogle bi naéi farmakolosku i prehrambenu primjenu.
2.1.2. Kurkumin monoglukozid i diglukozid

Streptococcus pneumoniae, gram-pozitivna i fakultativno anaerobna bakterija, obicno
je kod ljudi kao patogen prisutna u gornjem respiratornom traktu te moze uzrokovati
infekcije koje vode do po Zivot opasnih bolesti. Posljednjih se godina zamijetilo alarmantno
povecanje rezistencije sojeva S. pneumoniae sto je dovelo do velike zabrinutosti i potrebe za
razvojem novih antibiotika. Proucavanjem kurkumina i njegovih derivata uocena je njihova
potencijalna aktivnost protiv mnogih bolesti poput raka i Alzheimerove bolesti te antiupalni i
antimikrobni ucinak, Sto je privuklo paznju mnogih znanstvenika.

Li i sur. (2016) proucavali su antimikrobna svojstva kurkumina i njegovih sintetskih
derivata na tri razliCita soja S. pneumoniae (penicilin osjetljiv, srednje osjetljiv i otporan soj)
odredivanjem zone inhibicije bakterijskog rasta i minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).
Koristeni su ugljikohidratni derivati kurkumin monoglukozid i diglukozid (Slika 4. prikazuje
njihove kemijske strukture), te heksahidrokurkumin, tetrahidrokurkumin,
bisdemetoksikurkumin i demetoksikurkumin.
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Slika 4. Kemijske strukture kurkumin diglukozida (lijevo) i kurkumin monoglukozida (desno)
(Liisur., 2016).



Rezultati ispitivanja prikazani su u Tablici 2. iz koje se vidi da kurkumin monoglukozid,
kurkumin diglukozid i kurkumin posjeduju jaka antimikrobna svojstva na sva tri ispitana soja
S. pneumoniae, dok bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin i tetrahidrokurkumin nisu
pokazali zonu inhibicije kod penicilin-rezistentnog soja. Da bi se bolje razumjelo faktore koji
utjeCu na inhibiciju rasta ovih sojeva, odredene su MIC vrijednosti, takoder prikazane u
Tablici 2. Medu MIC vrijednostima istiCe se ona kurkumin monoglukozida kod penicilin-
osjetljivog i srednje osjetljivog soja (5 ng/mL).

Tablica 2. Zona inhibicije i MIC vrijednosti kurkumina i njegovih derivata na penicilin-

osjetljivi, srednje osjetljivi i rezistentni soj S. pneumoniae (Li i sur., 2016).

SN

Compound

Penicillin-suscaptible

Penicillin-intermediate

Penicillin-resistant

Z1 (mim ) 250 pz/ml

MIC {pg/ml)

Z1 (mm}) 250 pg/mL

MIC (pg L)

A {mim) 250 pg/ml

MIC (pe/mL)

B0 =1 O LN s L R e

Bisde me thoxycuraimin
Curcumin
Curcumin diglucoside

15

200
10
i

13
20
24

200
15
10

13
=20
=20

Curcumin monoglucoside

5

5

Demethoxycurcumin
Hexahydrocurcumin
Penicillin G { control)
Tetrahydrocurcumin

100
200
15
80

25

15

100
200
20
80

=20

Zaklju¢no, kurkumin te njegovi derivati kurkumin monoglukozid i kurkumin diglukozid
mogu biti propisani kao lijek protiv penicilin-rezistentne S. pneumoniae koja moze uzrokovati

infekcije i po Zivot opasne bolesti poput meningitisa.

2.1.3. Biokonjugati kurkumina s glicinom, alaninom, piperinskom kiselinom,

glukozom i octenom kiselinom

Stanovnici azijskih zemalja kurkumin unose svakodnevno (npr. za lijeenje rana) vec
stolje¢éima, a slucajevi toksicnog djelovanja joS nisu zabiljezeni, Sto ga Cini atraktivnim
spojem za istrazivanja. Piperin, alkaloid prisutan u crnom papru, ve¢ se dugo primjenjuje u
ayurvedskom lijeenju zbog svoje farmakoloSke aktivnosti, a kod eksperimenata na
Zivotinjama primijeceno je da povecava bioraspolozivost nekih lijekova, ukljucujuci kurkumin.

U studiji koju su proveli Mishra i sur. (2005) odabrane su sljede¢e molekule za sintezu
konjugata s kurkuminom: glicin, D-alanin, glukoza i acetat. Njih bakterijska/fungalna stanica
moZe prepoznati jer su im one esencijalne komponente. Primjerice, D-alanin esencijalna je
komponenta stanicne stijenke mnogih bakterija. Kada se takvi spojevi kovalentno vezu na
molekulu kurkumina, mogu djelovati kao nosaci koje onda stanice prepoznaju. Na taj se

nacin moze povecati dopremanje kurkumina u stanicu.



Glavne svrhe sinteze ovih biokonjugata bile su:

(1) olaksati transmembranski prijenos kurkumina kako bi ga u stanici bilo u dovoljnoj
koncentraciji

(2) usporiti metaboliziranje kurkumina unutar stanice

(3) povecati hidrofilnost kurkumina

(4) dobiti biorazgradivu vezu u biokonjugatu kako bi se ona mogla degradirati stani¢nim
enzimima otpustajuéi kurkumin na ciljno mjesto (stoga su konjugirane samo fenolne skupine
kurkumina).

Slika 5. prikazuje kemijske strukture derivata kurkumina s glukozom i octenom kiselinom.
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Slika 5. Kemijska struktura kurkumin-4,4'-di-B-D-glukopiranozida (XIII) i diacetatnog
derivata kurkumina (XIV) (Mishra i sur., 2005).

Rezultati /in vitro testa osjetljivosti nekih multirezistentnih bakterija prikazani su u
Tablici 3. Za testiranje su odabrani patogeni koji uzrokuju sekundarne infekcije kod ljudi,

zajedno s joS nekim gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama.

Tablica 3. MIC (umol/mL) biokonjugata na bakterijske sojeve (Mishra i sur., 2005).

Name of bacteria 1 11 Il v \ VIl VIl X X1 XIV Cefeprime
E. coli 20 20 10 10 10 10 18
S. aureus 20 10 10 10 20 20
P. aeruginosa 10 20 5 25 25 12
P. pyoeynin 10 5 10 25 5 8
E. cloacae 20 20 20 10 10 5 18
K. aeurogenus 10 20 10 12
S. epidermidis 10 3 10 20 20 10 10 10 10 8
Staphylococcus saprophyticus 5 5 10 5 10 10 20 10
Micrococcus 5 5 10 5 10
E. aerogen 10 20
Enterococus 20 20 10 5 20

(—) Resistant.



Piperoil-kurkumin (X) znacajno je djelovanje pokazao na A. aeruginosa (MIC 2,5 umol/mL).
Pri istim je koncentracijama kurkumin diacetat (XIV) 2,8 puta ucinkovitiji od cefeprima,
jednog od najprodavanijih antibiotika. PrimijeCeno je da kurkumin izravno povezan s
piperinskom kiselinom ima relativno bolji u€inak na gram-negativne bakterije u usporedbi s
gram-pozitivnim. Znacajno je i to da se antibakterijska aktivnost kurkumin-diglicinoil
konjugata (II) viSestruko povecala daljnjim kovalentnim povezivanjem s piperinskom
kiselinom (V). Kurkumin diacetat (XIV) najbolje rezultate pokazuje na £ coli (MIC 2,5
umol/mL). Acetilne su skupine na kurkumin vezane biorazgradivim, esterskim vezama koje
se lako pocijepaju enzimima te se na ciljnom mjestu otpusta kurkumin.

Evaluirana je i antifungalna aktivnost kurkumina i njegovih biokonjugata /n vitro na
specificne plijesni (Aspergillus fumigatus) i kvasce (Candida krusei GO3, Candida glabrata i
Candida albicans). Te su gljivice posebno poznate kao uzrocnici infekcija na noktima zvanih
onihomikoze. U Tablici 4. prikazani su rezultati testa antifungalne aktivnosti.

Tablica 4. Antifungalna aktivhost biokonjugata kurkumina (zona inhibicije u mm) na sojeve

gljivica (Mishra i sur., 2005).

Name of fungi | 11 11 IV v Vil VI X Xin X1V Fluconazole
A. fumigatus
C. krusei GO3 19 19
C. glabrata 15
C. albicans (yeast) 15 19 24 29
(—) Resistant.
Curcumin (I); 4,4'-(di-O-glycinoyl)-curcumin (11); 4,4'-(di- O-alaninoyl)-curcumin (II1); piperine (IV); piperic acid (V); piperoyl glycine (VII); 4.4'-(di-
O-glycinoyl-di-N-piperoyl)-curcumin (VI11); 4,4'-(di-O-piperoyl)-curcumin (X); curcumin-4 4'-(di-O--b-glucopyranoside) (X111); 4,4'-(di- O-acetyl)-
curcumin (XIV).

Iz Tablice 4. vidljivo je da su piperoil glicin (VII) i 4,4'-(di-O-glicinoil-di-A~piperoil) kurkumin
(VIII) pokazali bolju antifungalnu aktivnost, pogotovo kod C. albicans, nego sami kurkumin
(I), piperin (IV) i piperinska kiselina (V), Sto je najvjerojatnije rezultat njihovog povecanog
unosa u stanicu gljivice. Ovi su rezultati poprilicno ohrabrujuéi, budu¢i da su antifungalni
lijekovi poprilicno rijetki, a gljivicne infekcije postojane. Antifungalna aktivnost biokonjugata
kurkumina usporedena je sa standardnim lijekom protiv gljivica, flukonazolom - znacaijniji
rezultati postignuti su kod C. albicans, dok je primjerice u slucaju s C. krusei GO3 razlika bila
neznatna.

Zaklju¢no, u fizickoj smijesi dvaju spojeva iz zacina, odnosno kurkumina i piperina,
bioraspoloZivost se povecava te potonji moze djelovati kao katalizator (Mishra i sur., 2005).
Zato je potrebno sintetizirati viSe ovakvih biokonjugata u kojima je jedna od komponenti
konjugiranih s kurkuminom uobicajena stani¢noj stijenki bakterije ili bakterijskom genomu.

Na taj bi se nacin povecala efikasnost kurkumina pri malim dozama te bi on mogao biti bolji
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sistemski lijek, koncentrirajuéi se prvenstveno u i okolo zlo¢udnih stanica i prepoznavajuci
bakterijske stanice.

Konvencionalno se za ubijanje bakterija, inhibiciju njihove diobe te sprjeavanje
replikacije bakterijskog genoma koriste antibiotici. No kako je njihovom upotrebom kod ljudi i
stoke doSlo do brze evolucije mutanata bakterija rezistentnih na mnoge lijekove, javila se
potreba za zamjenom konvencionalnih antibiotika drugim agensima. Najbolji je primjer
antibiotik penicilin ¢iju amidnu vezu u PB-laktamskom prstenu hidrolizira bakterijska B-
laktamaza uz nastajanje kiselih derivata bez antibakterijskih svojstava, Cineéi bakteriju
otpornom na taj antibiotik. Da bi se razvio novi arsenal agensa aktivnih protiv bakterija
rezistentnih na antibiotike, mogli bi se osmisliti nekonvencionalni antibiotici koji se lako mogu
ugraditi u stani¢nu stijenku bakterije (Mishra i sur., 2005).

2.1.4. Bioaktivni konjugati kurkumina s glicinom, glutaminskom kiselinom,

valinom i demetiliranom piperinskom kiselinom

Tradicionalno znanje o tome da crni papar (piperin) pomijeSan s kurkumom
(kurkuminom) povecava aktivnost potonje nekoliko puta iskoristili su Dubey i sur. (2008), te
su u svojoj studiji opisali pripravu diesterskog konjugata kurkumina i demetilirane piperinske
kiseline (XV) (Slika 6.) prvenstveno kako bi se procijenila uloga metilendioksi skupine
kurkumina, te ispitao utjecaj slobodnih hidroksilnih skupina demetiliranog piperinskog dijela

konjugata na povecanje aktivnosti, odnosno bioraspolozivosti.

O

|
HO— "\ _CH—CH —-CH—CH—C—-OH

RN
HO/\/

Slika 6. Kemijska struktura demetilirane piperinske kiseline (XV)
(Dubey i sur., 2008).

Kao Sto je vec prije spomenuto, esterske veze na kurkuminu su biodegradibilne -
enzimi esteraze mogu ih hidrolizirati, otpustajué¢i kurkumin na ciljno mjesto. Stoga ovi
konjugati mogu djelovati kao prolijekovi - bioloski neaktivne tvari koje se, kada dospiju u
organizam, putem metabolizma pretvaraju u bioloski aktivne lijekove.

Osnova brojnih bioloskih aktivnosti kurkumina prisustvo je dvaju fenilnih prstenova u
njegovoj kemijskoj strukturi povezanih lancem od sedam C atoma te pB-diketo uloga
(karbonilne skupine kao akceptori vodika, Cs; atom kao donor). Buduc¢i da konjugati
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kurkumina s modificiranom aktivnom metilenskom skupinom, kao i oni koji su sadrzavali
karbonilnu skupinu, nisu pokazali povecanje aktivnosti, jedina alternativa bilo je koristenje
biodegradibilne (esterske) veze u hidroksilnim skupinama fenola (Dubey i sur., 2008). Vet je
bilo poznato da konjugati (fenolni esteri) kurkumina s nekim aminokiselinama pokazuju puno
bolja antibakterijska svojstva koja se mogu pripisati njihovoj boljoj topljivosti i povecanoj
akumulaciji u stanicama, Sto rezultira veéim kolicinama u stanici te snizenim stopama
metaboliziranja. Aminokiseline se transportiraju proteinima-nosacima pa su one povezane s
kurkuminom da bi se povecalo njegovo pospremanje u stanicu endocitozom posredovanom
receptorom (Dubey i sur., 2008). Protein-nosa¢ aminokiselina nosi i molekulu kurkumina, a
prisustvo slobodnih fenola nuzno je za njegovu fiziolosku aktivnost.

Prilikom provodenja studije Dubey i sur. (2008) sintetizirano je sedam razlicitih
esterskih konjugata kurkumina kojima je ispitano antimikrobno djelovanje u odnosu na
kurkumin i piperinsku kiselinu. Kod pripremljenih monoestera kurkumina jedna fenolna
skupina bila je slobodna, a na drugu je esterskom vezom vezan pogodan ligand. Slika 7.
prikazuje kemijsku strukturu sintetiziranih monoestera (IX i X).

H,CO N OCH;

(X1 X)
HO Monoester of curcumin
(0] R

IX: R=H
X: R= CH(CH,),

Slika 7. Kemijska struktura monoglicinoil kurkumina (IX) i monovalinoil kurkumina (X)
(Dubey i sur., 2008).

Ispitivanje osjetljivosti /n vitro provedeno je na multirezistentnim bakterijama (£
cloacae, S. saprophyticus, Micrococci, Klebsiella aeruginosa i E. coli) koje kod ljudi uzrokuju
sekundarne infekcije. Antibakterijsko djelovanje konjugata kurkumina ukljucuju¢i mono- i
diestere usporedeno je s djelovanjem samog kurkumina te demetilirane piperinske kiseline i
njenog konjugata s kurkuminom. Vrijednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC)

prikazane su u Tablici 5.



Tablica 5. MIC vrijednosti (umol/mL) biokonjugata na odabrane bakterijske sojeve (Dubey i
sur., 2008).

Name of bacteria I HIIV YV IX X XI XV XVII Amoxyclay
Micrococci - 5 10 10 R - 10 10 10
Klebsiella aeruginosa R 20 R R 5§ 5 20 R 20 12
Staphylococcus - R 10 R R R R 20 20 10
saprophyticus
Enterobacter cloacae — R 5 R R - 10, § 10
Escherichia coli 20R 5 2020 10 R R 10 10
(R) Resistant; curcumin (I): 4.4'-(di-O-glutamoyl)-curcumin (111); 4.4'-(di-O-
valinoyl) curcumin (IV); 4,4'-(di-O-glycinoyl) curcumin (V): monoglycinoyl
curcumin (IX); monovalinoyl curcumin (X); piperic acid (XI); demethylen-
ated piperic acid (XV): 4.4'-(di-O-demethylenated piperoyl) curcumin
(XVII). Values given in bold indicate significant inhibition obtained.

Najbolji rezultat pokazao je monoester monovalinoil kurkumin (X) s MIC vrijednosc¢u od 2,5
umol/mL na Micrococcus i E. cloacae, dok je amoksiklav, jedan od najprodavanijih
antibiotika, na iste pokazao MIC od 10 umol/mL, Sto znadi da je spoj X Cetiri puta efektivniji
od lijeka amoksiklava pri slicnim koncentracijama (Dubey i sur., 2008). Diesteri kurkumina
imaju veCu antibaketrijsku aktivnost od samog kurkumina, vjerojatno zbog njihove bolje
topljivosti i bioraspoloZivosti te usporenog metaboliziranja uslijed maskiranja slobodnih
fenola. Medutim, monoesteri pokazuju jos bolju aktivnost nego njihovi odgovarajuci diesteri
buduéi da imaju obje prednosti — ligand povecava bioraspolozivost, a slobodni fenol veze se
u aktivno mjesto.
Tri su moguca razloga zbog kojih je povecana antimikrobna aktivnost ovih kurkuminskih
biokonjugata:
(1) povecana metabolicka stabilnost zbog maskiranja fenolnih hidroksilnih grupa i odgadanja
njihovih glukuronidnih struktura tijekom metabolizma
(2) bolji unos u stanicu zbog transporta konjugata putem proteina-nosaca za aminokiseline
(3) bolja topljivost konjugata zbog poveéanja polarnosti (hidrofilnosti) (Dubey i sur., 2008).
Antifungalna aktivnost kurkumina i njegovih biokonjugata evaluirana je na plijesnima
A. fumigatus i Penicillium notatum i kvascima C. albicansi C. parapsilosis te usporedena sa
standardnim lijekom flukonazolom. Iz rezultata prikazanih u Tablici 6. vidljivo je da
monoglicinoil kurkumin (IX) pokazuje bolju aktivnost na navedene kvasce i plijesni nego Sto
njegov odgovarajuci diester (V) pokazuje u odnosu na kurkumin (I). Slicno tome,
demetilirana piperinska kiselina (XV) pokazuje bolje rezultate od piperinske kiseline (XI) na

C. albicans Cime je i ovdje naglaSena uloga slobodnih fenola, zamije¢ena kod evalucije
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antibakterijske aktivnosti. Ovi su rezultati od velikog znacaja buduéi da su gljivicne bolesti

otporne na vecinu antifungalnih lijekova.

Tablica 6. Antifungalna aktivnost biokonjugata kurkumina (brojevi prikazuju zonu inhibicije
u mm) (Dubey i sur., 2008).

Name of fungi | I IV v IX X XI XV XVl Fluconazole
Aspergillus fumigats 25,20

Candida albicans 15 20, 18 16 16 29

Candida parapsilosis 14 20
Penicillium notatum 20, 16 12

(—) Resistant; curcumin (I); 4,4'-(di-0-glutamoy!)-curcumin (111); 4,4'-(di-0-valinoyl) curcumin (1V); 4 4'-(di-O-glycinoyl) curcumin (V); monoglycinoyl curcu-
min (IX); monovalinoyl curcumin (X); piperic acid (X1); demethylenated piperic acid (XV); 4.4'-(di-0- dLleh}an’l[Ld piperoyl) curcumin (XVII). Values given
in bold indicate significant inhibition obtained.

Prednost kod biljnih lijekova je to Sto su njihovi ciljni proteini ve¢ poznati; Stovise,
nisu toksicni za zive sustave (Dubey i sur., 2008). Zbog toga se pribjegava kemijskom
modificiranju spojeva iz hrane (koji se dobro internaliziraju u stanicni okoliS), pogotovo
vezanjem za prikladne ligande, kako bi se multiplicirao njihov terapeutski ucinak. Medutim,
toksicnost ovih biokonjugata ipak bi trebala biti testirana /in vivo (Dubey i sur., 2008).
Identificirano je preko desetak stanicnih proteina i enzima na koje se kurkumin veze, a nacin
na koji konjugati kurkumina ispoljavaju terapeutske ucinke nije potpuno jasan. Vjerojatno su
djelomicno posredovani antioksidativnim i protuupalnim djelovanjem kurkumina, ali i drugim
mehanizmima. Rezultati studije Dubey i sur. (2008) otvorili su novu eru istrazivanja
biokonjugata kurkumina kao antibakterijskih i antifungalnih lijekova, ali je potrebno provesti i

studije koje Ce evaluirati aktivnost sintetiziranih spojeva /in vivo.

2.1.5. Biotinilirani kurkumin, kurkumin lipolat i izonikotinat

U studiji Wang i sur. (2013) koristeni su kurkumin, biotin, lipoicna i izonikotinska kiselina za
sintezu kurkuminskih derivata te je njihova antimikrobna aktivnost ispitana na bakteriji
Staphylococcus aureus. Na Slici 8. prikazana je struktura kurkumin lipolata, a MIC vrijednosti
testiranih spojeva u Tablici 7.

[- c(]‘i »f“-“ /\/K% T
S )—\ w
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Slika 8. Kemijska struktura kurkumin lipolata (Wang i sur., 2013).

Tablica 7. MIC sintetiziranih spojeva na Staphylococcus aureus (Wang i sur., 2013).

Treatment Curcumin Lipolate curcumin Biotiny]a_ted Isonicotir]ale Negative cqntrol Positive control
(mg/mL) curcumin curcumin (Sterile saline) (ethanol)

200 - - - - bt ++
100 - - - - bt ++
10 - - - - -+ ++
5 +++++ — - - 4+ ++
2.5 -+ B ++ +++ +++++ ++
1.25 +++++ +++ e+t e+ -+ ++
0.625 -+ -+ 4+ A+ +++++ ++

MIC vrijednost lipolat kurkumina iznosi 2,5 mg/mL, biotiniliranog kurkumina te kurkumin
izonikotinata 5 mg/mL, a kurkumina 10 mg/mL. Antimikrobna je aktivnost lipolat kurkumina
prema tome Cetiri puta ve¢a od one kurkumina, a primijeceno je i da kurkuminski derivati
modificirani atomima sumpora imaju vecu antibakterijsku aktivnost u usporedbi s onima s
atomima dusika.

Bududi da je Staphylococcus aureus Stetan za ljude, a kako se pokazalo, kurkuminski
derivati modificirani heteroatomima na njega imaju jak inhibitorni ucinak, takvi su derivati od
velikog znacaja za klinicku primjenu. Prosiruju medicinski znacaj kurkumina i osnova su za

proucavanje mehanizma njegove antibakterijske aktivnosti.

2.1.6. Metionin- i selenometionin-supstituirani kurkuminoidi, derivati s
kafeinskom ili ferulinskom kiselinom te konjugati kurkuminoid-
gliciretinska kiselina

Prirodne komponente izolirane iz biljaka pokazale su se odlicnim izvorom terapijskih
sredstava pa tako fitokemikalije i njihovi derivati danas predstavljaju terapijska, ali i
preventivna sredstva za mnoga oboljenja kod ljudi. Netoksi¢nost i Sirok spektar
farmaceutskih svojstava razlog su zasto se kurkuminoidi smatraju obecavajuc¢im kandidatima
u medicini zbog Cega se i ulaZzu napori u sintezu novih kurkuminskih derivata s jacom
bioloskom aktivnoscu.

Uz kurkuminoide, joS neki prirodni produkti privlace paznju znanstvenika zbog svojih
raznih farmaceutskih svojstava. Primjerice, u studiji Cao i sur. (2014) kao pocetni materijal
za sintezu novih kurkuminskih derivata preko esterskih veza odabrani su metionin,
selenometionin, kafeinska i ferulinska kiselina te 18B-gliciretinska kiselina. Dobivenim

serijama derivata (11la-h, 15a-h, 19a-d) odredena je antibakterijska aktivnost. Serija s
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oznakom 11a-h su metionin- i selenometionin-supstituirani kurkuminoidi (Slika 9.), serija
15a-h predstavlja derivate s kafeinskom ili ferulinskom kiselinom (Slika 10.), a serija 19a-d
konjugate kurkuminoid-gliciretinske kiseline (Slika 11.). Antimikrobni potencijal dobivenih
derivata testiran je na gram pozitivhe koke (S. aureus i S. viridans) te gram-negativne bacile

(E. colii E. cloacae).

o O
R S = R
O 1 2
NH; O O
/RB‘/\)'LO ‘ O O/LH/‘\, R'J\
NH, NH,

11a R1 =R2=OCH3, R3=S
11b R1=R2=OCH3. R3=Se !

11c RI=R?=H, R3=S
11d Ry=R,=H, R,=Se

11e Ry=R,=OCHa, Ry=S
11f Ry=R,=OCHa, Ry=Se
1 1g R1=R2=H, R:]_:S

11h Ry=R,=H, R;=Se

Slika 9. Kemijske strukture metionin- i selenometionin-supstituiranih kurkuminoida
(11a-h) (Caoisur., 2014).

uH‘M"z
i 15a RT‘R‘?’OCH‘; R:'m R..-OH
RGD/\/¢.D OH 150 R1=R;'0:-H; R]=R‘=ﬁ1
15¢ Ri'RQ*H R],-OCHI R..*OH
R 15d R,=R,=H R,=R,=OH

o™ Rig 15¢ Ry=R,=0CH, Ry=Ry=0CH, R,=R¢=0H
] & 151 R'I.Ré.m'H‘i RJIR.I&IR'IW
o %@E& 159 Ry=R,=H Ry=R,=0CH, R,=Ry=0H

15h Ry=R;=H Ry=R =R =Ry=OH

Slika 10. Kemijske strukture kurkuminskih derivata s kafeinskom, odn. ferulinskom
kiselinom (15a-h) (Cao i sur., 2014).
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1% 19a Ry=R,=OCH; OH

~CO 19b Ry=R,=H

"ty

HO

19¢ R|=R2=OCH3

Slika 11. Kemijske strukture konjugata kurkuminoid-gliciretinska kiselina (19a-d)
(Caoisur., 2014).

U Tablici 8. prikazani su rezultati mjerenja zona inhibicije i minimalnih inhibitornih
koncentracija (MIC). Svi su se derivati pokazali kao bolji antibakterijski agensi nego kurkumin
(CCM) i bisdemetoksikurkumin (BCM), a najboji ucinak primjecuje se u slucaju kurkumin-
mono-selenometionina (11b) ¢iji je MIC na S. aureus 0,5 pmol/mL. Istovremeno antibiotik
ampicilin pokazuje MIC od 2,5 umol/mL, Sto ga Cini pet puta manje ucinkovitim od kurkumin-
mono-selenometionina  pri  slichim  koncentracijama. Monoester 11b pokazao je
visokozadovoljavajuée rezultate kao antibakterijski agens, Sto moze biti zbog selena ili
slobodnih hidroksilnih skupina (Cao i sur., 2014). Komponente trece serije koje su pokazale
najbolji antibakterijski ucinak, 19c i 19d, imaju 1,5 i 1,6 puta manje MIC vrijednosti u
odnosu na ampicilin. Stovide, druga i treca serija bez iznimke su se pokazale boljim
antibakterijskim agensom na £. co/i od ampicilina. Ohrabrujuci su bili i rezultati s £. cloacae

- antibakterijska je aktivnost biokonjugata 8,6 - 49,4 puta viSa u odnosu na kurkuminoide.
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Tablica 8. Zone inhibicije (cm) i MIC vrijednosti (umol/mL) kurkuminskih derivata na

odabrane bakterijske sojeve (Cao i sur., 2014).

Name of Bacteria

Gram-potitive Gram-negative
Compound 5. aureus S. viridans E. coli E. cloacae
Zone of Zone of Zone of Zone of
“ MIC S MIC == AIC . MIC
Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition
11a 19,16,14 20 19,17,14 20 19,17,15 20 1816,14 40
11b 26,20,18 05 24,20,18 05 25,20,17 05 23,20,18 05
11¢ 19,1715 23 18,16,14 23 19,16,14 16 19,16,14 456
11d 2417,14 10 22,1815 10 22,17,15 10 24,19,16 15
1le 18,15,13 32 18,14,10 22 18,15,13 32 18,14,13 32
11f 21,18, 16 0.7 21,18,16 0.7 20,17,15 03 21,18,15 0.7
11z 18,16, 14 37 22,1917 24 18,16,13 37 20,18,16 24
11h 20,17,15 1.6 23,20,18 16 20,15,13 1.6 22,19,17 16
152 19,16, 14 38 19,17,14 3.8 19,17,14 24 19,16,15 19
15b 22,20,18 37 21,1916 3.7 22,20,18 23 22,20,18 18
15¢ 18,1513 43 19,1513 43 18,1611 27 181512 21
154 20,18,- 41 20,18,- 41 20,18, - 26 21,18,17 21
15 18,15,13 27 18,15,- 27 16,13,10 1.7 19,17,13 13
15¢ 21,17,16 28 23,17,16 28 21,17,16 17 21,1816 14
15g 19,17, 14 32 19,16,14 3.2 19,16,14 20 19,16, 14 16
15h 21,19,18 30 26,20,18 3.0 26,20,18 19 26,20,18 135
192 10,17,15 24 20,1816 24 20,18,17 15 19,17,16 12
1% 21,1917 26 21,18,16 26 21,18,17 1.6 20,18,- 13
19¢ 25,20,18 1.6 24,21,19 16 24,2220 1.0 23,21,19 08
19d 22,20,18 1.7 22,2018 1.7 22,19,17 1.0 21,19,17 0.8
cCcM 10,8,6 217 11,9,- 217 10,8,- 272 12,8- 212
BCM 8,5, - 325 8,6,- 325 8,5~ 325 9,6,- 325

Ampicillin =~ 21,18.15 25  20,17.15 25 20,1714 32 20.18,15 32
~ Resistant; * the zone of inhibition was measured in mm at concentrations of 20, 10 and 5 pM'mL; * MIC:
(mininmm inhibitory concenration) values were measured in pMmlI..

Medu svim sintetiziranim spojevima, 11b pokazao je najznacajniju aktivnost na S. aureus,
medicinski vazan gram-pozitivni kok, jedan od najznacajnijih bakterijskih oportunistickih
patogena u ljudi. S. aureus vrlo se lako adaptira na razli¢ite uvjete u okolini pa tako i brzo
stjece otpornost na razli¢ite antibiotike, predstavljajuc¢i medicinski problem s kojim se bolnice
suocCavaju vec desetlje¢éima. Ovi rezultati sugeriraju da su pokusaji uvodenja strukturnih
modifikacija kako bi se otkrili uspjesniji, manje toksicni i ucinkovitiji antibakterijski spojevi
itekako odrZivi.
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2.2. Antimikrobna aktivnost kurkuminskih derivata s modificiranom aktivhom

metilenskom skupinom

2.2.1. Sumporni heterociklicki derivati kurkumina

Ekstrakcija prirodnih kurkuminoida skup je postupak, stopa ekstrakcije je niska, a
izolirani su spojevi nestabilne strukture i slabe bioraspoloZivosti. Stereoelektronicki ucinci
heterocikla, mijenjajuéi konformaciju molekule, mogu im pruziti znatno drukcija bioloska
svojstva. Imajuéi to na umu, osmiSljeni su i sintetizirani novi heterociklicki kurkuminski
derivati koji sadrze sumpor te su predstavljeni njihovi inicijalni rezultati antimikrobnog
djelovanja na mikroorganizme Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli i
Aspergillus niger (Du i sur., 2020). Na Slici 12. prikazane su kemijske strukture sintetiziranih
derivata (2a-2h).

o o
R™ ™ |/R
s7 s
LI

2
R=
oot ASRORTRY
OCH3 F c
22 2b 2c 2d 2e 2f 2g 2h
Slika 12. Kemijske strukture sumpornih kurkuminskih derivata (2a-2h) (Du i sur., 2020).

U Tablici 9. prikazani su dobiveni rezultati antimikrobne aktivnosti kurkuminskih
derivata 2a-2h.

Tablica 9. MIC vrijednosti (ug/mL) kurkuminskih derivata (2a-2h) (Du i sur., 2020).

Compounds S. aureus B. subtilis E.coli A niger
2a 64 64 64 32

2b 64 64 32 64

2c 32 64 64 32

2d 64 64 64 64

2e 16 8 16 8

2f 8 8 16 16
2g 8 8 8 g

2h 16 8 8 16
Curcumin 128 128 =156 =256
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Iz podataka je ocito da ovi derivati do odredenog stupnja posjeduju inhibitorne aktivnosti na
testirane mikroorganizme te pokazuju bolje antimikrobno djelovanje na Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichiu coli i Aspergillus niger nego kurkumin (Du i sur., 2020).
Najznacajnije antimikrobno djelovanje medu sintetiziranim spojevima pokazali su derivati 2e-
2h (pogotovo 2g), Sto je najvjerojatnije rezultat uvodenja supstituenata koji su doveli do
povecanja hidrofobnosti i delokalizacije elektronskog oblaka.

Ovi rezultati relativno novog datuma omogucuju daljnji napredak u sintezi novih
kurkuminskih derivata i evaluaciji njihove antimikrobne aktivnosti, a takoder bi moglo voditi
ka otkricu nekih potencijalnih agensa.

2.2.2. Konjugati kurkumina s aminokiselinama vs. s nukleozidima

Jedan je od ciljeva danasnje farmaceutske industrije povecati specificnost lijekova te
time poboljsati njihov prijenos do odredenih mjesta. U slucaju kurkumina u studiji koju su
proveli Kumar i sur. (2000) sintetizirani su biokonjugati s aminokiselinom glicinom i s
nukleozidom uridinom. Krenulo se od toga da bi biokonjugat nukleozid-kurkumin mogao
imati dvojaku ulogu: sistemsko dopremanje te terapeutski ucinak protiv virusnih bolesti.
Sintetizirani su di-O-glicinoil kurkumin (I), di-O-glicinoil-C*-glicil-kurkumin (II) i 2'-deoksi-2'-
kurkuminil uridin (IV) te je testirana njihova antimikrobna aktivnost. Kemijske strukture

sintetiziranih biokonjugata prikazane su na Slici 13., a rezultati testiranja u Tablici 10.

Curcumin conjugates

I ;R,;=R; = CO-CH,NH, R,=H

I ; R, =R, =R;=-CO-CH,-NH,

Il ; R, =R;3 =H, Ry = 5-Deoxy thymidine
IV ; R; =Rj3=H, R, = 2"-Deoxy uridine

Slika 13. Kemijske strukture sintetiziranih biokonjugata I-IV (Kumar i sur., 2000).

Rezultati antimikrobne aktivnosti 5'-deoksi-5'-kurkuminoil timidina (III) nisu prikazani

jer nisu bili zadovoljavajuci na odabrane bakterijske sojeve. Razlog tomu moZze biti to Sto
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timidin nije prirodna komponenta bakterijske DNA. Najbolje rezultate pokazao je konjugat (I)
na Streptococcus pyogenis s MIC 1,88 umol/mL, Sto je 3,7 puta veca ucinkovitost od

amoksiklava, jednog od najprodavanijih antibiotika.

Tablica 10. MIC vrijednosti (umol/mL) biokonjugata I, II i IV na odabrane bakterijske

sojeve (Kumar i sur., 2000).

S.No Name of Bacteria I 1] v Cur

1 Eschrichia cloacae 375 | 750 | 150 | R

2 Peptococcus anaerobe | 375 | 750 | 300 | R

3 Staphylococcus 150 [ 150 [ 750 | R
epidermidis

4 Staphylococcus 375 [ 300 | 150 | R
saprophyticus

5 Micro cocci 375 | 150 | 395 | R

6 Staphylococcus aureus | 150 | 300 | 7.50 | R

7 Streptococcus pyogenis | 188 | 375 | 150 | 150

MIC Correlation Diagram (in pmol/mL) I = Di-O-glycinoyl
curcumin, II = di-O-glycinoyl-C'-glycyl-curcumin and IV =
2’-deoxy-2"-curcuminyl uridine (2’-cur-U), Cur = Curcumin,
R = Resistant (below 10 mm). 1 shows best result against
Streptococcus pyogenis. Results with 5°-deoxy-5’-curcuinyl
thymidine (5°-Cur-T) are not included.
Biokonjugati s aminokiselinama bakterioloSki su aktivniji nego oni s nukleozidima, a
razlog je to Sto su aminokiseline glavna komponenta bakterijske stani¢ne stijenke. Stoga je
potrebno sintetizirati viSe ovakvih biokonjugata u kojima je jedna od komponenti

konjugiranih s kurkuminom uobicajena stani¢noj stijenki ili genomu bakterije.

2.3. Antimikrobna aktivnost kurkuminskih derivata s modificiranim
1,3-diketonskim dijelom

2.3.1. Pirazolni derivati kurkumina

Bududi da je 1,3-dikarbonilni dio kurkumina odgovoran za njegovu brzu degradaciju
(Bairwa i sur., 2014), u studiji koju su proveli Sahu i sur. (2012) cilj je bio stabilizirati
molekulu stvaranjem rigidnog pirazolnog prstena. Sintetizirali su pirazolne derivate
kurkumina ekoloski prihvatljivom metodom, tzv. ,one-pot synthesis" odn. sintezom unutar

jedne reakcijske posude, a njihove strukture prikazane su na Slici 14.
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Slika 14. Kemijske strukture pirazolnih kurkuminskih derivata 19-22 (Mishra i sur., 2019).

Sintetiziranim je analozima ispitana antibakterijska aktivhost na Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherichia coli, Bacillus cereus i
Providencia rettgeri, te antifungalna aktivnost na Aspergillus niger, Aspergillus fumigates i
Aspergillus flavus. Rezultati ispitivanja prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. MIC vrijednosti (umol/mL) kurkuminskih derivata 19-22 na odabrane bakterijske

i gljivicne sojeve (Mishra i sur., 2019).

Bacterial and fungal strain Compound

19 20 21 22 Curcumin
S. aureus (ATCC 11632) - 125 125 12520
S. typhi (ATCC 15499) 2550 25 25 20
P. geruginosa (ATCC 23564) 5 25 125 - -
E. coli (ATCC 35218) 25 - 25 - 20
Bacillus cereus (MTCC 7350) - 0625 - - 10
Providencia rettgeri (DRDE 25 125 - -
strain)
A. flavus - 125 25 125 -

Iz Tablice 11. vidljivo je da su sintetizirani derivati kurkumina puno ucinkovitiji na mnoge
uobiCajene sojeve bakterija i plijesni nego sami kurkumin. Zamjenom kisikovog atoma
sumporom antimikrobna aktivnost znacajno se povecava, a to je uodljivo iz rezultata za spoj
20 koji je ucinkovit na sve bakterije osim E£. coli Razlog tomu moze biti razli¢ita velicina
atoma sumpora i kisika. Pirazolni derivat 20 pokazuje odlicnu aktivnost na A. flavus (MIC
1,25 umol/mL), usporedivu sa standardnim lijekom flukonazolom. Bitnu ulogu u

antimikrobnoj aktivnosti imaju para-supstituirani derivati.
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Sanghvi i Mishra (2020) istrazivali su utjecaj supstitucije Afenilpirazolnog dijela
kurkuminskog derivata na njegovu antibakterijsku aktivhost na S. aureus (gram-pozitivna) i
E. coli (gram-negativna). Pokazalo se da je na S. aureus najucinkoviiji A-(3-nitrofenilpirazol)
kurkumin (MIC 10 pg/mL) - dvadeset puta ucinkovitiji od AAfenilpirazol kurkumina. A-(2-
fluorofenilpirazol) kurkumin s MIC 50 ug/mL najucinkovitiji je na £. coli - pet puta ucinkovitiji
od Afenilpirazol kurkumina. Na Slici 15. prikazana je kemijska struktura A~(3-
nitrofenilpirazol) kurkumina i A~(2-fluorofenilpirazol) kurkumina.

.
MeQ N—N OMe
SaCVIa®
HO OH

(-
MeO N— s
HO OH

Slika 15. Kemijska struktura N-(3-nitrofenilpirazol) kurkumina (gore) i NV-(2-

4

fluorofenilpirazol) kurkumina (dolje) (Mishra i sur., 2019).

Znatno smanjenje antibakterijske aktivnosti na S. aureusi E. coli primijeceno je kada
su elektron-donorske skupine inkorporirane u AHenilpirazol kurkumin (Sanghvi i Mishra,
2020). Usporedbom sintetiziranih spojeva zamjecuje se kljuéna uloga elektron-akceptorskih i
elektron-donorskih skupina u nesupstituiranom fenilpirazol kurkuminu za inhibirajuéi ucinak
na bakterije. Sintetizirani pirazolni derivati kurkumina umjerene su do vrlo visoke

antibakterijske aktivnosti na S. aureus.

U studiji Hamed i sur. (2013) sintetiziran je pirazolni derivat 1-karbohidrazidil-3,5-bis-
2-(4-hidroksi-3-metoksistiril)-1 A#pirazol (2e), a njegova je kemijska struktura prikazana na
Slici 16. Derivat 2e pokazao je odliénu antimikrobnu aktivnost na S. aureus (MIC 0,0625

mg/mL).
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Slika 16. Kemijska struktura pirazolnog derivata 2e (Hamed i sur., 2013).

U studiji koju su proveli Liu i sur. (2012) sintetizirano je 13 novih A~supstituiranih
pirazolnih derivata kurkumina kojima je /n vitro ispitana antibakterijska aktivnost. Pokazalo se
da su svi derivati ucinkovitiji od kurkumina na B. subtilis, S. aureus, E. col A. niger i
Penicillium chrysogenum. Najbolji rezultati zamijeceni su kod spojeva 3,5-bis(4-hidroksi-3-
metoksistiril)-1-amidinopirazola (3c), 3,5-bis(4-hidroksi-3-metoksistiril)-1-(banzotiazol-2-
sulfenil)pirazola (3k) i 3,5-bis(4-hidroksi-3-metoksistiril)-1-(kumarin-3-formoril)pirazola (3m)

(zone inhibicije 16,34-23,81 mm). Kemijske strukture tih spojeva prikazane su na Slici 17.

HO. H H |OH
H N—N_ H

\R
3a~3m

I I rea
X ° -
S mR=
CR= H2N kR:@}—S (0] (o)
N

Slika 17. Kemijske strukture spojeva 3¢, 3k i 3m (Liu i sur., 2012)

Ovi rezultati ukazuju na to da tiazolni, guanilni i kumarinski prsten kao supstituenti

mogu povecati antibakterijsku aktivnost Atsupstituiranih pirazolnih derivata kurkumina.
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U studiji koju su proveli Emam i sur. (2017) sintetiziran je pirazolni kurkuminski

derivat 10. Njegova je kemijska struktura prikazana na Slici 18.

Ar I Ar
N‘NH
8:R=H |
9:R=Ph A
10: R=Et

Ar= 3-OCH34-OH-CgH3
Ar'= CgHs-CHs-p

Slika 18. Kemijska struktura spoja 10 (Emam i sur., 2017)

Spoj je pokazao vecu antibakterijsku aktivnost (zona inhibicije 45 mm) na B. subtilis
nego kloramfenikol (42 mm) i ostali spojevi (pirimidinski, diazepinski, izoksazolni i pirazolni
derivati), Sto se moZe objasniti prisustvom alkilnog supstituenta u spoju 10.

Zakljucno, sintetizirani kurkuminski derivati hidrofilniji su od samog kurkumina, a
hidrofilna priroda pirazolu moze pomodi i kod aktivnog transporta kroz staniénu membranu.
Za razliku od kurkumina, koji se pri fizioloSkim vrijednostima pH brzo degradira, oni su
stabilni i minimiziraju njegovu kelaciju s metalima (Claramunt i sur., 2016). Male promjene
konfiguracije molekula istrazenih derivata mogu se jako odraziti na njihov antimikrobni

ucinak.

2.3.1.1. CPMD-6d dihidroklorid (kurkumin-pirazol-Mannich derivat)

Zbog povecanja otpornosti na lijekove, uzroénik tuberkuloze Mycobacterium

tuberculosis predstavlja problem zdravstvu diljem svijeta uzrokujuéi povecanje mortaliteta i
morbiditeta povezanih s tuberkulozom. Antimikobakterijski ucinak kurkumina ocituje se tek
pri relativno visokim koncentracijama u usporedbi s drugim antimikobakterijskim agensima,
Sto je tesko postici /n vivo, a uz to je i kemijski nestabilan te slabe bioraspolozivosti.
S obzirom da je ispitivanjem antimikobakterijske aktivnosti kurkumina ustanovljena umjerena
aktivnost na M. tuberculosis (MIC 16 pg/mL), Singh i sur. (2017) su sintetizirali 21 derivat
kurkumina kojima je /n vitro ispitana antimikobakterijska aktivhost na M. tuberculosis. Slika
19. prikazuje kemijsku strukturu najucinkovitijeg derivata CPMD-6d dihidroklorida, a rezultati
ispitivanja antimikobakterijske aktivnosti prikazani su u Tablici 12.

22



CF

/—__-\_
N—N
\”“*”U
HOL/
HCI N [ T Hol
T e

6d (CPMD-6d.2HCI)

Slika 19. Kemijska struktura kurkuminskog derivata 6d (Singh i sur., 2017).

Tablica 12. MIC vrijednosti (u ung/mL) kurkumina i njegovih derivata na razne sojeve

Mycobacterium tuberculosis otporne na lijekove (Singh i sur., 2017).

Serial no. Compound M. tuberculosis H37Rv Mtb strain resistant to:

INH RIF ETB STR
1 Curcumin 16 16 16 16 16
2 CPMD-6d.HCI 2 4 2 2 2
3 Rifampicin 0.06 0.06 =h4 0.25 0.03
4 Isoniazid 0.06 =64 0.06 0.06 0.06
5 Ethambutol 2 NT NT =bd 0.5
6 Sstreptomycin 1 NT NT 16 =64

ETB: Ethambutol; INH: Isoniazid; NT: Not tested; RIF: Rifampicin; STR: Streptomycin.

CPMD-6d dihidroklorid najmoc¢niji je derivat s MIC vrijednoséu od 2 ug/mL na M. tuberculosis
H37Rv (so0j osjetljiv na lijekove) i na soj otporan na lijekove. Kod Mycobacterium fortuitum i
M. abscessus pokazao je MIC 16 ug/mL, dok je kurkumin pri istoj koncentraciji bio potpuno
inaktivan (MIC>64 pg/mL). Da bi se utvrdila antimikrobna specifi¢nost, odredena je aktivnost
kurkumina i CPMD-6d dihidroklorida na ESKAPE panel (Escherichia col, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa).
Utvrdeno je da su oba potpuno inaktivna, Sto indicira specificnost njihove antimikrobne
aktivnosti na Mycobacterium sp. Baktericidni ucinak ovisan je o njegovoj koncentraciji.
Zaklju¢no, CPMD-6d dihidroklorid pokazao se jednako potentnim na otporne i
osjetljive mikobakterijske sojeve, dok je na nemikobakterijske sojeve inaktivan. Ovo indicira
postojanje potencijalnog novog mehanizma djelovanja te da nema krizanja rezistencije s
postoje¢im mehanizmima otpornosti na lijekove. CPMD-6d dihidroklorid moze se uzeti u obzir

kod lije¢enja mikobakterijskih infekcija.
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2.3.2. Diazepinski derivat kurkumina

U studiji koju su proveli Hamed i sur. (2013) sintetiziran je dusikov heterociklicki spoj
- diazepinski derivat kurkumina. Njegova je kemijska struktura prikazana na Slici 20.
Heterociklicki su spojevi opéenito vrlo vazna skupina organskih spojeva s raznim bioloskim
aktivnostima ukljucujuci antibakterijsku.

OCH; H5CO

Slika 20. Kemijska struktura diazepin kurkuminoida (Martinez-Cifuentes i sur., 2015).

Spoj se pokazao potpuno inaktivnim na £ cofj ali na S. gureus (gram-pozitivha
bakterija) zamijeCena je izvanredna aktivnost (zona inhibicije 27 mm, MIC 1,9 ug/mL) — bolja
od ampicilina. Tako velik antimikrobni potencijal na S. aureus moze se pripisati prisutnosti
1,4-diazepinskog prstena, odnosno heterociklickom dijelu kurkuminskog derivata.

Kako bi se postigla optimalna ucinkovitost diazepinskih spojeva i odredio njihov nacin

djelovanja, potrebne su opseznije studije (Hamed i sur., 2013).

2.3.3. Tiopirimidinski analog kurkumina

U studiji koju su proveli Emam i sur. (2017) sintetiziran je tiopirimidinski analog
kurkumina  4,4'-[(2-(p-tolil)hidrazono)metilen)bis(6-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5,6-dihidro-
pirimidin-2(14)-tion] (4). Njegova je kemijska struktura prikazana na Slici 21.

Ar | Ar
N.
NH
o A
i; i; g Ar= 3-OCH;~4-OH-CgHs
5: X= NH Ar'= CgHy-CHyp

Slika 21. Kemijska struktura spoja 4 (Emam i sur., 2017)
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Spoj 4 pokazao je skoro jednaku antibakterijsku aktivnost na B. subtilis (zona inhibicije 38
mm) kao kloramfenikol (42 mm). Vrlo visoka aktivnost uocena je i na P. aeruginosa (MIC

12,5 pg/mL, ZI 32 mm). Prisustvo atoma visoke elektronegativnosti moze smaniiti

antibakterijsku aktivnost (Emam i sur., 2017).

2.3.4. 3,4-dihidropirimidinonski derivati kurkumina s 4-arilnim supstituentom

U studiji Lal i sur. (2012) sintetizirani su 3,4-dihidropirimidinonski derivati kurkumina
(4a-4n) kondenzacijom kurkumina, supstituiranih aromatskih aldehida i uree/tiouree
(trokomponentna kondenzacija unutar jedne reakcijske posude). U toj reakciji kondenzacije,
umijesto tradicionalno koriStenih acetil acetona i etil acetoacetata, kao dikarbonilni dio

upotrijebljen je kurkumin. Kemijska struktura sintetiziranih derivata prikazana je na Slici 22.

Compound R X
4a CeHs o]
4b 4-Cl-GgHy 0]
4c 4-NO3-CgH,4 o]
4d 4-0CH;-CgH, o]
4e 4-0H-3-0CH3-CgH3 o]
af 2-0H-CgH, o]
4ag 4-0OH=-CgH, o]
4h 4-CH3=CcH, o]
4i CgHs s
4j 4-C1-GsHy s
4k 4-ND-CgHy 3
4l 4-0CH;3-CgH, s

X=0,8 -OH-3-0CH 1=

R = Substituted aldehydes :::l :_gz_is?.ﬁm Celts :

Slika 22. Kemijske strukture 3,4-dihidropirimidinonskih derivata kurkumina (4a-4n) (Lal
i sur., 2012).

Svim sintetiziranim spojevima (4a-4n) ispitana je /in vitro antibakterijska aktivnost
na pet bakterija koje kod ljudi uzrokuju sekundarne infekcije: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Burkholderia pseudomallei, Salmonella typhi i Pseudomonas
aeuriginosa. Antifungalna aktivnost sintetiziranih spojeva ispitana je na Cetiri patogene
kulture plijesni: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichoderma viride | Curvularia
lunata. Izmjerene su zone inhibicije te minimalna inhibitorna koncentracija (MIC).
Antibakterijska aktivnost kurkumin dihidropirimidinonskih analoga usporedena je s onom
kurkumina i ampicilina, a antifungalna s aktivnos¢u kurkumina i flukonazola. Rezultati
ispitivanja antibakterijske aktivnosti prikazani su u Tablici 13., a antifungalne aktivhosti u
Tablici 14.
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Tablica 13. Zone inhibicije (mm) i MIC vrijednosti (umol/mL) spojeva 4a-4n na odabrane

bakterijske sojeve (Lal i sur., 2012).

Compound Name of bacteria
E coli B. pseudomallei P. aeuriginosa S. typhi 5. aureus

Zone of Inhibition ~ MIC  Zone of Inhibition ~ MIC  Zone of Inhibition ~ MIC  Zone of Inhibition ~ MIC  Zone of Inhibition ~ MIC
4a 17.9,—.— 40 19,17, 16, 14 40 14,12,9, - 20 11,8 - - 80 22,19,17,14 40
4b 19,16,11,9 40 - 160 9,—-,-, - 160 11,9, — - 80 12,10, =, - 320
4c 18,16,15,12 40 12,10, =, = 80 19,18,14,9 40 10, =, =, ~ 40 1,10 =, = 80
4d 12,9,-, - 80 23,19,15 11 40 23,21,19,13 40 - 80 - 80
4e 19,17,14, 11 20 16, 16, 14, 10 40 - 160 22,19,16,13 80 - 40
4f 22,19,18,15 20 19,13, 11, - 40 24,21,19,18 40 - 40 - 160
4g 22,18,14,12 20 19,15,11,9 40 22,19,19,17 40 18,16,13,9 20 24,22,19,16 20
4h 11,9,-, - 80 10.9, -, - 40 10, =, =, = 40 11,9, - - 40 - 80
4 21,18,14,12 20 18, 16,13, 11 40 18,17, 14,12 40 - 80 - 80
4j 19,15,9, - 80 16,12,9, - 80 - 160 22,19,17,13 40 16,13,11,9 40
4k - 160 11,9, -, - 80 10,9, -, — 40 10, =, =, - 40 12,10, -, - 80
4 18,14,9, — 40 24,21,19,16 20 23,20,19,18 40 - 40 - B0
4m 14,11,9, - 40 21,18,16,13 40 14,11,9, - 80 14,12,9, - 40 1.,9,—,— 40
4n 22,18,17,13 20 19,17, 16, 14 40 18,14,12,9 40 - 80 12,10, =, = 80
“Curcumin 10,8, -, — 40 9,8 —— 80 1.,9,-,— 80 12,10,9, - 80 - 80
“Ampicillin ~ 34,32,30, 30 20 46, 41,39, 38 80 39,36,34,31 40 51,45, 44, 37 20 37,30,29,28 40

(=) Resistant.

* Zone of inhibition measured in mm at concentrations 160, 80, 40 and 20 uM/ml,
B MIC (minimum inhibitory concentrations) were measured in pM/ml.

€ lsolated from Curcuma longa.

9 Purchased from HiMedia Pvt. Ltd,

U slucaju £. coli spojevi 4b, 4c, 4e-g, 4i i 4n (MIC 20-40 umol/mL) pokazali su bolju
antibakterijsku aktivnost nego kurkumin (MIC 40 umol/mL), dok spoj 4k (MIC 160 umol/mL)
ne pokazuje nikakvu zonu inhibicije te je potpuno inaktivan. Spojevi 4a, 4d, 4e, 49, 4i, 4l-n
(MIC 20-40 umol/mL) imaju bolju antibakterijsku aktivnost u slucaju B. pseudomallei nego
kurkumin, dok su ostali spojevi umjerene aktivnosti, a spoj 4b (MIC 160 umol/mL) potpuno
inaktivan. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti na P. aeruginosa pokazalo je da su spojevi 4e
i 4j potpuno inaktivni (MIC 160 umol/mL), a spojevi 4c, 4d, 4f, 4g, 4i, 41 i 4n (MIC 40
umol/mL) aktivniji od kurkumina (MIC 80 umol/mL). Kod S. typhi, spojevi 4e, 49 i 4) (MIC
20-40 umol/mL) pokazali su puno vecu aktivnost nego kurkumin (MIC 80 umol/mL), spojevi
4d, 4f, 4i, 41 i 4n (MIC 80-160 umol/mL) potpuno su inaktivni, a ostali spojevi umjerene su
aktivnosti. U slucaju S. aureus spojevi 4d-f, 4h, 4i i 41 (MIC 80 umol/mL) nisu pokazali zonu
inhibicije te su potpuno inaktivni, a spojevi 4a, 49 i 4j (MIC 40-80 umol/mL) aktivniji su od
kurkumina (MIC 80 umol/mL). Ostali su spojevi umjerene antibakterijske aktivnosti.
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Tablica 14. Zone inhibicije (mm) i MIC vrijednosti (umol/mL) spojeva 4a-4n na vrste

plijesni (Lal i sur., 2012).

Compound Name of fungi ClogP®
Aspergillus niger Aspergillus flavus Curvularia lunata Trichoderma viride
Zone of Inhibition MIC Zone of Inhibition MIC Zone of Inhibition MIC Zone of Inhibition MIC
4 9, - == 40 1,9, - - 80 18,12,9, - 80 14,11,9, - 80 43
4b 12, ==, - 160 - 160 22,18,12,9 40 18,17,17,15 40 5.0
4c - 160 - 80 1,9, = - 40 21,21,19,17 40 4.1
4 1,9,— - 80 - 40 17,16,14, 11 40 19,17, 16, 14 40 43
4e - 160 - 80 21,18,17,13 40 21, 18,16, 15 40 35
af 13,19, - 80 9, = = = 80 23,21,20,17 40 1,9, = - 40 36
4z 11,9, = - 40 13,11.,9, - 40 21,20, 20, 18 20 16,14,11,9 20 28
4h 12,9, -, - 20 - 80 22,18, 16, 12 40 18,16, 15, 12 40 48
4i 16, 14—~ 20 9, == - 80 26,23,21,18 40 24,21,21,18 40 44
4j 1,9, =- 80 9, == - 80 15,13,12,9 40 24,22,19,18 40 5.1
4k 13,11,9, - 80 N=--- 80 21,19,17,14 40 22,21,18,17 40 42
4 1,9, = - 40 9, = = = 40 24,21,18,16 40 23,19,18,17 40 43
4m 16,12,11,9 40 "N, = - - 40 24,22,21,19 40 13,11,9, - 20 36
4n 14,119, - 40 15,13,11,9 40 24,22,21,20 40 20,17,14, 11 80 37
Curcumin® - - - - 1,9, - - 80 9, == - 80 25
Fluconazole? - - - 80 31,28,27, 24 20 32,2924, 21 20 -
(=) Resistant.

=== Clog P not detemmined.
* Zone of inhibition measured in mm at concentrations 160, 80, 40 and 20 pM/ml.
® MIC (minimum inhibitory concentrations) were measured in pM/ml.
© Isolated from Curcuma longa.
4 Purchased from HiMedia Pvt. Ltd.
* Theoretical values ClogP were calculated using commercially available ChemDraw Ultra 8.0.3.

Sintetizirani spojevi ucinkovitiji su na Aspergillus niger i Aspergillus flavus, dok flukonazol i
kurkumin kod njih nisu pokazali antifungalnu aktivnost. Kao Sto se vidi iz Tablice 14., vecina
spojeva ima znatan ucinak na plijesni 7richoderma viride i Curvularia lunata — spojevi 4b,
4d-n pokazali su najbolju antifungalnu aktivnost, spojevi 4a i 4c umjerenu, a svi su testirani
spojevi bili aktivniji od kurkumina. U slucaju 7. viride spojevi 4b-e, 4g-l i 4n (MIC 20-40
umol/mL) pokazali su se aktivnijima, s vecom zonom inhibicije, a spojevi 4a, 4f, 4m (MIC 40-
80 umol/mL) umjerene su aktivnosti.

Zaklju¢no, najznacajniju antibakterijsku aktivnost pokazali su spojevi 4b, 4e, 4f, 49,
4i, 41, 4m i 4n. Kao najbolji antifungalni agensi pokazali su se spojevi 4b i 4i, te su svi
sintetizirani spojevi bili aktivniji od kurkumina i flukonazola. Sinergisticka antibakterijska i
antifungalna aktivnost kurkumina povecana je uporabom multikomponentnog sustava (Lal i
sur., 2012).
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2.3.5. Monokarbonilni analozi kurkumina

Poznato je da kurkumin inhibira sekreciju i puteve aktivacije bakterijskih citokina
induciranih endotoksinima ¢ime izravno suprimira rast stanica patogena. Da bi se pronasli jos
uspjesniji spojevi za lijecenje bakterijskih upala, provedena je studija Liang i sur. (2008) u
kojoj su sintetizirane tri serije monokarbonilnih analoga kurkumina (Slika 23). Ispitana im je
antibakterijska aktivnost /n vitro na sedam multirezistentnih bakterija, uzro¢nika sekundarnih
infekcija, izoliranih iz klinickih pacijenata, a rezultati su prikazani u Tablici 15. Sintetizirani
analozi nisu sadrzavali srediSnje metilenske funkcijske skupine, a jedan je od cilieva bio i
istraziti ulogu razlicitih supstituenata na benzenskom prstenu te utjecaj strukture C-lanca koji

sluzi kao poveznica benzenskih prstenova.
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Slika 23. Kemijske strukture monokarbonilnih analoga kurkumina (Liang i sur., 2008).
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Tablica 15. Rezultati ispitivanja antibakterijske aktivhosti analoga kurkumina na bakterije

pri razliitim razrjedenjima (Liang i sur., 2008).

Gram-positive Gram-negative
Name of bacteria
S. aureus Micrococcus S. saprophyticus S. epidermidis E. cloacae Enterococus E. coli
Al — 14,—,— — — 10,—, - — —
AD2 — — — — 10,9, - — 9,-—
A03 — 10,—,- — — 10,—, - 9,— - —
A04 — 12,12,- — — 9,-- — —
AD6 — — — — 10,9, - — —
A07 — — — — 13,9,- — —
AOB —_ — — — 1,-- — —
A09 12,9,- 10,-,— 10, -, — 9—- 10,9, - — —
Al — 12,10, - — — 10,—, - — —
All — — — — ,-,- — —
Al2 20,15,13 17,17, 14 17,14, 12 18,16, 14 13,12,10 17,15, 14 14,14, 13
Al3 — 12,—,- — — 10,—,— — —
Al4 12,-,- 12,-,- 10, -,- 10,-,- 11, 10,9 — —
AlS 12,9,- 14, -, - - 10,8, - 12,-,- - -
Alé — — — — 10,—,- — —
Al7 — — — — 11, 10, - — —
BO1 — — — — 9,-— — 10,9,-
BO2 10, 8, 1, -,- 10, -, - 11, 10, - 13,-,- - 10,9, -
BO3 14, 10,—,- — — ,-- — —
BO4 — — — — 10,—,— — —
B06 — 10,9,- — 15,-,- 12,11, 10 — 11,10,-
BO7 - 1, -,- - - 10,-,- - -
B09 18, 14,10 13,12,8 15,12,10 13,11,- 10, 10, - 9,—- 1,19
B13 17,14, 12 14,14,13 13,12,12 16,13,- 11, 10, - 12, - 9,——
Bl4 15,13, 11 13, 10,- 16,12, 10 15,12,9 12, 10, - 10,-, - 10,9, -
B15 10, -, - - - - - 10, -, - -
Blé — — — — 9,-— — = -
col — 10,—,— — — 10,—,— — —
co2 — 8- - — — 9,-- — —
Cco3 — 9,—-- — — 10, -, - — —
Co4 — — — 12,-,- — — —
Cos — — — — — — —
co7 — — — — 10, -, - — —
co9 15,10,8 14,14, - 21,11, - 13,11,- 11, 10, - 10, -, - 1, -, -
C10 — — — — — — —
cn — — — — — — 1,-,-
C13 — — — — — — 9,-—
C14 ", - 13,9,- 10,9,- 13,10, - 10,-,- — —
Cle — — — — 10,9,— — —
Cc17 — — — — — — —
Curcumin 11, 10, - 9,-- 10, 10, - 1L9,- 11, 11, - 10, 10, - 10, 10, -
Ampicillin 30, 26, 20 23,18,- 18, 16, — 18,14, 10 — 23,20,1 31,26, 24

Numerals show size of zone of mhibition in mm; the size (mm) of pores on agar is 4 mm.

Spoj €09 pokazao je odlicnu antibakterijsku aktivnost na svih sedam
mikroorganizama, a posebno na S. saprophyticus kod kojeg je primije¢ena najveca zona
inhibicije (21 mm), i to jednaka kao kod ampicilina. Odli¢ne rezultate pokazao je i spoj BO9
na S. aureus i Micrococcus luteus. Ovo navodi na zakljucak da se supstitucijom heterocikla
(furana) moze povecati bioloSka aktivnost kurkuminskih analoga te da su acetonski (B09) i
cikloheksanonski (C09) analozi aktivniji od ciklopentanonskih (A09). Spoj A12 pokazao je
odliénu /n vitro aktivnost na svih sedam patogena, a dimetilamino supstituirani spojevi (A04,
B04, C04) vrlo loSu, Sto indicira da bi dugacki fleksibilni lanac u spoju A12 mogao imati vaznu
bioaktivhu ulogu. Promatrajuci rezultate kod skupine u kojima su spojevi A13 i 14, B13 i 14
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te C13 i 14, bududi da su najloSiju aktivnost pokazali spojevi A13 i C13, moze se zakljuciti da
struktura C-lanca koji sluzi kao poveznica moze utjecati na antibakterijsku aktivnost.

Sintetizirani aktivni spojevi bili su ucinkovitiji na gram-pozitivne bakterije u odnosu na
gram-negativne, ali je ohrabrujuéi rezultat postignut s ve¢inom spojeva na gram-negativnu
E. cloacae koja je potpuno otporna na klinicki lijek ampicilin, indicirajuci postojanje drukcijeg
mehanizma antimikrobne aktivnosti. Budu¢i da su se spojevi iz skupine B pokazali
ucinkovitijima od A i C, moze se zakljuciti da priroda i polozaj supstituenta te povezujuéi C-
lanac imaju jak utjecaj na spektar i opseg antibakerijskog djelovanja. Heterociklicki i
dugolancani supstituenti mogu povecati aktivnost kurkuminskih analoga.

2.3.5.1. Monokarbonilne hibridne molekule kurkumina

Svrha provodenja molekulske hibridizacije je razvoj agensa koji imaju vise ciljnih
organizama ili viSe ciljnih mjesta u jednom organizmu, buduci da su takvi agensi potentniji i
manje toksicni, a bakterije su na njih manje rezistentne u usporedbi s agensima koji imaju
samo jedno ciljno mjesto djelovanja. Da bi se dobio zeljeni hibrid kombiniraju se dva razli¢ita
aktivna farmakofora sa ili bez pomoéi "poveznice". Imaju¢i na umu razna farmakoloSka
svojstva kurkuminskih, kumarinskih i derivata isatina, u studiji Singh i sur. (2019) sintetizirani
su monokarbonilni, triazolom povezani molekulski hibridi kurkumin-kumarin i kurkumin-isatin
te je ispitan njihov antibakterijski potencijal na vrstama bakterija patogenim za ljude.
Kemijska struktura hibridnih molekula prikazana je na Slici 24.
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Slika 24. Kemijske strukture monokarbonilnih derivata kurkumin-kumarin i kurkumin-isatin
(Singh i sur., 2019).

Monokarbonilni kurkumin dobiven je eliminacijom osjetljivog B-diketonskog dijela
putem nekoliko modifikacija kurkumina, ¢ime je postignuta veca stabilnost i bioraspoloZivost.
Isatin je farmakoloski aktivan indolni derivat Siroko rasprostranjen u prirodi, a njegovi hibridi

imaju antimikrobni potencijal. Kumarin je kemijski spoj s benzopironskom osnovom, a
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njegovi hibridi takoder pokazuju obeéavajuéi antimikrobni potencijal. Triazol je heterociklicki
spoj vazan u medicinskoj kemiji — koristi se za sintezu raznih bioloski aktivnih molekula,
ukljucujudi antimikrobne agense. Primjerice, flukonazol je triazolni antifungalni lijek.

Sintetiziranim hibridima evaluirana je antimikrobna aktivnost na dvije gram-pozitivhe
(Enterococcus faecalis | Staphylococcus aureus) i dvije gram-negativne (Pseudomonas
aeruginosa i Escherichia col)) patogene bakterije. Rezultati su pokazali da je najotpornija
bakterija na ove hibride £. colj, a najosjetljivija S. aureus. Najboljima su se pokazali spojevi
A-4 (hibrid kurkumin-kumarin) i B-38 (hibrid kurkumin-isatin) (Slika 25.) sa zonama
inhibicije od 29 i 31 mm kod S. aureus (Slika 26.)
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Slika 25. Kemijske strukture spojeva A-4 i B-38 (Singh i sur., 2019).

Slika 26. (a) Zona inhibicije (29 mm) koju je pokazao hibrid A-4 zajedno s pozitivhom
kontrolom (PC) levofloksacinom i negativnom kontrolom (NC) DMSO. (b) Zona inhibicije (31
mm) koju je pokazao hibrid B-38 sa slicnim standardom i negativnom kontrolom, oboje kod

S. aureus (Singh i sur., 2019).
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U slucaju kurkumin-kumarin hibrida, antibakterijskom potencijalu pogoduje metoksi-
supstituirani fenilni prsten (prsten X). Najpogodnija je mono-metoksi supstitucija na para-
poziciji fenilnog prstena, slijede ju meta i orto-metoksi supstitucija, a Sto je viSe metoksi
supstituenata, to je aktivnost manja. Uoceno je i da policiklicki prstenovi ne pogoduju
antimikrobnoj aktivnosti, kao ni heteroarilni prstenoliki furan i tiofen. Najboljom opcijom za
prsten X pokazao se fenilni prsten, i to 4-metoksifenil. Sto je kradi lanac koji povezuje triazol
i kumarin, to je aktivnost bolja, stoga je najpogodnija poveznica lanac duljine dva ugljikova
atoma.

U slucaju kurkumin-isatin hibridnih molekula, elektronegativno okruzenje isatina i
prstena X monokarbonilnog kurkumina znacajno je utjecalo na antimikrobnu aktivnost (Singh
i sur., 2019). Najpogodnija je para-kloro supstitucija na fenilnom prstenu kao prstenu X, a
zatim para-bromo i meta-bromo supstitucija. Pove¢anjem elektronegativnosti supstituenata
(para-nitro i metanitro), aktivnost se znacajno smanjuje. Metoksi supstitucije na fenilnom
prstenu kao prstenu X nisu pogodne, a najpogodniji oblik prstena X je 4-klorofenil. Za
supstituent R na isatinu preferiran je brom, potom klor pa tek onda vodik. MIC vrijednosti
dviju najpotentnijih hibridnih molekula, A-4 i B-38, na S. gureus su 12,5 i 6,25 pg/mL —
priblizno lijeku levofloksacinu i puno bolje od ciprofloksacina i cefuroksima.

Monokarbonilni hibridi kurkumin-kumarin i kurkumin-isatin mogu posluziti za daljnji
razvoj antibakterijskih agensa. Hibridne molekule mogu smanijiti rizik od multirezistencije na
lijekove zajedno s interakcijama izmedu lijekova, Sto bi moglo biti od znacaja za CovjeCanstvo

u borbi protiv mikrobne rezistencije (Singh i sur., 2019).
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3. ZAKLJUCAK

Kurkumin, fitopolifenolni pigment izoliran iz korijena biljke kurkume, posjeduje vrlo
snaznu antimikrobnu aktivnost, medutim njegova je primjena ograniena farmakokinetickim
karakteristikama poput loSe bioraspoloZivosti, brzog metabolizma te potrebe za ponavljaju¢im
unosom oralnih doza da bi se postigla znacajna koncentracija unutar stanice. Mikrobna
rezistencija prominentno se pojavila kao ozbiljna prijetnja ljudskom zdravlju u zadnjih
nekoliko desetlje¢a te postaje najtezi i najozbiljniji izazov strucnjacima i istrazivaima u
zdravstvu diljem svijeta (Singh i sur., 2019). Buduéi da se javila potreba za zamjenom
konvencionalnih antibiotika drugim agensima, cilj je otkriti nove, bioloski aktivnije i
biodostupnije spojeve kurkumina.

Posljednjih su dvadesetak godina provedene brojne /n vitro studije u kojima su
sintetizirani razni derivati kurkumina sa znatno ve¢om antimikrobnom aktivnos¢u od samog
kurkumina. Primjerice, antibakterijska svojstva tetrahidrokurkumina poboljSana su
prisustvom esterske veze dobivene konjugacijom njegove fenolne skupine s
aminokiselinama. Pokazalo se da kurkumin monoglukozid i diglukozid mogu posluZiti kao lijek
protiv penicilin-rezistentne S. pneumoniae koja kod ljudi uzrokuje infekcije i po Zivot opasne
bolesti. Odli¢na antimikrobna svojstva biokonjugata kurkumina i piperina te kurkumina i
aminokiselina primjeri su koji govore kako je potrebno sintetizirati viSe ovakvih biokonjugata
u kojima je jedna od komponenti konjugiranih s kurkuminom uobicajena stani¢noj stijenki ili
genomu bakterije. Na taj bi se nacin povecala efikasnost kurkumina pri malim dozama te bi
on mogao biti bolji sistemski lijek, koncentrirajuci se prvenstveno u i okolo zlo¢udnih stanica i
prepoznavajuci bakterijske stanice.

Selenometionin-supstituirani kurkuminoid i sumporni heterociklicki derivati kurkumina,
kao i diazepinski derivat te monokarbonilne hibridne molekule kurkumina, pokazuju znacajnu
antibakterijsku aktivnost na S. aureus, jedan od najznacajnijin bakterijskin oportunistickih
patogena u ljudi. Pirazolni kurkuminski derivati hidrofilniji su od samog kurkumina, a
hidrofilna priroda pirazolu moze pomodi i kod aktivnog transporta kroz staniénu membranu.
Za razliku od kurkumina, koji se pri fizioloSkim vrijednostima pH brzo degradira, oni su
mnogo stabilniji, a male promjene konfiguracije tih molekula mogu se jako odraziti na
antimikrobni ucinak. Tiazolni, guanilni i kumarinski prsten kao supstituenti mogu povecati

antibakterijsku aktivnost A~supstituiranih pirazolnih derivata kurkumina.
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Znacajno je i saznanje da se derivat kurkumina CPMD-6d dihidroklorid moze uzeti u obzir
kod lijeCenja mikobakterijskih infekcija, buduéi da uzrocnik tuberkuloze Mycobacterium
tuberculosis predstavlja ozbiljan problem zdravstvu diljem svijeta. Jedan je tiopirimidinski
analog kurkumina pokazao gotovo jednaku antibakterijsku aktivnost na B. subtilis kao
antibiotik kloramfenikol, a vrlo je visoka aktivnost uocena i na P. aeruginosa. Heterociklicki i
dugolancani supstituenti mogu povecati aktivnost monokarbonilnih kurkuminskih analoga.
Uoceno je da su neke monokarbonilne hibridne molekule kurkumina priblizne antimikrobne
aktivnosti kao lijek levofloksacin i puno bolje od ciprofloksacina i cefuroksima, stoga
primjerice kurkumin-kumarin i kurkumin-isatin mogu posluziti za daljnji razvoj antibakterijskih
agensa. Aktivnost im se znacajno smanjuje povecanjem elektronegativnosti supstituenata.
Hibridne molekule mogu smanijiti rizik od multirezistencije na lijekove zajedno s interakcijama
izmedu lijekova, Sto bi moglo biti od znacaja za Covjeanstvo u borbi protiv mikrobne
rezistencije.

Netoksic¢nost i Sirok spektar farmaceutskih svojstava ¢ine kurkuminoide obeéavajuéim
kandidatima u medicini zbog ¢ega se i ulazu toliki napori u sintezu novih kurkuminskih
derivata s jacom bioloSkom aktivnoS¢u. Rezultati do danas provedenih (/in vitro) studija
ukazuju na znacajan antimikrobni potencijal, no ono Sto predstoji jesu studije koje ce

evaluirati aktivnost sintetiziranih spojeva /in vivo.
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Izjava o izvornosti

lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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