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POPIS KRATICA

ABTS - eng. — 2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
salt

APOA-1 — Apolipoprotein Al

BH4 — tetrahidrobiopterin (eng. — tetrahydrobiopterin)

CD4 - stani¢ni diferencijacijski antigen 4 (eng. — Cluster of Differentiation 4)
COVID-19 — eng. — Coronavirus disease 2019

CRP — C — reaktivni protein

DAMP — molekularni obrasci povezani s oStecenjem tkiva (eng. — Damage-Associated
Molecular Patterns)

DMEM - Dulbeccov minimalni esencijalni medij (eng. — Dulbecco’s Minimal
Essential Medium)

DMSO — dimetil sulfoksid

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

eNOS — endotelna sintaza dusikovog oksida (eng. — endothelial nitric oxide synthase)
FAD - flavin adenin dinukleotid (eng, — flavin adenine dinucleotide)

FMN — flavin mononukleotid (eng. — flavin mononucleotide)

HDL - lipoprotein visoke gustoc¢e (eng. — high-density lipoprotein)

HLA — humani leukocitni antigen (engl. — human leukocyte antigen)

ICL— medulanc¢ana ukrizenja (eng. — Interstrand crosslinks)

IFN-y — interferon y

IGF-1 — faktor rasta slican Insulinu 1 (eng. — Insulin like growth factor 1)

IL-1B — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

IL-12 — interleukin 12

IL-8 — interleukin 8

INOS — inducibilna sintaza dusikova oksida(eng. — inducible nitric oxide synthase)
LPS — lipopolisaharid

MCP-1 — ¢imbenik koji privla¢i monocite (engl. — monocyte chemoattractant protein
1)

MDA — malondialdehid

MTT — eng. — (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)



NNOS — neuronska sintaza dusikova oksida (eng. — neuronal nitric oxide synthase)
NO- dusikov oksid (eng. — nitric oxide)

NADPH — reducirani nikotinamid dinukleotid fosfat (eng. — nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NAFLD — nealkoholna masna bolest jetre (eng. — Nonalcoholic Fatty Liver Disease)
NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi (eng. — Non-steroidal anti-
inflammatory drugs)

OSE - specifi¢ni oksidacijski epitopi (eng. — Oxidation-specific epitopes)

PAMP — molekularni obrasci patogenih mikroorganizama (eng. — Pathogen-
Associated Molecular Patterns)

PBS — fosfatni pufer (eng. — phosphate-buffered saline)

PDGF — trombocitni faktor rasta (engl. — platelet-derived growth factor)

PGE-2 — prostaglandin E2

PGH2 — prostaglandin H»

PRR — receptori prepoznavanja obrazaca (eng. — Pattern Recognition Receptors)
PUFA — polinezasi¢ene masne kiseline (eng. — Polyunsaturated fatty acids)

RNK - ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivne dusikove vrste (eng. — reactive nitrogen species)

ROS - reaktivne kisikove vrste (eng. — reactive oxygen species)

RPMI 1640 — (eng. — Roswell Park Memorial Institute) medij

SAA — serumski amiloid A

SASP — sekretorni fenotip senescentnih stanica (eng. — Senescence-associated
secretory phenotype)

SLE — Sistemski eritemski lupus (eng - systemic lupus erythematosus)

SNP — natrijev nitroprusid (eng. — sodium nitroprusside)

SOD - superoksid dismutaza (eng. superoxide dismutase)

SZS — sredisnji zivéani sustav

TAM — eng. tumor associated macrophages

TBARS - eng — Thiobarbituric acid reactive substances

TGFp — transformirajuéi faktor rasta beta (eng. —transforming growth factor beta)
TNFa — faktor tumorske nekroze o (eng. — tumor necrosis factor «)

UV - eng. ultraviolet

VEGF — faktor rasta vaskularnog endotela (eng. — vascular endothelial growth factor)


https://hr.wikipedia.org/wiki/Engleski_jezik

1. UVOD

1.1.Upala

Upala je esencijalan homeostatski odgovor organizma na Stetni podrazaj. UspjeSan
imuni odgovor mora biti snazan, te prostorno i vremeski reguliran (1). U evolucijskome
pogledu, domacin nema koristi od kroni¢ne upale ili odgovora niskoga stupnja neucinkovitoga
za uklanjanje opasnosti jer takva je kroni¢na upala glavni faktor progresije brojnih kroni¢nih

bolesti poput raka, dijabetesa, kardiovaskularnih i autoimunosnih bolesti (1, 2).
1.1.1. Akutna upala

Upala zapocinje kada stanice prepoznaju evolucijski oCuvane strukture patogena
(PAMP — eng. — Pathogen-Associated Molecular Patterns) ili endogene signale opasnosti
(DAMP — eng. — Damage-Associated Molecular Patterns) preko zamjetnih receptora
prepoznavanja obrazaca (PRR — eng. — Pattern Recognition Receptors), koji su izrazeni na
brojnim upalnim stanicama, ali i epitelnim stanicama i fibroblastima (3). Aktivirani granulociti
odgovaraju otpusStanjem sadrzaja granula S§to uklju¢uje mjeSavinu antimikrobnih agensa,
enzima, citokina i reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta, koji oste¢uju tkivo, ali imaju i izraZzene
ucinke na krvne Zile. Primjerice, pod utjecajem histamina i citokina TNFa (eng. — tumor
necrosis factor ) dilatiraju se krvne Zile, povecava se protok Krvi prema tkivima i povecava
permeabilnost endotelnih stanica. To omoguc¢ava plazmi i proteinima ulazak i pripremanje tkiva
za infiltraciju stanicama u ¢ijemu usmjeravanju sudjeluju i gradijenti kemokina (4). Takve
promjene uzrokuju vidljive znakove upale kao $to su: i) crvenilo i bol zbog povecana krvnoga
protoka, ii) edem zbog povisena onkotskoga tlaka (poviSen albumin) u tkivu, te iii) bol preko
djelovanja bradikinina i prostaglandina na neuroreceptore (5). Transport upalnih stanica u tkivo
odvija se preko adhezijskih molekula 1 ukljucuje leukocitno kotrljanje na vaskularnoj povrsini,
prac¢eno brojnim reverzibilnim interakcijama sa selektinima, te Cvrsto vezanje i potpuno
zaustavljanje posredovano integrinima (6-8). Leukociti potom puzu do mjesta spajanja
endotelnih stanica i dolazi do njihove transmigracije u tkivo ili dijapedeze (9). Prve stanice
privucene na mjesto upale su neutrofili, praceni monocitima, limfocitima i mastocitima (10).
Tipi¢an profil stanica periferne krvi u upali karakteriziran je neutrofilijom sa skretanjem ulijevo
(nezreli oblici) te monocitozom. Limfopenija je ¢est nalaz zbog sekundarnoga stresa, a vidljiv

je i blagi pad parametara crvene krvne slike (11).



Brojni ucinci upale posredovani su i proteinima akutne faze koji se sintetiziraju u jetri u
odgovoru na interleukin - 6 (IL-6) te mijenjaju svoju serumsku koncentraciju vise od 25 %.
Njihovo mjerenje u serumu radi visoke dijagnosticke osjetljivosti koristi se kako bi se evaluirali
prisutnost, intenzitet i tijek upalnoga procesa (12). Pozitivni proteini akutne faze (poveéavaju
svoju koncentraciju u upali) su primjerice CRP (C- reaktivni protein), SAA (serumski amiloid
A), haptoglobin i fibrinogen, a negativni cink, Zeljezo i albumin (13). Bitno je napomenuti da
se proteini akutne faze mogu povecati u odgovoru na stres i nespecifi¢nu tkivnu ozljedu pa se
njihove vrijednosti moraju interpretirati u odnosu na ostale nalaze (11). Na kraju upalnoga
procesa rezolucija upale posredovana je smjenom lipidnih posrednika od upalnih
prostaglandina do reparativnih lipoksina, rezolvina, protektina i marezina koji inhibiraju
infiltraciju leukocita, diluiraju kemokinske gradijente te poti¢u uklanjanje apoptotskih stanica
(2, 14, 15). Takoder, tkivni makrofagi i fibroblasti promi¢u tkivni popravak i remodeliranje
tkiva, izluCuju¢i faktore rasta kao $to je TGFP (transformirajuéi faktor rasta beta). (14).

Deregulacija ovoga procesa dovodi do kroni¢ne upale i daljnjega oksidativnog stresa (13).

1.1.2. Kroni¢na upala

Kroni¢na upala je, za razliku od akutne upale, ¢e$¢e aktivirana endogenim noksama
otpustenim tijekom stani¢noga stresa (DAMP), a povecava se s dobi, niskoga je stupnja i
perzistentna, uzrokuje ostecenja tkiva i organa te slabi njihove normalne imune funkcije $to
uzrokuje lo§ odgovor na cjepiva te podloznost oportunistickim infekcijama i nastajanju
malignih procesa u organizmu (Slika 1.) (16, 17). Studija na kohorti od 160 000 ljudi pokazala
je da su markeri upale, tj. CRP, albumin i neutrofili neovisni prediktori smrtnosti od svih uzroka
u periodu od 8 godina (18). Studija na stogodisnjacima u Japanu prikazala je da je upala, ali ne
i duljina telomera, vazan pokreta¢ starenja i da je njezina supresija najvazniji faktor
dugovjec¢nosti, s veCom znacajnosti u kasnijoj dobi (19). Kroni¢na je upala danas shvacena kao
ubikvitarna karakteristika starenja i smatra se kako je velikim dijelom uzrokovana procesom
stani¢ne senescencije, koja je karakterizirana zaustavljanjem stani¢noga ciklusa i usvajanjem
senescencijom posredovana sekretotnoga fenotipa (SASP — eng. — Senescence-associated
secretory phenotype) koji ukljucuje izlucivanje proupalnih citokina, kemokina, tkivno
razarajucih proteaza te faktora koji ostecuju funkciju mati¢nih i progenitorskih stanica (20-23).
Rezultati nedavnih studija potvrduju da senescencija djeluje na rast i Sirenje raka preko
izlucenih faktora rasta te da se moZe S§iriti i na susjedne stanice, $to dodatno intenzivira tkivno

propadanje (24). Senescencijom posredovano opadanje imune funkcije kompromitira



uklanjanje takvih stanica makrofagima $to dodatno pogorsava upalu (25, 26). Smatra se da
stanice stjecu takav fenotip kombinacijom endogenih i egzogenih uzroka, no veca se vaznost
danas ipak pridaje nenasljednim, egzogenim ¢imbenicima na $to upucuje i studija blizanaca
koja pokazuje da Covjekovu podloznost kroni¢nim bolestima najvec¢im dijelom odreduje
ekspozom, tj. skup okolisnih faktora izlozenosti tijekom Zivota kao §to su prehrana, fizicka
aktivnost i stres (27-29). U prilog tomu ide i longitudinalna studija koja je pokazala da je veca
izloZzenost mikrobima u ranome djetinjstvu povezana s nizim CRP-om u odrasloj dobi, a sto je
u skladu s hipotezom prema kojoj niska izloZzenost bezopasnim mikrobima u suvremenom
nacinu Zivota predisponira ¢ovjeka prema razvoju kroni¢nih upalnih stanja (30—32). Prisutnost
upale tijekom trudnoce u majke 1 njezina izloZenost Stetnim ¢imbenicima okoliSa mogu
epigenetskim mehanizmom prenijeti rizik za razvoj kroni¢ne upale i znacajno izmijeniti razvoj
mozga potomstva §to je prikazano na miSjem modelu (16, 33, 34). Epigenetske modifikacije
nastaju i u leukocitima pretile djece i objasnjavaju perzistenciju metaboli¢ke upale te rizika za
dijabetes u odrasloj dobi, ¢ak i nakon gubitka tezine (35). Sve vise dokaza posljednjih nekoliko
godina upucuje na to da kroni¢na upala posreduje nastanak Siroka raspona kroni¢nih bolesti
koje su vodeéi uzrok mortaliteta u svijetu, a koje ukljucuju rak, dijabetes, kardiovaskularne i

neuroloske bolesti (36, 37).

p Upalar\

Akutna Kroni¢na

Okidac¢i — DAMP (,,ckspozom”,

D Okidaci - PAM (infekeija) i metabolic¢ka disfunkcija, tkivna

DAMP (stani¢ni stres) ozljeda)

D Kratkoro¢na, visokog stupnja Perzistirajuéa, nerazrjesiva

D Ishod — cijeljenje, uklanjanje D Ishod — kolateralno o§tec¢enje
uzroka
Nevezana uz starenje D Povecava se starenjem organizma

Slika 1. Znacajke akutne i i kroni¢ne upale (16)

Danas su u uporabi brojne klase protuupalnih lijekova, no veéina onih koji se koriste
imaju znacajnu toksi¢nost (38). Nesterodni protuupalni lijekovi (NSAID — eng.— Non-

steroidal anti-inflammatory drugs) su najces¢i lijekovi za lije¢enje upalnih bolesti u svijetu


https://hr.wikipedia.org/wiki/Engleski_jezik

koje koristi 30 milijuna Amerikanaca, a u RH im je potrosnja u 2018. porasla za 11 % u odnosu
na 2017. g. (39, 40) zbog njihove Siroke dostupnosti. Njihova zloupotreba velik je problem, kao
I nuspojave: probavne ulceracije, krvarenja, disfunkcija trombocita, bubrezna i jetrena
toki¢nost, a koriStenje im je povezano sa znac¢ajnim rizikom od akutnoga infarkta miokarda sto
je pokazano metaanalizom Ballyja i sur. (41-43). Stoga ne ¢udi da se u SAD-u svake godine
100 000 hospitalizacija i 17 000 smrti pripisuje tim lijekovima (44). Buduéi napori trebali bi
stremiti prema dizajnu lijekova bez ili sa smanjenom toksi¢nosti, koji mogu djelovati na vise
razina upalne kaskade i kroniciteta upalnoga odgovora. Hibridni lijekovi pokazali su

obecavajuce rezultate kod takvoga pristupa (45, 46).

1.2. Makrofagi

Makrofagi pripadaju mononuklearnom fagocitnom sustavu, obitelji profesionalnih
fagocita koji uklju¢uju monocite i dendriticke stanice (47). Hvatanje, endocitoza i prezentacija
antigenskih fragmenata u kompleksu s humanim leukocitnim antigenom (HLA — engl. —human
leukocyte antigen), te stimulacija T stanica bitne su znacajke makrofaga kojim povezuju
urodenu 1 adaptivnu imunost (48). Danas se zna da vecina tkivnih makrofaga, koji uklju¢uju
mikrogliju u SZS-u, osteklaste u kostima, alveoolarne makrofage, histiocite i Kupfferove
stanice nastaju iz embrionskih prekursorskih stanica koje koloniziraju tkiva prije rodenja, imaju
samoobnavljaju¢a svojstva i odrzavaju se neovisno o cirkuliraju¢im monocitima (48, 49).
Transkriptomske su anlize pokazale da se takve makrofagne populacije razlikuju jedna od druge
na epigenetskoj razini. Takve su promjene reverzibilne jer zreli makrofagi preneseni iz jednoga
tkiva u drugo poprimaju fenotip ciljnoga tkiva (50). Tkivni makrofagi imaju bitne uloge u
razvoju, homeostazi i rezoluciji upale. No u odgovoru na upalni stimulus, brojni monociti
odlaze u tkiva pod utjecajem PAMP i DAMP signala, te kemokina gdje ih inicira robusni upalni
odgovor, izlu¢ujuéi citokine kao §to su TNFa i 1L-1p (51). Nakon $to rani upalni odgovor
zavr$i, makrofagi usvajaju fenotip obnavljanja tkiva stvarajuéi brojne faktore rasta kao PDGF
(engl. — platelet-derived growth factor), TGFp, IGF-1 (eng. — Insulin like growth factor 1) i
VEGF (eng. — vascular endothelial growth factor). Ako ovaj proces nije efikasno kontroliran,

perzistirajuca upala dovest ¢e do destrukcije tkiva i fibroze (52).



1.2.1. Aktivacijska stanja makrofaga

Prema aktivacijskome stanju, makrofagi se dijele na M1 i M2 makrofage. M1 ili klasi¢no
aktivirani makrofagi su makrofagi prisutni u veliku broju u upaljenome tkivu te su stimulirani
lipopolisaharidom (LPS) ili interferonom - y (IFN-y). Oni posjeduju specifi¢éne karakteristike
poput a) pojacane sekrecije proupalnih citokina kao TNFa i 1L1b, b) pojacan kapacitet
prezentacije antigena, c) visoka produkcija reaktivnih dusikovih i kisikovih radikala i d)
izlu¢ivanje IL-12 koji poti¢e TH1 polarizaciju CD4+ limfocita. Opéenito imaju mikrobicidna,
citotoksi¢na i antitumorska svojstva (53-55). M2 makrofagi se polariziraju u odgovoru na IL-
4, IL-10, IL-13 i glukokortikoide te izlu¢uju visoke koli¢ine I1L-8, MCP 1 (engl. — monocyte
chemoattractant protein-1) i IL-10 (Slika 2.). Karakteristi¢no za njih je da kontroliraju upalu,
aktivirani su tijekom parazitskih i fungalnih infekcija, podrzavaju angiogenezu i popravak
tkiva, ali i tumorsku progresiju (55, 56). Ipak, ovakva podjela predstavlja samo in vitro
ekstremizaciju i pojednostavljenje dinami¢koga kontinuuma fenotipa koji makrofagi usvajaju

in vivo u odgovoru na lokalni citokinski okoli§ (56).

o Proupalni

o Mikrobicidni

o Tumoricidni

o‘.‘Kapacitet
prezentacije
antigena

o OfStecenje tkiva

Protuupalni
Protumorski
Antiparazitski
Angiogeneza
Tkivno
obnavljanje

o 0 0o 0 0

Slika 2. Aktivacijska stanja makrofaga (56)

1.2.2. Makrofagi u upalnim bolestima

U brojnim upalnim bolestima makrofagi su vodece stanice koje utje¢u na ishod bolesti (57).

Prisutni su u svim stadijima ateroskleroze i pokazano je kako u pacijenata s aterosklerozom
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simptomatski plakovi obiluju M1 makrofagima, dok makrofagi u asimptomatskom plakovima
imaju M2 markere (58). Upalni makrofagi sekrecijom citokina i proteaza povecavaju opseg
lezije i mijenjaju morfologiju aterosklerotskoga plaka, promovirajué¢i nekrozu plaka i
stanjivanje protektivne fibrozne kape §to dovodi do rupture i akutne lumenalne tromboze (59).
U pretilosti takoder imaju pretezno M1 fenotip te oko mrtvih adipocita formiraju strukture
slicne kruni koje dodatno doprinose metabolickim komplikacijama i progresiji nealkoholne
masne bolesti jetre (NAFLD — eng. — Nonalcoholic Fatty Liver Disease) (60, 61). Pokazano je
I da se makrofagi tijekom upale gusteracnih otocica polariziraju u M1 makrofage i glavni su
izvor upalnih citokina, posebice IL1b koji inihibira inzulinsku sekreciju pracenu destrukcijom
oto¢ia u misjim modelima diabetes mellitusa tipa 2 (62). Zanimljivo, tumorski makrofagi
(TAM — eng. — tumor associated macrophages) imaju dvojnu ulogu u tumorskome rastu, s
protutumorskim M1 fenotipom u ranim stadijima rasta tumora, dok s tumorskom progresijom
podrzavaju rast tumora usvajaju¢i M2 fenotip pod utjecajem signalnih tumorskih molekula IL4,
IL10, TGFpB i prostaglandina E2 (PGE2) . Eksperimentalne i klinicke studije otkrile su kako
njihova povecana infiltracija korelira s lo$ijim ishodima u pacijanata (63—65). Shodno tomu,

makrofagi su zanimljiva meta terapije razlicitih patofizioloskih stanja (57).

1.3. Oksidativni stres

Redoks balans, tj. delikatna ravnoteZa povoljnih i $tetnih ucinaka radikala kljuéna je u
odrzavanju ispravne funkcionalnosti vitalnih stani¢nih funkcija, a pretpostavlja se da je vecina,
ako ne i svi transkripcijski dogadaji u stanici, modulirana ili kriti¢no ovisna o redoks
signalizaciji (66-68). Oksidativni/nitrozativni stres, kao privilegija aerobnih organizama,
opisuje stanje neadekvatne obrane organizma od prekobrojnih reaktivnih vrsta bilo zbog
neadekvatnih zaliha antioksidansa ili presnazna stvaranja takvih radikala (69). Klini¢ki podatci
jasno ukazuju na povezanost upale i oksidativnoga stresa, kao i njihovu patogenu ulogu u

kroni¢nim upalnim bolestima (Slika 3.) (70).
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Slika 3. Povezanost upale i oksidativnoga stresa s bolestima (2)

1.3.1. Reaktivne kisikove i duSikove vrste

Slobodni radikali su tvari s nesparenim elektronom, sposobne za neovisno postojanje (69).
Reaktivne kisikove (ROS — eng. — reactive oxygen species ) i dusikove (RNS — eng. — reactive
nitrogen species) vrste primjer su takvih radikala. Superoksidni anion, vodikov peroksid,
hidroksilni radikal i singlet kisik su ROS, a dusikov oksid i peroksinitrit RNS (71, 72). ROS i
RNS stvaraju se u metabolizmu djelovanjem razli¢itih enzima kao $to su NADPH oksidaze,
ksantin oksidaze, peroksidaze, dusik oksid sintaze, zatim djelovanjem endogenih (imune
stanice, upala, mentalni i fizicki stres, hipoksija), te egzogenih (teski metali, lijekovi, UV
zraCenje) faktora (73, 74). Posljednjega desetlje¢a prihvacen je koncept dvojnoga karaktera
reaktivnih vrsta koji pokazuje da umjerene koli¢ine radikala induciraju reverzibilne
oksidativne/nitrozativne modifikacije u redoks osjetljivim ostatcima regulatornih proteina koji
reguliraju klju¢ne stani¢ne procese kao $to su genska ekspresija, diferencijacija, migracija i

epigenetika (75, 76). Ipak, kod patoloskih stanja njihovo prekomjerno stvaranje ostecuje ove



regulatorne mehanizme §to rezultira trajnim oSte¢enjem na molekularnoj i stani¢noj razini, te

amplifikacijom proupalnoga fenotipa (67, 77).

1.3.2. Antioksidansi

Pod bioloskim antioksidansom smatra se bilo koji spoj koji je, kada je prisutan u nizoj
koncentraciji od slobodnoga radikala, sposoban ga neutralizirati i time reducirati kapacitet
njegova Stetnoga ucinka (78, 79.) Endogeni antioksidansi dijele se na enzimske (katalaza,
glutation peroksidaza, superoksid dismutaza) i neenzimske (glutation, lipaze, proteaze,
bilirubin, lipoi¢na kiselina), a primjeri egzogenih su flavonoidi, karotenoidi, kao i vitamini E i
C (80, 81). Antioksidansi mogu potaknuti raspad reaktivnih vrsta unutar stanice (superoksid
dismutaza (SOD), katalaza), direktno hvatati slobodne radikale (vitamini C i E) ili obnavljati
oSte¢enja uzrokovana radikalima (lipaze, proteaze) (82, 83). Sintetske modifikacije
antioksidansa i razvoj hibridnih spojeva novi su pristupi u razvoju antioksidativno baziranih

terapeutskih spojeva (84).

1.4. Dusikov oksid (NO)

Dusikov oksid (NO — eng. — nitric oxide) primarni je oblik RNS-a stvoren u reakciji
konverzije arginina u citrulin. Reakcija se zbiva u aerobnim uvjetima u prisutnosti koenzima
NADPH (eng. — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), FAD (eng, — flavin adenine
dinucleotide) , FMN (eng. — flavin mononucleotide) i BH44 (eng. — tetrahydrobiopterin) (75).
NO slobodno difundira preko stani¢nih membrana, omogucujuci distalno signaliziranje, cak i
unutar susjednih stanica (85). NO ima regulatornu funkciju djeluju¢i na vaskularni tonus i
plasti¢nost, medijator je u SZS-u i inhibira agregaciju trombocita (86). NO sintaze su hem
enzimi prisutni u 3 izoforme: i) NNOS (eng. — neuronal nitric oxide synthase) , kostitutivno
izrazena u stanicama srediSnjega ziv€anog sustava, ukljuena u sinapticku transmisiju,
neurogenezu, ucenje i pamcenje, i) eNOS (eng. — endothelial nitric oxide synthase),
konstitutivno izrazena u vaskularnom endotelu, ukljucena je u regulaciju vaskularne funkcije,
iii) INOS (eng. — inducible nitric oxide synthase), producira NO nakon stimulacije LPS-om ili
IFN-y, a izraZena je u brojnim stanicama kao $to su makrofagi, neutrofili 1 hepatociti (75). U
kontrastu nNOS-a i eNOS-a, izrazaj iNOS za posljedicu ima stvaranje velikih koli¢ina NO-a.
Aktivna je samo tijekom upale (Slika 4.) (87). Shodno tomu, neselektivna NOS inhibicija
pracena je brojnim nuspojavama i pokazano je kako moze povecati mortalitet u septicnih

pacijenata, a selektivna inhibicija iNOS ima manje nezeljenih ucinaka i Siroku terapeutsku



korist kod dijabetasa, raka, respiratornih i neuroloskih stanja. Unato¢ povoljnim animalnim

studijama, nijedan iNOS inhibitor nije odobren za ljudsku primjenu (88).
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= male koli¢ine NO
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Slika 4. Tipovi sintaza dusikova oksida (87)

1.4.1. Peroksinitrit

Signalizacija preko NO-a ovisi o koncentraciji i redoks mikrookoliSu. Toksi¢nost NO-a
tijekom oksidativnoga stresa proizlazi iz NO izvedenih radikala, posebno peroksinitrita koji
promovira oksidaciju i nitraciju brojnih biomolekula (86). Aktivirani makrofagi stvaraju velike
koli¢ine O2 preko NADPH oksidaze, te NO preko iINOS enzima pri ¢emu Se stvara peroksinitrit,
o ¢ijoj produkciji ovisi zastitna uloga makrofaga protiv patogena. Ipak, prekomjerno stvaranje
ili deregulacija sinteze peroksinitrita povezano je i s brojnim kroni¢nim upalnim bolestima kao
Sto su dijabetes tip 2, aterosleroza i neurodegenerativne bolesti §to dokazuje njegovu dvojnu
prirodu (89). Peroksinitrit pojacava i aktivira proupalne procese aktivacijom proupalnih puteva,
inhibicijom enzima respiratornoga lanca te SOD-a i glutationa, ¢ime uzrokuje oksidativnu
stani¢nu ozljedu. Reakcijom s lipidima dovodi do peroksidacije i stvaranja malondialdehida
(90). U DNK peroksinitrit dovodi do stvaranja 8-okso- i 8-nitrogvanozina koje su osnova
mutageneze (91). Peroksinitrit promovira nitraciju tirozinskih ostataka na proteinima Sto daje
3-nitrotirozin, otisak aktivnosti peroksinitrita, koriSten kao marker progresije i prediktor ishoda

upalnih bolesti (92). Bitan aspekt nitriranja proteina je pojacavanje njihove imunogenosti i



akumulacija autolognih nitriranih proteina pokazana je u upaljenim tkivima koji tada postaju

strani imunom sustavu i aktiviraju autoimuni odgovor (93).

1.4.2. NO u upalnim bolestima

Razvoj je raka usko povezan s kroni¢nom upalom, a kroni¢no generiranje NO-a, uz ROS,
igra esencijalnu ulogu u odrzavanju oksidativnog/nitrozativnog stresa u tumorima (94).
Rezultati metaanalize i sustavnoga pregleda literature koji su ukljuéili vise od 1700 pacijenata
s 11 razli¢itih solidnih tumora pokazali su da je prekomjerni izrazaj iNOS-a, odgovornoga za
prekomjernu produkciju NO-a, povezan sa slabim prezivljavanjem u humanim tumorima te
moze biti dobar prognosti¢ki tumorski biljeg (95). Dodatno, metaanaliza 1 sustavni pregled
literature koji je ukljucio 277 pacijenata sa sistemskim eritemskim lupusom (SLE — eng. —
systemic lupus erythematosus) pokazao je pozitivnu korelaciju izrazaja iNOS-i patologije u
SLE-u (96). NO produciran iNOS-om unutar SZS-a dominantno pridonosi multiploj sklerozi,
a NO i peroksinitrit uzrokukuju u SZS-u lipidnu peroksidaciju, o$teéenje oligodendrocita i
krvno-mozdane barijere te aksonalnu degeneraciju (97). Lee i suradnici su pokazali kako
dugotrajna konzumacija visoko masne dijete aktivira izrazaj iNOS hipotalamic¢kih makrofaga,
dovodi do hipotalamicke upale i abnormalnoga metabolizma glukoze. Inhibicija INOS-a ukida
proupalnu citokinsku produkciju i popravlja glukozni metabolizam u pretilu misu (98).
Pacijenti s reumatiodnim artiritisom imaju dualnu abnormalnost u NO ovisnoj vaskularnoj
funkciji i imaju smanjenu aktivnost eNOS-a i poviSenu aktivnost iNOS-a koji producira velike

koli¢ine NO-a, $to dovodi do endotelne disfunkcije (99).

1.5. Lipidna peroksidacija

Stani¢ne membrane, kao i membrane organela, zbog visoka su sadrzaja polinezasi¢enih
masti (PUFA — eng. — Polyunsaturated fatty acids) posebno osjetljive na oSteCenja izazvana
ROS-om i RNS-om koji induciraju lipidnu peroksidaciju (100). Radikali mogu oStetiti
fosfolipide direktno i inducirati stani¢nu smrt, ali i same PUFA mogu postati radikali i
propagirati daljnju lan¢anu peroksidaciju (101). Proces se odvija u trima fazama. U inicijalnoj
fazi dolazi do uklanjanja vodika iz masnih kiselina djelovanjem ROS i RNS vrsta kao §to su
hidroksilni, hidroperoksilni radikal, i peroksinitrit, pri cemu se stvara lipidni radikal. Tijekom
propagacijske faze formirani lipidni radikal regira s kisikom tako da forimira peroksilni radikal
koji moze formirati novi lipidni radikal i lipidni peroksid. U fazi terminacije dva lipidna ili

peroksilna radikala regiraju jedan s drugim ili s antioksidansom (102). Peroksidacija lipida
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izrazava toksi¢ne ucinke preko dvaju mehanizama: 1. naruSava signalizacijski transport,
fluidnost i permeabilnost membrane te 2. generira visoko reaktivne sekundarne produkte kao
Sto su 4-hidroksinonenal, malondialdehid i akrolein koji narusavaju funkciju proteina i DNK
(103, 104). Njihova toksi¢nost sli¢na je onoj ROS-a i RNS-a, a zbog toga §to su stabilniji od
drugih slobodnih radikala, sekundarni produkti mogu regirati i oStetititi biomolekule na

distalnim mjestima (105).

1.5.1. Malondialdehid (MDA)

MDA je opsezno koristen godinama kao pogodan marker lipidne peroksidacije
nezasi¢enih masnih kiselina, a moZe nastati enzimatskim i neenzimatskim procesima (106).
Prvim na¢inom tromboksan sintaza konvertira ciklooksigenazom stvoren prostaglandin (PG)H2
u ekvimolarne koli¢ine thromboksana A2, 15-hidroskiheptadekatrienoat (HHT) i MDA (107).
Neenzimski nain u stanicama sisavaca kao prekursore koristi polinezasi¢ene masne kiseline
poput arahidonske i dokozaheksanoi¢ne te ih konvertira preko formiranja i raspada raznih
biciklickih intermedijera u slobodni MDA (108). Smatra se da neenzimatski stvoren MDA ima
velik potencijal reakcije s biomolekulama (106). MDA, kao reaktivni aldehid, moze generirati
kovalentnte adukte s primarnim aminima proteina te amino grupama lipida i tako stvoriti
oksidacijske specificne epitope (OSE — eng. — Oxidation-specific epitopes) (109). MDA epitopi
su potencijalno opasni jer mogu potaknuti imune odgovore i povecati ekspresiju proupalnih
citokina u makrofagima (110). Njihovo prekomjerno stvaranje i neuc¢inkovito uklanjanje dovodi
do induciranja proupalnih odgovora i rezultira razvojem kroni¢nih upalnih bolesti (111). Na
ljudskim fibroblastima pokazano je da MDA moZe generirati velike insercije i visokomutagene
lezije u DNK te medulanéane krizne veze (ICL — eng. — Interstrand crosslinks) koje blokiraju
DNK i RNK polimerizaciju (112). Osim stvaranja adukata i epitopa, MDA moze krizno
povezivati biomolekule kao §to su strukturni i funkcionalni proteini, primjerice kolagen, $to
dovodi do kriznoga povezivanja kolagena, poti¢uéi gubitak elasticnosti i remeti tkivno

remodeliranje te dovodi do patologije u krvozilnom sustavu (113).
1.5.1.1. Malondialdehid (MDA) u upalnim bolestima

U studiji Rasic¢a i suradnika, serumski MDA kod bolesnika s kolorektalnim karcinomom
pokazao se kao neovisni pozitivni prediktor dubljine tumorske invazije intestinalnoga zida,

infiltracije limfnoga C¢vora te pojavnosti metastaza §to je indiciralo poveznicu MDA s

karcinogenezom i progresijom kolorektalnog karcinoma (114). MDA epitopi takoder
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predstavljaju klju¢an medijator upale u aterosklerozi. HDL (eng. — high-density lipoprotein)
izoliran iz humanih aterosklerotskih regija bogatiji je MDA epitopima u odnosu na zdrave
donore. Modifikacija apolipoproteina Apo-Al, glavnoga proteina HDL-a s MDA, ostecuje
bitne kardioprotektivne funkcije HDL-a $to doprinosi razvoju ateroskleroze (115). U studiji 29
pacijenta s tipom 1 diabetes mellitusa pokazano je kako je nastup bolesti bio pracen povisenjem
plazmatske razine MDA te su koncentracije MDA bile znacajno poviSene u odnosu na zdrave
ispitanike iste dobi (116). U istrazivanju provedenomu na 73 pacijenta s Alzheimerovom bolesti
koncentracije MDA bile su znacajno vise u skupini pacijenata u odnosu na kontrolu te su uz
alel €4 predstavljene kao neovisan faktor rizika koji doprinosi samoj patogenezi te bolesti.
Stovise, omjer izgleda pokazao je kako sam alel &4 povisuje rizik za razvoj bolesti za oko 5
puta, dok ga povisSen MDA povisuje za ¢ak 9 puta (117). Karcinogeni u¢inak MDA je nadalje
potkrijepljen detekcijom poviSenih razina MDA kod pacijenata s karcinomima bazalnih stanica

te prostate u odnosu na kontrolu (118, 119).

1.6. Amidini

Amidini, koji se mogu smatrati dusi¢nim analozima karboksilnih kiselina, grade brojne
prirodne spojeve od medicinskoga interesa. Takoder izgraduju brojne heterocikli¢ke spojeve,
znacajni su bioloSki aktivni spojevi i Cesto se koriste u dizajnu novih spojeva s terapijskom
uc¢inkovitosti (120, 121). Amidini i njegovi derivati posjeduju antidegenerativna, antimikrobna,
protutumorska, antikonvulzijska i protuupalna svojstva, a pokazani su i kao inhibitori sintaze
dusikova oksida i serinske proteaze (121, 122). Njihova protuupalna u¢inkovitost opetovano je
pokazana na misjim modelima, pokazuju¢i usporediv ucinak sa standardnim lijekovima
ibuprofenom i aspirinom. Studija Khanna i sur. pokazala je da amidinski derivati nemaju
gastrointestinalnu toksi¢nost Kkoja je Cesta nuspojava vezana uz primjenu standardnih

protuupalnih lijekova (123, 124).

1.7. Kinolini

Kinolinska jezgra bitna je strukturna jedinica Siroko prisutna u prirodnim alkaloidima i
novosintetitiziranim spojevima s terapijskim uéincima, te ¢ini vaznu okosinicu u razvoju novih
lijekova zbog brojnih bioloskih svojstava kao $to su protuupalno, protutumorsko,
antioksidativno, amtimikrobno i antihipertenzivno. Kinolini takoder mogu interkalirati u DNK

dupleks i zastititi DNK od slobodnih radikala i oksidativna ostecenja (125).
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7-Klorokinolinski derivati, medu kojima su najpoznatiji klorokin i hidroksiklorokin,
pokazali su se korisnim u lije¢enju brojnih kroni¢nih upalnih bolesti (SLE, reumatoidni artritis,
osteoartritis), a zbog odli¢nih protuupalnih svojstava istrazuju se i protiv bolesti COVID-19
(eng. — Coronavirus disease 2019). Pilot-studije su pokazale poboljsanje klinickoga ishoda i
skracenje trajanja bolesti u bolesnika s COVID-19, lijeenih tim lijekovima (126-128). Smatra
se kako je takav ucinak posljedica potentnoga protuupalnog ucinka tih spojeva koji djeluje
sinergisticki s antiviralnim svojstvom (129). Pokazano je da u odredenih teskih oblika COVID-
19 imunosni sustav pacijenata pretjerano reagira, proizvodeci visoke razine proupalnih citokina
IL-6, IL1b i TNFa, $to je poznato kao citokinska oluja te je povezana s negativnim klini¢kim
ishodom u tih pacijenta (130). Klorokin i hidroksiklorokin sposobni su inhibirati antigensku
prezentaciju, aktivaciju Tollu sli¢nih receptora te T i B receptora i sekreciju proupalnih citokina
IL-6, IL-1 i TNFa u alveolarnim makrofagima te tako potencijalno smanjiti hiperupalni
odgovor u bolesti COVID-19. Tijekom posljednja tri mjeseca zapocete su brojne studije kako
bi se efekti tih lijekova, odnosno hidroksiklorokina kao sigurnijega analoga, valjano evaluirali

u kvalitenim klini¢kim studijama (131).
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2. Hipoteza

Polazna pretpostavka je da novosintetizirani kinolinsko-arilamidinski hibridi mogu

inhibirati upalni odgovor u induciranim RAW 264.7 misjim makrofagima.
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3. Cilj istrazivanja

U liposaharidima induciranim RAW264.7 stanicama nakon tretmana s molekulskim

kinolinsko-arilamidinskih hibridima:

1. ispitati njihovu protuupalnu aktivnost odredivanjem dusikova oksida i malonilaldehida

2. odrediti antioksidativan kapacitet hibrida.
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4. Materijali i metode
4.1. Materijali
4.1.1. Ispitivani spojevi

Kinolinsko-arilamidinski hibridi sintetizirani su u Zavodu za kemiju i biokemiju
Veterinarskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Slika 5, Tablica 1.). Spojevi su otopljeni u
dimetil sulfoksidu (DMSO) u koncentraciji 0,01 M (mol/dm?®) i potom pohranjeni na -20 °C do
uporabe. Neposredno prije testiranja pripremljene su radne otopine otapanjem stock otopine
(0.01 M) u mediju ¢ija su zavrSna razredenja bila 0,1, 1, 10 i 100 pM.

cl N

Slika 5. Struktura kinolinsko-arilamidinskih molekulskih hibrida

Tablica 1. Amidinski supstituenti hibrida

Hibrid | la 1b 1c 1d le 1f 19

NH
NH NH NH N
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4.1.2. Kemikalije
» DMEM, s visokim udjelom glukoze (4,5 g/L) i L-glutaminom, Capricorn Scientific

GmbH (Slough, Velika Britanija) g/l
» Roswell Park Memorial Institute medij (RPMI 1640), Lonza (Basel, Switzerland)
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Fetalni govedi serum (FBS), Na-piruvat i antibiotik-antimikotik (penicilin—
streptomicin) 100x, GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika Britanija)

Amonijev persulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Dimetil sulfoksid (AppliChem, Darmstadt, Njemacka)
3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) (Merck, New Jersey,
SAD)

Tripansko modrilo 0.4 % (Sigma-Aldrich, VB)

2,2'-azino-bis(3-ethybenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Lipopolisaharid (LPS iz Escherichia coli 0111:B4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

>
>

YV V V V

Natrijev nitrit (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Griessov reagens (1 % sulfanilamid u 5 % fosfornoj kiselini, i 0,1 % naftiletilenediamid,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Malondialdehid (MDA) (Acros Organics, Geel, Belgija)

Trikloroctena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

TBA (2-tiobarbiturna kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

1,1,3,3- Tetraetoksipropan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.1.3. Stanic¢na linija

Ucinci kinolinsko-arilamidinskih hibrida (Slika 5., Tablica 1.) ispitivali su se na kulturi

RAW 264.7 (ATCC® TIB-71) stanica misjih makrofaga.
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4.2. METODE

4.2.1. Kultivacija stanica in vitro

Stanice su uzgojene u bo¢icama za kultivaciju povrsine rasta 25 i 75 cm? (BD Falcon,
Njemacka) u CO2 inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) pri 37 °C / 5 % CO:z te visoku vlaznost.

RAW 264.7 adherentna stani¢na linija kultivirana je u RPMI 1640 mediju uz dodatak
10 % FBS-a, 2 mM glutamina i 100 U/0,1 mg penicilin/streptomicina. Konfluentnost stanica
provjeravala se svakodnevno pomocu invertnoga mikroskopa (Zeiss Axiovert 25, Njemacka).
Za odvajanje adherentnih stanica od podloge koristio se 0,25 % tripsin/EDTA. Stanice su se
tripsinizirale 6 min u CO> inkubatoru nakon ¢ega je tripsin inaktiviran dodatkom medija za

uzgoj.

4.2.2. Odredivanje broja zivih stanica u kulturi

Broj stanica i vijabilnost odreden je bojenjem stani¢ne suspenzije tripan plavilom. Na
50 uL resuspendirane stani¢ne suspenzije dodana je boja tripan plavilo. Stani¢na suspenzija s
bojom nanesena je na Birker-Tlrkovu komoricu, a stanice su brojene pomocu invertnoga
mikroskopa. Zive stanice su neobojene jer imaju intaktnu stani¢énu membranu, te boju aktivno
izbacuju pomo¢u membranskih pumpi. Boja se nakuplja u mrtvim stanicama. Brojene su stanice

unutar 4 kvadrata te one u gornjemu i jednom od postranih bridova kvadrata (Slika 6).

Broj Zivu¢ih stanica odreden je formulom:
N/4 -3 =X - 10* stanicalcm®

Gdje je:

N — broj stanica

4 — broj polja u komorici

3 — faktor razrijedenja
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¢ o 0 O Stanice koie broiimo
0 0 ® Stanice koje ne brojimo
° 0
@ ) O
0 0

Slika 6. Mikroskopski prikaz Biirker-Tirk komorice

4.2.3. Odredivanje citotoksi¢nostt MTT testom

Ucinak testiranih spojeva na vijabilnost misje makrofagne stani¢ne linije RAW 264.7
(ATCC® TIB-71) odreden je kolorimetrijskim metiltetrazolij (MTT — eng. — (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) testom. Mitohondrijska sukcinat
dehidrogenaza metaboli¢ki aktivnih stanica reducira tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-
2, 5-difeniltetrazolium bromid) Sto rezultira stvaranjem tamnoljubicastih kristala formazana

koji se nakuplja u stanicama.

Stanice RAW 264.7 misjih makrofaga nasadene su na mikrotitarske ploce s 96 jazica u
koncentraciji 2 x 10* st/mL u volumenu od 200 ul (180 pl stani¢ne suspenzije i 20 ul spoja).
Nasadene su i kontrole stanica koje ostaju netretirane. Kontrole pocetnoga broja stanica
pohranjuju se u dvije epruvete od 1 ml te se ostave na -20 °C do kraja testa. Stanice su se
inkubirale na 37 °C / 24 h u CO> inkubatoru. Na prvi dan testa stanice su tretirane kinolinsko-
arilamidinskim hibridima u finalnim koncentracijama od 0,1, 1, 10 i 100 uM tijekom 72 h.
Dodatno, stanice su pretretirane hibridima 1a — 1g i Troloxom kao standardom u koncentraciji
od 10 uM tijekom 2h, te potom stimulirane lispopolisaharidima ( LPS) (1ug/mL) tijekom 24 h.
Nakon 72, odnosno 24 h, medij se uklonio, a stanice su tretirane 1X MTT/PBS-om u
koncentraciji od 5 mg/mL. Stanice su potom inkubirane u inkubatoru 4 h. Formazanski kristali
otopljeni su sa 160 ul DMSO-a, uz laganu tre$nju na tresilici (OS-10 Orbital Shaker, Biosan,
Latvia) na sobnoj temperaturi. Rezultati su o¢itani na mikro¢itacu (iMark, BIO RAD, Hercules,
CA, USA) na valnoj duljini od 595 nm.
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Nakon dobivenih rezultata apsorbancije, kontrola i pozadine (background), odreden je udio

prezivljavanja stanica koji se izrazava prema sljede¢oj formuli:

Atretman—A
background
g x 100

vijabilnost (%) =

kontrola—Apqckround

4.2. 4. Odredivanje ukupnoga antioksidativnog kapaciteta ABTS metodom

Kod odredivanja ukupnoga antioksidativnog kapaciteta ABTS metodom ABTS 2,2'-
Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), kao radikal koristi se
plavo-zeleno obojeni radikal-kation 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske) kiseline
(ABTS radikal) koji se formira oksidacijom otopine ABTS-a. Dodatak antioksidansa izaziva

gubitak boje, a ta se promjena detektira spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 734 nm.

ABTS" radikal se priprema mijeSanjem 7 mM ABTS otopljenoga u vodi s 2,45 mM
amonijevim persulfatom ((NH4)2S20s) (1 : 1). Pripremljenu otopinu ostavi se na sobnoj
temperaturi 12 — 16h prije upotrebe u mraku. Treba se razviti plava boja. Otopina se potom
razrijedi mijeSanjem ABST otopine i MetOH kako bi se dobila A 0,700 + 0,02 na 734 nm.
Otpipetira se 50 uM tesiranoga spoja i pomijesa S ABST otopinom u MetOH u istome
volumnom omjeru. Standardni spojevi, Eskuletin i Trolox aplicirani su u istoj koncentraciji.
Reakcijska smjesa se inkubirala u mraku kroz 30 i 60 min i apsorbanca se izmjerila na 750 nm
na mikrocitac¢u (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA). Sva su mjerenja izvedena u triplikatu.

Postotak inhibicije apsorbance na 750 nm izracunat je preko formule:
ABTS" u¢inak uklanjanja radikala
(%) = 100 - ((As/Ab)*100)

gdje je Ab apsorbancija ABTS radikala + metanol; a As je apsorbancija ABTS radikala +

testirani hibrid/standard.
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4.2.5. Odredivanje NO Griessovim testom

Koncentracija nitrita kao mjera unutarstanicne koncentracije NO-a mjerena je u

supernatantu RAW 264.7 stanica.

Stanice u koncentraciji 5 x 10° stanica/ml nasadene su na ploc¢u s 24 jazice i inkubirane
preko noc¢i u CO2 inkubatoru. Stanice su potom tretirane 10 pM testnih hibridima ili Troloxom
tijekom 2 h. Po isteku vremena inkubacije, na stanice se dodao lipopolisaharid (LPS) (1 pg/ml)
kojim su stanice kontinuirano stimulirane kroz 24 h. Nakon 24 sata stani¢ni supernatant
pomijesao se 1:1 s Griessovim reagensom (1 % sulfanilamid u 5 % fosfornoj kiselini, i 0.1 %
naftiletilenedamid) otopoljenim u vodi. Mjesavina je inkubirana 15 min u mraku prije mjerenja
te je apsorbanca ocitana na ELISA ¢itacu mikroploca (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA)
na 515 nm. Slijepa proba bila je Griessov reagens i deH>0 u omjeru 1 : 1. Koncentracija nitrita

(UM) izracunata je pomo¢u NaNO; standardne krivulje.

4.2.6. Odredivanje lipidne peroksidacije TBARS testom

Metoda se temelji na mjerenju koncentracije reaktivnih spojeva tiobarbiturne Kkiseline
(TBARS eng — Thiobarbituric acid reactive substances), uglavhom MDA. RAW 264.7 stanice
u koncentraciji od 5 x 10° stanica/ml nasadene su na plo¢u s 24 jaZice i inkubirane preko noéi
u COz inkubatoru. Stanice su tretirane s 10 uM testnih hibrida ili Troloxom tijekom 2h. Po
isteku inkubacije na stanice se dodao LPS (1 pg/ml). Stani¢ni supernatant je pokupljen nakon
24 h stimulacije s LPS-om te pomije$an u omjeru 1 : 2 s 30 % trikloroctenom kiselinom (TCA)
i centrifugiran na 3500xg 10 min. Nakon centrifugiranja, supernatant je pomije$an s otopinom
tiobarbiturne Kiseline (TBA) (1 : 1). Pomijesane otopine zagrijavane su 30 min na 95 °C.
Tijekom zagrijavanja Kisele reakcijske smijese lipidni peroksidi se raspadaju te nastali MDA
reagira s TBA. Kao posljedica te reakcije nastaje crveno obojenje. Nakon inkubacije se
reakcijska smjesa hladila 15 min. Apsorbanca kompleksa TBA-MDA odredena je
spektrofotometrijski na 532 nm UV/VIS spektrofotometrom (Lambda 25 UV/VIS,
PerkinElmer, USA). Koli¢ina TBARS-a, odnosno MDA, izracunala se pomocu jednadzbe
pravca standardnoga dijagrama pripremljenog s 1,1,3,3- tetrametoksipropanom kao standardom

te su TBARS vrijednosti izrazene kao pM malondialdehid (MDA) ekvivalenta.
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4.2.7. Statisticka obrada podataka

Svi prikazani bioloski eksperimenti obavljeni su u triplikatu. Normalnost raspodjele
podataka dobivenih testovima citotoksi¢nosti odredena je Kolmogorov-Smirnov testom.
Primijenio se neparametrijski test Mann-Whitney uza statisticku znacajnost p < 0.05. Statisticka
analiza podataka obavljena je pomocu statistickoga programa XLStat za Windows operativne
sustave. StatistiCke razlike medu svim skupinama podataka u eksperimentima odredene su
koriste¢i jednosmjernu analizu varijance (ANOVA) parnom usporedbom s Dunnet
(dvosmjernom) analizom. Sve analize su provedene koriste¢i 95 %-ni interval pouzdanosti (o
=0,05).
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5. REZULTATI

5.1. Odredivanje citotoksi¢noga ucinka kinolinsko-arilamidinskih hibrida na
kulturu RAW 264.7 stanica MTT testom

Antiproliferativni uc¢inak testiranih hibrida (1a — 19) ispitan je na adherentim stanicama
misjih makrofaga RAW 264.7. Rezultati su prikazani na Slici 7. Testirani hibridi djelovali su
inhibicijski na rast RAW 264.7 stanica pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji od 100 uM. Pri
toj koncentraciji svi hibridi su inhibirali rast RAW 264.7 stanica za vise od 60 %. Pri
koncentracijama od 10 i 1 uM jedino je hibrid 1g djelovao znacajno inhibicijski na rast stanica,

inhibiravsi rast u potpunosti pri koncentraciji od 10 pm, te 55 % pri koncentraciji od 1 um.

Ostali hibridi (1a — 1f) su pri koncentracijama 10 i 1 uM djelovali blago ili znacajno
proliferacijski na rast stanica, dok su pri najmanjoj primijenjenoj koncantraciji od 0.1 uM svi

hibridi djelovali stimulativno na proliferaciju stanica.
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Slika 7. Citotoksi¢ni ucinak kinolinsko-arilamidinskih hibrida na rast RAW 264.7 stanica
misjih makrofaga nakon inkubacije 72 h. Ispitivana stani¢na linija izloZena je djelovanju hibrida
kroz 72 h pri koncentracijama 0,1, 1, 10 i 100 pM. Citotoksi¢nost je odredena MTT testom u
tri vremenski nezavisna ponavljanja u triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je

p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne netretirane stanice.
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5.2. Odredivanje citotoksi¢noga ucinka kinolinsko-arilamidinskih hibrida i
standarda Troloxa na kulturu RAW 264.7 stanica stimuliranu LPS-om MTT
testom

MTT testom ispitan je ucinak hibrida (1a — 1g) te standarda Troloxa kao referentnoga
spoja na rast RAW 264.7 stanica pri koncentraciji od 10 uM. Kako je vidljivo iz Slike 8.,
stimulacija s lipopolisaharidom iz E.coli u koncentraciji od 1ug/mL tijekom 24h u prisutnosti
hibrida 1b, 1d, 1e, 1f i Troloxa nije dovela do znacajna antiproliferativnoga u¢inka na rast RAW
264.7 stanica te je stani¢ni rast odrzan iznad 80 %. Hibridi 1a i 1c doveli su do blaga, ali
statisti¢ki znacajna antiproliferativnoga djelovanja od 25 % na rast LPS-om stimulirane kulture
RAW 264.7 stanica. Uocljiv je izrazit antiproliferativni u¢inak hibrida 1g koji je u potpunosti

inhibirao rast LPS-om stimuliranih RAW 264.7 stanica te je na temelju toga iskljucen iz daljnjih

. T
. T
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Slika 8. Citotoksi¢ni u¢inak kinolinsko-arilamidinskih hibrida (1a —1g) i standarda Troloxa na

pokusa.
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rast LPS-om stimuliranih RAW 264.7 stanica miSjih makrofaga. Ispitivana stani¢na linija
predinkubirana je hibridima 2h pri koncentraciji 10 uM te stimulirana 1pug/mL LPS-om kroz 24
h. Citotoksi¢nost je odredena MTT testom u tri vremenski nezavisna ponavljanja u triplikatu.
Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne netretirane

stanice.
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5.3. Odredivanje antioksidativnoga kapaciteta kinolinsko-arilamidinskih hibrida
ABTS metodom

ABTS metoda odredivanja antioksidativnoga kapaciteta cesto je koriStena metoda koja
ispituje sposobnost spojeva prema uklanjanju stabilnoga radikal kationa ABTS™ (132). Kako je
vidljivo u Tablici 2, testirani hibridi pokazali su zanemariv uc¢inak uklanjanja radikala (0,2 —

14,2) u usporedbi s referentnim spojevima Troloxom i Eskuletinom.

Tablica 2 . U¢inak hibrida 1a — 1f i standarda Troloxa i Eskuletina na uklanjanje (2,2'-azinobis-
(3-etilbenzotiazolin6-sulfonat) radikal kationa (ABTS"), izrazeno kao srednja vrijednost triju

ponavljanja (n = 3) £ SD nakon inkubacije od 60 minuta

Hibrid la 1b 1c 1d le 1f Trolox | Eskuletin
14,0 0,2 3,7 0,2 0,6 1,4 91,5 91,4
+22 +0,1 |+0,3 +0,1 |+0,1 +0,2 +20 +15

5.4. U¢inak kinolinsko-arilamidinskih hibrida na stvaranje dusikova oksida u
LPS-om stimuliranim RAW 264.7 stanicama in vitro

Griessov test je metoda mjerenja koli¢ine dusikova oksida u teku¢im otopinama nakon

njegova pretvaranja u nitrit (133).

Kao $to je vidljivo na Slici 9., stimulacija RAW 264.7 stanica s 1ug/mL LPS-om
statisti¢ki je znacajno povisila razine dusikova oksida (169,2 + 9,4 uM) za viSe od Sest puta u
odnosu na kontrolne, nestimulirane stanice (26,7 + 2,4 uM). Nadalje, hibridi 1a, 1b i le
aplicirani u koncentraciji od 10 uM statisticki su znacajno inhibirali stvaranje dusikova oksida
u LPS-om stimuliranim stanicama u odnosu na LPS-om stimulirane kontrolne stanice te je
najvecéi ucinak imao hibrid 1a, inhibiravsi stvaranje dusikova oksida za oko 25 %. Hibridi 1c,
1d i 1f, kao i Trolox, nisu pokazali u¢inak na inhibiciju stvaranja dusikova oksida pri ispitivanoj

koncentraciji.
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Slika 9. Uc¢inak hibridnih spojeva na stvaranje dusikova oksida u LPS-om stimuliranim RAW
stanicama. Stanice su preinkubirane s testiranim hibridima i Troloxom u koncentraciji od 10
MM tijekom 2h i onda kontinuirano stimulirane s 1pug/mL LPS-om tijekom 24 h. Kontrola:
netretirane i nestimulirane stanice. LPS: stanice stimulirane LPS-om tijekom 24 h. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrijednosti £ SD. One-way ANOVA s Dunnett analizom (a < 0.05)
koristena je kako bi se odredile razlike izmedu LPS-om stimuliranih kontrolnih stanica i stanica

tretiranih hibridima u prisutnosti LPS-a

5.5. U¢inak kinolinsko-arilamidinskih hibrida na stvaranje malondialdehida u
LPS-om stimuliranim RAW 264.7 stanicama in vitro

TBARS test je Cesto koriSten test mjerenja lipidne peroksidacije u tekucini preko
koli¢ine malondialdehida koji reagira s tiobarbituratnom kiselinom kako bi proizveo ruzicasti
adukt koji se mjeri spektrofotometrijski (134). Kako je prikazano na Slici 10., stimulacija LPS-
om povisila je razine malondialdehida za vi§e nego dvostruko (8,3 + 2,2) u odnosu na kontrolne,
nestimulirane stanice (4,0 £ 1,9). Predinkubacija hibridima 1a—1d tijekom 2 h pri koncentraciji
od 10 uM dovela je do statisticki znacajne inhibicije stvaranja MDA u odnosu na LPS-om
stimulirane kontrolne stanice. Hibrid 1c inihibirao je stvaranje MDA za 35 %, dok su hibridi 1a

i 1b inhibirali stvaranje MDA za oko 50 % te tako spustili razine MDA na razine kontrolnih,
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nestimuliranih stanica. Hibrid 1d imao je najjaci inihibicijski u¢inak na stvaranje MDA te je

inhibirao njegovo stvaranje za 63 % u odnosu na RAW stanice stimulirane LPS-om.
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Slika 10. Uc¢inak hibridnih spojeva na TBARS razine izrazene kao koli¢ina MDA u LPS-om
stimuliranim RAW stanicama. Stanice su preinkubirane testiranim hibridima i Troloxom u
koncentraciji od 10 puM tijekom 2h i onda kontinuirano stimulirane s 1ug/mL LPS-om tijekom
24 h. Kontrola: netretirane i nestimulirane stanice. LPS: stanice stimulirane LPS-om tijekom
24 h. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti = SD. One-way ANOVA s Dunnett analizom
(o < 0,05) koristena je kako bi se odredile razlike izmedu LPS-om stimuliranih kontrolnih

stanica i stanica tretiranih hibridima u prisutnosti LPS-a
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6. RASPRAVA

Jedno od najvaznijih medicinskih otkri¢a u posljednjih 20 godina je da su upalni procesi
prisutni kod velika broja mentalnih i fizickih oboljenja covjeka (16). Kroni¢ne upalne bolesti,
kao Sto su kardiovaskularne bolesti, rak i dijabetes, danas su vodeéi uzrok smrtnosti u svijetu i
odgovorne su za oko 60 % svih smrti (37). Brojna istrazivanja na animalnim modelima i ljudima
upucuju na usku povezanost upale s oksidativnim/nitrozativnim stresom i smatra se kako
akumulirane reaktivne kisikove/dusikove vrste mogu djelovati kao primarni ili sekundarni
patofizioloski okidaci brojnih kroni¢nih bolesti (70, 135). Sucelje toga procesa ¢ine makrofagi
koji nakon proupalne stimulacije generiraju veliku koli¢inu tih reaktivnih vrsta koji dovode do
stani¢noga ostecenja te generiranja mutagenih i toksi¢nih produkata (136). Stoga terapijske
intervencije usmjerene k makrofagima i njihovim produktima predstavljaju vijabilnu strategiju
kontrole upalnih bolesti (137). Shvacanje da je upala kao temelj kroni¢nih bolesti
multifaktorijalna osnova je za potpuno nove pristupe u dizajnu lijekova i lijecenju. Jedan od
novijih pristupa u stvaranju novih lijekova je dizajn hibridnin molekula koje nastaju
povezivanjem dvaju ili viSe kemijskih spojeva ili farmakofora molekularnom poveznicom, pa
tako imaju sposobnost djelovati na viSe mjesta istovremeno, djelovati na razliCite stani¢ne

molekule i modulirati vise razina upalne kaskade te kronicitet upalnoga odgovora (46, 138).

Dusi¢ne heterociklicne molekule osnova su brojnih lijekova zbog izrazenih bioloskih
svojstava, a pokazano je i da konjugirane molekule koje sadrzavaju dusik stabiliziraju slobodne
radikale (125, 139). Dokazano je kako su amidin i njegovi derivati bioloski aktivni i da mogu
djelovati antidegenerativno, antimikrobno, protutumorski i protuupalno, a pokazani su i kao
visoko selektivni inhibitori sintaze duSikova oksida (122, 140). Klorokinski analozi, uz to §to
su spasili brojne Zivote kao antimalari¢ni lijekovi, pokazali su se izuzetno korisnima u lije¢enju
brojnih upalnih bolesti poput reumatoidnoga artritisa, SLE i raka (141). Buduci da kinolinska

okosnica ima velik bioloski potencijal, osnova je za razvoj novih hibridnih molekula (142).

U ovome su radu ispitani antioksidativni kapacitet i protuupalni u¢inci molekularnih
hibrida 7-klorokinolina i arilamidina na mi§jim makrofagima, nedavno opisanih u radu
Krstulovica i sur. gdje su pokazali protutumorsku selektivnost na leukemijske stanice (143). S
obzirom na to da je kroni¢na upala uklju¢ena u neoplastinu transformaciju i stimulaciju
tumorskoga rasta te se procjenjuje da oko 25 % tumora ima upalnu podlogu koja je prepoznata
kao znacajno obiljezje malignoga procesa (8, 37, 144), bilo je opravdano istraziti moguce

protuupalne u¢inke ovih spojeva.
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U ovome je radu MTT testom pokazano kako svi ispitivani hibridi, osim hibrida 1g, nisu
znacajno toksi¢ni u koncentraciji 10 UM pa je iz toga razloga ova koncentracija koriStena za

istrazivanja protuupalne u¢inkovitosti.

Brojnim je studijama na RAW 264.7 stanicama dokazano da njihova stimulacija LPS-
om dovodi do genskoga izrazaja inducibilnoga oblika sintaze dusSikova oksida te sinteze i
otpustanja NO-a (145). Koli¢ina tako stvorenoga NO-a premasuje njegove fizioloske
koncentracije, djeluje proupalno i dovodi do stvaranja peroksinitrita koji posreduje Stetne
ucinke duSikova oksida kao $to su oSteCenje DNK, lipidna peroksidacija, inhibicija
mitohondrijske respiracije te isto tako ciljaju¢i enzime i signalne molekule kljuéne za zivot
stanice (72, 146).

U uvjetima ovoga istrazivanja stimulacija LPS-om stani¢ne linije makrofaga Sest je puta
povecala stvaranje NO-a u odnosu na kontrolne neinducirane stanice. Testirani molekulski
hibridi 7-kinolina i arilamidina 1a, 1b i 1e u 10 uM koncentraciji postigli su statisti¢ki znacajnu
inhibiciju stvaranja NO-a u stimuliranim stanicama (20 — 25 %) (Slika 9.). Dobiveni rezultat
moze se povezati s rezultatima prethodno objavljenih studija u kojima je pokazano da je
amidinska struktura, formamidin, sposobna selektivno inhibirati INOS i stvaranje NO-a (147),
kao i da je amidinski derivat N-(3-(aminometil)benzil)acetamidin (1400w) ireverzibilni, visoko
selektivni inhibitor humane iINOS (5000 i 2000 x selektivniji za INOS u odnosu na eNOS i
nNOS) (140). Nadalje, studija Thanga i sur. pokazala je kako se inhibicija stvaranja NO-a
prilikom inkubacije amidinskih spojeva s INOS-om smanjivala pove¢anjem veli¢ine alkilnoga
supstituenta amidinske skupine (148), sto je vidljivo i u ovome radu na primjeru derivata 1c i
1d koji su imali glomaznije amidinske skupine i najslabije inhibirali NO, $to ukazuje da se
stericke smetnje s okolnim ostatcima povecavaju poveCanjem veli¢ine supstituenta na

amidinskoj skupini.

Nadalje, pokazano je i da klorokin znacajno moze inhibirati stvaranje NO-a preko
blokiranja indukcije iINOS-a u mi$jim peritonealnim makrofagima stimuliranih IFN-y i
Stakorskim makrofagima pri koncentracijama 50 — 100 uM bez toksi¢nih u¢inaka (149) te u
parakvatom induciranoj pluénoj ozljedi u misa (150). Njegov analog hidroksiklorokin zna¢ajno
je inhibirao LPS-om aktiviranu produkciju proupalnih citokina IL1b, IL-6 i TNFa te ROS u
RAW 264.7 stanicama, pri konc. od 10 pM s najja¢im ucinkom pri najviSoj testiranoj

koncentraciji od 20 uM, ipak bez testiranoga utjecaja na vijabilnost (151).
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Takoder, i drugi istrazivani 7-klorokinolinski spojevi pokazali su zapazen protuupalni
ucinak. U studiji Saraiva i sur. 7-klorokinolinski derivati s triazol karboksilatnom skupinom
znacajno su inhibirali stvaranje NO-a pri rasponu koncentracija 50 — 500 pM te lipidnu
peroksidaciju induciranu natrijevim nitroprusidom( SNP — eng. — sodium nitroprusside ) u
Stakorskoj jetri, no nisu pokazali antioksidativno djelovanje (152), sto je dokazano i u ovome

radu na testiranim kinolinsko-arilamidinskim hibridima (Tablica 2., Slike 9. 1 10.).

Membranski lipidi su ciljna mjesta raznih reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta $to
rezultira lipidnom peroksidacijom koja oStecuje integritet, funkciju i permeabilnost membrana
1 generira potencijalno toksi¢ne sekundarne metabolite kao $to je MDA (103). MDA je Siroko
koristen kao pouzdan biomarker lipidne peroksidacije €ije su poviSene razine povezane s
brojnim patoloskim stanjima (106). Smatra se najmutagenijim sekundarnim produktom lipidne
peroksidacije s visokim kapacitetom reakcije i s kljuénim biomolekulama kao §to su glutation,
DNK i strukturalni i funkcionalni proteini, uzrokujué¢i oStecenje njihove funkcije i kona¢nu
disfunkciju stanice (106, 153).

U ovome radu stimulacija LPS-om povisila je razine MDA u TBARS testu za viSe nego
dvostruko u odnosu na nestimulirane stanice. Testirani 10 uM hibridi 1a, 1b, 1c i 2d statisti¢ki
Su znacajno inhibirali akumuliranje MDA i u potpunosti spustili koncentraciju toga reaktivnog

aldehida na vrijednosti kontrolnih, nestimuliranih stanica.

Rezultati dobiveni ABTS testom pokazali su da testirani derivati pokazuju zanemarivu
in vitro sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (0,2 — 14,2) u usporebi s Troloxom (91,5) i
eskuletinom (91,4), sto ukazuje na to da ne djeluju kao antioksidansi. Rezultati ABTS testa
amidino supstituiranih benzotiazola i benzoimidazola pokazali su da jak utjecaj na sposobnost
uklanjanja radikala ima tip amidinske skupine vezan na heteroaromatski kostur, pa su tako
spojevi s nesuspstituiranom amidinskom skupinom (kao hibrid 1a) imali jacu aktivnost od
spojeva s imidazolskim supstituentom na amidinskoj skupini (kao hibrid 1e). Dodatno, broj
hidroksilnih skupina vezanih na fenolni prsten takoder je utjecao na antioksidativnu aktivnost,

na nacin da veci broj takvih skupina povecava sposobnost uklanjanja radikala (154).

Prethodno navedeni rezultati brojnih studija jasno upucuju na velik protuupalni i
antioksidativni potencijal spojeva sa 7-klorokinolinskom i amidinskom skupinom te
opravdavaju strategiju povezivanja tih dvaju farmakoloski aktivnih farmakofora u jedinstvenoj

hibridnoj molekuli. Smatra se kako spojevi koji posjeduju antioksidativno i protuupalno
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djelovanje mogu biti obec¢avajuéi kljuc uspjesna lije¢enja upalnih bolesti (155). Gore navedene
studije, kao i pokusi u ovome radu, jasno upucuju na protuupalni i antioksidativni potencijal
spojeva sa 7-klorokinolinskom i amidinskom skupinom. Ovdje treba naglasiti potrebu daljnih
in vitro i in vivo pokusa za otkrivanjem mehanizma djelovanja testiranih Kkinolinsko-
arilamidinskih hibrida te ispitati djeluju li u¢inkovito na vise mjesta i razina upalnoga procesa

sinergistiCkim u¢inkom, $to bi trebala biti prednost hibridnih molekula (46, 138).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovi dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako molekularni hibridi sa 7-klorokinolinom

i arilamidinom, povezani s fleksibilnom 2-aminoetanolskom poveznicom:

1. Ne djeluju antioksidativno
2. Inhibiraju stvaranje dusikova oksida u LPS-om stimuliranim RAW264.7 makrofagima
3. Znacajno inihibiraju lipidnu peroksidaciju u LPS-om stimuliranim RAW264.7

makrofagima.
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8. SAZETAK

Uvod: Kroni¢ne upalne bolesti predstavljaju stalno medicinsko, socijalno i ekonomsko
optereéenje, a njihova farmakoterapija i dalje je nerazrijeSen problem. Proupalno stimulirani
makrofagi generiraju velike koli¢ine reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta koje induciraju
oksidativni stres i osteéenje tkiva. Medicinski potencijal klorokinskih analoga povecava se,
izmedu ostaloga, zbog njihovih potentnih protuupalnih uc¢inaka. Buduci da kinolinska okosnica
ima velik potencijal za razvoj novih lijekova, nov obecavajuci pristup baziran je na sintezi

hibridnih spojeva koji djeluju na vise ciljeva zasebnim mehanizmima.

Cilj istrazivanja: Ispitati protuupalnu aktivnost kinolinsko-arilamidinskih hibrida u LPS
induciranoj RAW264.7 kulturi misjih makrofaga odredivanjem antioksidativnoga kapaciteta

hibrida, te koli¢ine duSikova oksida i malonilaldehida.

Materijali i metode: MTT test je koristen kako bi se istrazio utjecaj sedam kinolinsko-
arilamidinskih hibrida na rast mis§je makrofagne stani¢ne linije RAW 264.7 u nestimuliranim
uvjetima te nakon proupalne stimulacije lipopolisaharidom (LPS) E.coli. Konventracije
dusikova oksida (NO) i malondidaldehida (MDA) odredene su spektrofotometrijskim
metodama. Antioksidativni kapacitet odreden je (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid) ABTS metodom.

Rezultati: Testirani hibridi razli¢ito su utjecali na proliferaciju nestimuliranih i LPS-om
stimuliranih stanica. Hibridi ne djeluju na uklanjanje radikala u ABTS testu. U LPS-om
stimuliranim stanicama umjereno su inhibirali stvaranje NO-a, te znacajno snizili razine

malondialdehida u TBARS testu pri koncentraciji od 10 uM.

Zakljucak: Hibridi 7-klorokinolina i arilamidina povezanih 2-aminoetanolskom poveznicom
mogu djelovati protuupalno inhibicijom stvaranja NO-a i MDA u LPS-om stimuliranim RAW

264.7 stanicama.

Kljuéne rije¢i: hibridne molekule, 7-klorokinolin, aromatski amidin, protuupalno djelovanje

in vitro
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9. SUMMARY

Evaluation of Antiinflammatory efficacy of Quinoline-Arylamidine Hybrids in vitro

Introduction: Chronic inflammatory diseases represent constant medical, social, and economic
burden, and their pharmacotherapy is still an unresolved issue. Proinflammatory stimulated
macrophages generate high levels of reactive oxygen and nitrogen species that induce
oxydative/nitrosative stress and tissue damage. Medical potential of chloroquine analogues is
increased, among other things, due to their potent anti-inflammatory effects. Since the quinoline
skeleton has great potential for the development of new drugs, a new promising approach is

based on the synthesis of hybrid compounds that act on multiple targets by distinct mechanisms.

Research objectives: To investigate the anti-inflammatory activity of quinoline-arylamidine
hybrids in murine macrophage RAW264.7 cell line by determining the antioxidant capacity of

hybrids, and the amount of nitric oxide and malonyldehyde.

Materials and methods: The MTT assay was used to investigate the effect of seven quinoline-
arylamidine hybrids on the growth of the murine macrophage cell line RAW 264.7 under
unstimulated conditions and after proinflammatory stimulation with E. coli lipopolysaccharide
(LPS). Nitric oxide (NO) and malondidaldehyde (MDA) levels were determined by
spectrophotometric methods. Antioxidant capacity of tested compounds was tested by 2,2'-

azino-bis(3-ethybenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) method.

Results: Tested hybrid compounds differentially influenced proliferation of non-stimulated and
LPS-stimulated RAW 264.7 cells. The hybrid compounds have not presented ABTS radical-
scavenger activity. In the LPS-stimulated RAW 264.7 cells 10 uM compounds slightly
decreased production of NO and significantly modulated malondialdehyde levels in TBARS

test.

Conclusion: Molecular hybrids of 7-chloroquinoline and arylamidine moieties joined through
2-aminoethanol linker may express anti-inflammatory activity by modulating the production of
NO and MDA in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.

Keywords: Hybrid molecules, 7-Chloroquinoline, Aromatic amidine, Anti-inflammatory

activity in vitro
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