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Wykaz stosowanych skrotow

BSA — albumina bydleca (bovine serum albumin)

COX — cyklooksygenaza

DPBS — pozbawiona jonéw wapnia i magnezu, zbuforowana fosforanami sol
fizjologiczna

EPO — peroksydaza eozynofilow

FCS — plodowa surowica cieleca (fetal calf serum)

GES — guanidynoetanosulfonian; inhibitor biatka TauT

H3-Tau — tauryna znakowana trytem

H3-TauCl - chloramina tauryny znakowana trytem

HBSS — (Hank’s buffered saline solution)

HO-1 — oksygenaza hemowa-1

HRP — peroksydaza chrzanowa

HUVEC — ludzkie komorki srodblonka zyly pepowinowej (human umbilical vein

endothelial cells)
IFN — interferon

IL-6, -10, -12 — interleukina 6, 10, 12

LPS — lipopolisacharyd

MPO — mieloperoksydaza

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-il0)-2,5-difenylotetrazolu

NADP" — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; forma utleniona
NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; forma zredukowana
NDD — N-(1-naftylo)-etylenodiamina

NO — tlenek azotu

NOS — syntaza tlenku azotu

PGE, — prostaglandyna E,



ROS
Tau
TauBr
TauBr,
TauCl
TauCl,
TauT

TNF

— reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
— tauryna

— bromamina tauryny

— dibromamina tauryny

— chloramina tauryny

— dichloramina tauryny

— biatko transportujace tauryng

— czynnik martwicy nowotworoéw (tumor necrosis factor)



1. Wstep

1.1 Rola tauryny w organizmie cztowieka

Tauryna jest B-aminokwasem sulfonowym wystepujacym powszechnie w komorkach
1 ptynie tkankowym zaréwno u cztowieka, jak i u innych ssakow. Jakkolwiek nie jest ona
wbudowywana do tancuchéw polipeptydowych, pehni istotng role regulacyjng. Jest niezbgdna
dla prawidlowego rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego i siatkowki oka, funkcjonowania
uktadu rozrodczego oraz immunologicznego [Schuller-Levis i Park, 2003].

Szlaki powstawania i1 rozktadu tauryny w organizmie cztowieka zostaty dos¢
doktadnie scharakteryzowane [Wright i wsp., 1986]. Naturalnym substratem w procesie
biosyntezy tauryny jest L-cysteina, aminokwas wystepujacy w organizmie zarOwno w stanie
wolnym, jak i1 bedacy sktadnikiem tancuchow polipeptydowych. Jest ona utleniana do kwasu
L-cysteinowego, a nastgpnie dekarboksylowana do tauryny (ryc. 1). Enzym katalizujacy te
ostatnig reakcj¢ — dekarboksylaza kwasu L-cysteinowego — stanowi kluczowy element szlaku
metabolicznego, warunkujacy zdolno$¢ endogennej produkcji tauryny. Alternatywna droga
syntezy tauryny polega na dekarboksylacji L-cysteiny do cysteaminy, a nastepnie utlenieniu
jej do hypotauryny i tauryny (ryc. 1).

Poszczegdlne gatunki ssakow r1déznig si¢ poziomem dekarboksylazy kwasu
L-cysteinowego, a co za tym idzie — zdolno$cig do endogennej syntezy tauryny. U kotow
aktywnos$¢ tego enzymu jest bardzo niska, stad poziom tauryny jest u nich catkowicie zalezny
od dostepnosci tego aminokwasu w diecie. W przeciwienstwie do nich szczury sg w stanie
syntetyzowac niemal calg niezbedng ilo§¢ tauryny de novo. Dane obserwacyjne, jak rowniez
badania przeprowadzone na zwierzetach nalezacych do rzgdu naczelnych, sugeruja, ze
u cztowieka zdolno$¢ do endogennej syntezy tauryny jest ograniczona [Wright 1 wsp., 1986;

Sturman, 1993].
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powstawania chloraminy i bromaminy tauryny. MPO — mieloperoksydaza,
EPO — peroksydaza eozynofilow



Stezenie tauryny w surowicy u ludzi cechuje si¢ duza zmiennoscig w zalezno$ci od
podazy tego aminokwasu w diecie, na og6ét nie przekraczajac kilkuset uM. Tymczasem
stezenie tauryny w cytoplazmie leukocytow osigga od 5 mM (monocyty) do 19 mM
(granulocyty), co jest wynikiem aktywnego wychwytu tauryny przez komorki na wezesnych
etapach hematopoezy [Learn i wsp., 1990]. Co wigcej, badania przeprowadzone u pacjentow
poddawanych dhugotrwatemu zywieniu pozajelitowemu bez suplementacji tauryny wykazaty
istotny spadek poziomu tego aminokwasu w surowicy oraz w cytoplazmie komorek krwi —
z wyjatkiem granulocytow [Vinton i wsp., 1986]. Obserwacja ta wskazuje na bardzo istotne
znaczenie prawidtowego poziomu tauryny dla funkcjonowania granulocytow.

Tauryna pelni rowniez niezwykle istotng funkcje w osrodkowym uktadzie nerwowym,
gdzie dziata jako regulator osmolarnosci (jest gromadzona w komoérkach w sytuacji wzrostu
osmolarnosci ptynu tkankowego) [Bitoun i Tappaz, 2000] oraz modulator neurotransmisji
[Idrissi 1 Trenkner, 2004].

Wydalanie tauryny nast¢puje w wiekszosci w postaci niezmienionej z moczem
1z0tcig; w kanaliku proksymalnym nerki zachodzi zwrotna resorpcja tego zwigzku
stanowigca podstawowy mechanizm utrzymania stalego poziomu tauryny w sytuacji
niedoboru tego aminokwasu w diecie [Chesney i wsp., 1985]. Niewielkie ilo$ci tauryny —
prawdopodobnie po wczesniejszym utlenieniu m. in. do chloraminy tauryny — ulega¢ moga
deaminacji z wytworzeniem aldehydu sulfooctowego.

Tauryna pelni istotng rolg w procesach ochrony komorek i tkanek przed skutkami
stresu oksydacyjnego. Jej zdolnosci antyoksydacyjne in vivo potwierdzone zostaly w licznych
badaniach na modelach zwierzecych [Gordon i wsp., 1986; Schuller-Levis 1 wsp., 1994;
Mahalakshmi 1 wsp., 2003; Hagar, 2004;], jak 1 u ludzi [Cantin, 1994; Zhang 1 wsp., 2004].
Pojawilo si¢ rowniez doniesienie wskazujace na zalezno$¢ pomiedzy dostepnosciag tauryny

1jej poziomem w surowicy astanem ogolnym pacjentow i rokowaniem w posocznicy



[Chiarla i wsp., 2000].

Mechanizmy, dzigki ktorym antyoksydacyjne i cytoprotekcyjne wtasciwosci tauryny
przektadaja si¢ na jej role w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego, pozostajg niejasne.
U kotéw, ktorych diete catkowicie pozbawiono tauryny, obserwowano leukopenig,
zmniejszenie odsetka komorek wielojadrzastych ws$rdd leukocytow oraz zmniejszenie
aktywnosci leukocytow w zakresie ,,wybuchu tlenowego” 1 fagocytozy. Odnotowano réwniez
zaburzenia budowy histologicznej §ledziony 1 weztow chionnych [Schuller-Levis 1 wsp.,
1990]. Wszystkie te spostrzezenia wskazuja na istotng role tauryny w prawidlowym
funkcjonowaniu uktadu immunologicznego.

Badania ostatnich 10 lat wykazaly, ze haloaminy tauryny (TauCl, TauBr)
produkowane w odczynie zapalnym przez aktywowane neutrofile i eozynofile wykazuja in

vitro whasciwos$ci immunoregulacyjne i przeciwbakteryjne.
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1.2 Pochodne tauryny w ostrej reakcji zapalnej

Haloaminy — chloramina i bromamina tauryny — to gléwne pochodne tauryny
syntetyzowane in vivo. Powstaja one jako produkt reakcji tauryny ze zwigzkami
wytwarzanymi w procesie tzw. ,,wybuchu tlenowego” (,,respiratory burst”) leukocytow —
jednego z kluczowych mechanizméw ostrej reakcji zapalne;.

Z chwilg dotarcia do ogniska zapalenia podstawowym zadaniem leukocytéw staje si¢
zniszczenie czynnika wywotujacego zapalenie — najczesciej drobnoustrojéw. W ostrej reakeji
zapalnej najistotniejsza rola przypada neutrofilom i makrofagom. Maja one zdolno$¢
fagocytozy, co umozliwia wewnatrzkomoérkowe niszczenie zar6wno mikroorganizmow, jak
1 czastek innego pochodzenia [Zgliczynski i1 Stelmaszynska, 1975; Aderem 1 wsp., 1999]. Sa
rowniez zdolne do pozakomoérkowego =zabijania drobnoustrojéw dzigki czynnikom
uwalnianym do otoczenia, przede wszystkim enzymom i aktywnym formom tlenu —
produktom ,,wybuchu tlenowego™ [Babior, 1978; Jong i wsp., 1980; Thomas i wsp., 1995;
Hampton 1 wsp., 1998].

Pierwszym etapem wytwarzania aktywnych form tlenu przez neutrofile i makrofagi
jest aktywacja oksydazy NADPH - enzymu stanowigcego kompleks czasteczek
przenoszacych elektrony. W wyniku przeniesienia elektronu z NADPH na tlen czasteczkowy
powstaje anion ponadtlenkowy:

20, + NADPH — 20, + NADP" + H"

W  procesie dysmutacji (spontanicznej lub katalizowanej przez dysmutaze

ponadtlenkowa) powstaje z anionu ponadtlenkowego nadtlenek wodoru:
20, +2H" — H,0, + 0,

Z nadtlenku wodoru przy udziale jondw zelazawych oraz kwasu podchlorawego

powstaja rodniki hydroksylowe ("OH) i tlen singletowy (‘O»):

H,0, + Fe*" — Fe" + OH™ + 'OH
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HOCI + H,0, — '0, + H,0 + CI' + H'

Kwas podchlorawy powstaje w reakcji katalizowanej przez mieloperoksydaze (MPO)

[Thomas, 1979; Klebanoff i Hamon, 1992; Winterbourn i wsp., 2000]:
H,0, + ClI" - HOCIl + OH™

Reaguje on z aminami, w wyniku czego powstaja chloraminy, w tym chloramina
tauryny.

Wymienione aktywne formy tlenu powstaja w znakomitej wigkszosci wewnatrz
fagolizosomu, tam dziatajg i ulegajg inaktywacji; mogg by¢ jednak — w niewielkiej czesci —
uwalniane na zewnatrz i dziala¢ pozakomoérkowo. Stanowia rowniez zagrozenie dla samej
komorki, stad obecnos¢ mechanizméw obronnych — katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej,
atakze wysokiego poziomu przeciwutleniaczy, przede wszystkim glutationu 1 tauryny
[Thomas 1 wsp., 1983; McLoughlin i wsp., 1991; Banks 1 wsp., 1992; Davies i wsp., 1993].
Istnieja doniesienia wskazujace na silniejsze dziatanie antyoksydacyjne prekursoroOw na
szlaku endogennej syntezy tauryny, a mianowicie hypotauryny i cysteaminy, jednakze ich
poziom w cytoplazmie wydaje si¢ by¢ zbyt niski, aby mogly odgrywa¢ znaczaca role
w mechanizmach cytoprotekcji [Aruoma i wsp., 1988; Learn 1 wsp., 1990].

Mniej wiadomo o powstawaniu i dzialaniu bromaminy tauryny. Uwaza sie, ze
glownym jej zrodlem sg aktywowane eozynofile. W odrdéznieniu od neutrofilow i monocytéw
posiadajg one — zamiast mieloperoksydazy — specyficzng peroksydaze, ktora wykorzystuje
jony bromkowe (Br') do wytwarzania kwasu podbromawego (HOBr) [Mayeno 1 wsp., 1989;
van Dalen i Kettle, 2001]; reakcja ta jest katalizowana rowniez przez MPO [Thomas i wsp.,
1995; Gaut i wsp., 2001; Henderson i wsp., 2001]. Analogicznie do HOCI kwas ten jest
silnym czynnikiem bakteriobojczym 1 przeciwpasozytniczym [Jong 1 wsp., 1980;
Yazdanbakhsh 1 wsp., 1987; Thomas 1 wsp., 1995]. Moze takze reagowaé¢ z H,O,

wytwarzajac tlen singletowy oraz z aminami tworzac bromaminy, w tym bromaming tauryny.
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1.3 Biologiczne wlasciwosci chloraminy i bromaminy tauryny

Do najlepiej zbadanych pochodnych tauryny nalezy chloramina tauryny (TauCl)
[Thomas 1 wsp., 1986; Park i wsp., 1993; Marcinkiewicz 1 wsp., 1995; Park 1 wsp., 1995;
Quinn i wsp., 1996; Park i wsp., 1997; Marcinkiewicz i wsp., 1998; Marcinkiewicz i wsp.,
1999]. Powstaje ona in vivo w reakcji pomiedzy tauryng a HOCI — podstawowym produktem
mieloperoksydazy obecnej w neutrofilach i monocytach [Weiss 1 wsp., 1982] lub tez
w procesie bezposredniego chlorowania tauryny przez MPO z udziatem H,O, i CI' (bez
wytwarzania HOCI) [Marquez i Dunford, 1994]. HOCI, silny i wysoce reaktywny oksydant,
uwazany jest za jeden z podstawowych zwigzkow bakteriobojczych uwalnianych przez
aktywne neutrofile do wnetrza fagolizosomu. TauCl jest zwigzkiem znacznie stabilniejszym
1 mniej reaktywnym. Jej dziatanie bakteriobojcze potwierdzono zaro6wno in vitro, jak 1 in
vivo, aktualnie jej zastosowanie miejscowe w leczeniu infekcji (przede wszystkim
w okulistyce 1 laryngologii) jest przedmiotem badan klinicznych II fazy [Nagl i wsp., 2000a;
Nagl 1 wsp., 2000b; Neher 1 wsp., 2004; Neher i wsp., 2005; Teuchner 1 wsp., 2005].
W ostatnim czasie opublikowano wyniki badan wlasciwosci chemicznych i bakteriobojczych
dichloraminy tauryny, jednakze w poréwnaniu z TauCl zwigzek ten wydaje si¢ mniej
obiecujacy w aspekcie potencjalnego zastosowania klinicznego [Gottardi i wsp., 2005].

Zarowno HOCI, jak 1 TauCl mogg przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej — czy to bezposrednio poprzez ich chlorowanie [Olszowska i wsp.,
1989], czy tez posrednio poprzez aktywacj¢ kolagenazy uwalnianej z granulocytow [Claesson
1 wsp., 1996].

Z drugiej strony w wielu pracach wykazano in vitro dziatanie immunomodulacyjne
TauCl polegajace na hamowaniu wytwarzania NO, PGE,, TNF-a oraz IL-6 przez aktywne
makrofagi [Park i wsp., 1993; Marcinkiewicz 1 wsp., 1995; Park i wsp., 1995; Park i wsp.,

1997]; co wiecej, hamuje ona réwniez wytwarzanie mediatorow zapalenia oraz aktywnych
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form tlenu przez neutrofile [Marcinkiewicz 1 wsp., 1998] oraz produkcje cytokin przez
synowiocyty w reumatoidalnym zapaleniu stawow [Kontny i wsp., 2000]. Tym samym TauCl
wydaje si¢ odgrywac istotng role w hamowaniu nieswoistej reakcji zapalnej i promowaniu
swoistej odpowiedzi immunologicznej [Marcinkiewicz 1997].

Mozliwosci zastosowania TauCl do modyfikacji przebiegu przewlektego zapalenia sg
aktualnie przedmiotem badan in vivo [Kwasny-Krochin i wsp., 2002; Wojtecka-Lukasik
1 wsp., 2004; Verdrengh 1 Tarkowski, 2005; Wojtecka-tLukasik 1 wsp., 2005]. Jakkolwiek
szybki rozktad TauCl in vivo pocigga za sobg konieczno$¢ jej czestego, miejscowego
podawania i tym samym znacznie ogranicza jej przewleklte stosowanie, zwigzek ten moglby
znalez¢ zastosowanie w terapii takich schorzen jak reumatoidalne zapalenie stawow.

W przeciwienstwie do TauCl na temat TauBr dostepnych w literaturze danych jest jak
dotychczas niewiele. In vivo powstaje ona w reakcji pomiedzy tauryng a HOBr — produktem
peroksydazy eozynofilow [Jong iwsp., 1980; Thomas i wsp., 1995]. Jak dotychczas
wykazano jej dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwpasozytnicze [Yazdanbakhsh i wsp.,
1987], jej funkcja immunomodulacyjna pozostaje jednak stabo poznana. W badaniach in vitro
stwierdzono, ze TauBr — podobnie jak TauCl — indukuje w sposéb zalezny od dawki ekspresje
oksygenazy hemowej-1 (HO-1) w makrofagach réwnocze$nie obnizajac poziom syntazy
tlenku azotu (NOS-2) oraz hamujac wytwarzanie TNF-o, IL-6, IL-12 i IL-10 przez aktywne

makrofagi [Olszanecki 1 Marcinkiewicz, 2004; Marcinkiewicz i wsp., 2005].
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2. Cel pracy

Badania nad wlasciwosciami 1 mechanizmami dziatania TauCl potwierdzity
przeciwbakteryjne 1 przeciwzapalne dziatanie TauCl w stgzeniach fizjologicznych,
niecytotoksycznych dla komorek odczynu zapalnego. Wyniki tych badan uzasadniajg
stosowanie TauCl in vivo w leczeniu schorzen infekcyjnych.

Rola TauBr in vivo pozostaje niewyjasniona. Z badan in vitro wynika jednak, ze
TauBr posiada szereg cech wspdlnych z TauCl (wykazuje silniejsze dziatanie
przeciwbakteryjne, stabsze natomiast immunomodulacyjne), co wskazuje na mozliwos¢
zastosowania TauBr in vivo.

Celem pracy byto zbadanie tych cech 1 wlasciwosci obu zwigzkow, ktore

uzasadniatyby terapeutyczne zastosowanie TauBr w leczeniu ostrego odczynu zapalnego.

Realizacja zalozonego celu wymagata opracowania odpowiednich modeli
doswiadczalnych zardéwno in vitro, jak i in vivo. Do eksperymentow in vitro wybrano linie
komorkowe bedace odpowiednikami gtownych komorek uczestniczacych w odczynie
zapalnym — leukocytow (otrzewnowe makrofagi rezydentne myszy CBA/J oraz komorki
mysich linii makrofagowych RAW 264.7 1 J774.2) i §rodblonka naczyn (mysia linia ECV 304
oraz komoérki HUVEC). Eksperymenty in vivo prowadzono w modelu ostrego odczynu
zapalnego w komorze powietrznej (,,air pouch”), umozliwiajacym odzyskiwanie wysieku
zapalnego oraz izolacj¢ naptywajacych do miejsca zapalenia aktywnych leukocytow (bez

obecnosci komorek rezydentnych).

Cele pracy zrealizowano poprzez nastepujace szczegdtowe zadania badawcze:
Zadania wstepne:
1) Okreslenie trwatosci TauBr i TauCl (zarowno w warunkach laboratoryjnych, jak
1 w warunkach ostrego odczynu zapalnego) oraz ich wtasciwosci fizykochemicznych
istotnych dla dziatania in vivo.
2) Zbadanie cytotoksycznosci TauBr 1 TauCl in vitro oraz in vivo.
3) Ustalenie drogi transportu TauCl przez bton¢ komoérkowa do wnetrza komorki.
Zadania zasadnicze:
1) Zbadanie wptywu TauBr i TauCl in vitro na aktywnos$¢ komoérek odczynu zapalnego.

2) Zbadanie wptywu TauBr i TauCl in vivo na przebieg ostrego odczynu zapalnego.
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3. Materialy i metody

3.1 Odczynniki

Plodowa surowica cieleca (FCS) (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA); bfekit
trypanu (Searle Diagnostics, High Wycombe Bucks, UK); L-tauryna, hypotauryna, perhydrol,
1% Triton, zymosan A, luminol, olej parafinowy, MTT, standard mysiego TNF-a (Sigma,
St. Louis, MO, USA); NaOCl, o-fenylodiamina, heksadecylotrimetyloamina, o-dianizydyna,
rekombinowany mysi TNF-a, rekombinowany IFN-y, lipopolisacharyd E. coli 0.111:B4
(LPS) (Aldrich, Steinham, Niemcy); izopropanol, glukoza, H;PO4, Na,HPO4, NaH,PO,,
KH,PO,4, NaCl, NaBr, KCI, CaCl,, NaNO,, HCIl, H,SO4, kwas sulfanilowy, NDD (P.O.Ch.
S.A., Gliwice, Polska); tauryna znakowana trytem (Polatom, Otwock, Polska); heparyna
(Polfa, Warszawa, Polska); podtoza: RPMI 1640, DMEM (Gibco, Grand Island, NY, USA);
szczurze przeciwciala monoklonalne: przeciw mysiej IL-6 (MP5-20F3 i MP5-32Cl11),
przeciw mysiej IL-10 (JES5-2A5 1 JES5-16E3), przeciw mysiej IL-12 (p40) (C15.6), przeciw
mysiemu TNF-o (TN3-19.12) oraz biotynylowane szczurze przeciwcialo poliklonalne
przeciw mysiemu TNF-o (Pharmingen, San Diego, CA, USA); biotynylowane szczurze
przeciwcialo monoklonalne przeciw mysiej IL-12 (p40) (C17.8) (Endogen, Woburn, USA);
rekombinowana mysia IL-6 (PeproTech, Rocky Hill, USA); rekombinowane mysie
interleukiny: IL-10 1 IL-12 (Genzyme, Cambridge, UK); Streptavidin-HRP (Vector,
Burlingame, CA, USA); mysie przeciwcialo monoklonalne przeciw HO-1 (Stressgen,
Canada); mysie przeciwcialo monoklonalne przeciw COX-2 (Cayman, USA); odttuszczone

mleko w proszku (Marvel, Dublin, Irlandia).

3.2 Materialy i aparatura
Naczynia hodowlane typu Leighton (Bellco, USA); ptytki Petriego o $rednicy

100 mm, butelki hodowlane o pojemnosci 50 1 150 ml, ptytki 6- i 96-dotkowe ptaskodenne,
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proboéwki plastikowe o pojemnosci 15 1 50 ml (Costar, Cambridge, MA, USA); zel
poliakrylamidowy (Bio-Rad, USA); btony nitrocelulozowe (Amersham Pharmacia Biotech,
USA); plytki do chemiluminescencji (Nunc, Roskilde, Dania); Parafilm ,,M” (American
National Can™, Greenwich, CT, USA); skrobaczka do komorek (cell scraper) (diSpo,
McGaw Park, IL, USA); igly jednorazowe 27G Y2 (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, USA);
filtry o $rednicy poréw 0,2 um (Renner, Dannstadt, Niemcy); wytrzasarka (GFL Burgwedel,
Niemcy); wiréwka, komora laminarna, inkubator z przeptywem CO, (Heraeus Sepatech,
Hanau, Niemcy); luminometr ,Lucy” (Anthos, Salzburg, Austria); spektrofotometr
~PowerWave X” (Bio-tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA); licznik scyntylacyjny

(Wallac, Turku, Finlandia).

3.3 Model doswiadczalny /n vitro — zalozenia

W celu wykazania wptywu TauCl 1 TauBr na przebieg odczynu zapalnego
zaplanowano w pierwszej kolejnosci badania in vitro przy uzyciu hodowli komorek biorgcych
udziat w ostrym odczynie zapalnym. W oparciu o dotychczasowe badania i publikacje
Katedry Immunologii wytypowano do badan nast¢pujace komorki uczestniczace w rozwoju
odczynu zapalnego:

e makrofagi: mysie makrofagi otrzewnowe oraz komorki mysich linii
makrofagowych RAW 264.71J774.2;

e komorki $rédbtonka: komoérki HUVEC (ludzkie komorki $rodbtonka
izolowane z zyly pepowinowej) oraz komorki ludzkiej linii §rodblonkowej
ECV 304.

Zaplanowano przeprowadzenie nast¢pujacych badan:
e okreslenie cytotoksyczno$ci TauCl i TauBr wobec badanych komorek;
e ustalenie drogi transportu TauCl przez btong komorkowa;

e zbadanie wptywu TauCl i TauBr na syntez¢ i uwalnianie tlenku azotu
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1 wybranych cytokin przez aktywowane komorki;

e zbadanie wptywu TauCl i TauBr na ekspresje HO-1 1 COX-2.

3.3.1 Izolacja makrofagéw otrzewnowych

W  celu uzyskania makrofagéw otrzewnowych myszom CBA/J podawano
dootrzewnowo 1 ml oleju parafinowego (Sigma, ST. Louis, USA). Komoérki odzyskiwano po
48 h przeplukujac jame otrzewnowa 5 ml DPBS z dodatkiem heparyny (5 U/ml; Polfa,
Warszawa). Nastepnie zawiesing komorek wirowano, a komorki zawieszano ponownie
w DPBS. Obecno$¢ makrofagéw (85-90%) potwierdzano metoda cytochemiczng — poprzez

wykazanie obecnosci niespecyficznych komorek jednojadrzastych zawierajacych esteraze.

3.3.2 Hodowle komdrkowe

Komorki $rodblonka (linia ECV 304 i komorki HUVEC) oraz mysie komorki
makrofagowe (linia J774.2) hodowano w medium DMEM (Gibco, USA) wzbogaconym
10% FCS oraz streptomycyna (100 pg/ml), penicyling (100 U/ml) i fungizonem (0,25 pg/ml).
Komorki linii makrofagowej RAW 264.7 hodowano w medium RPMI wzbogaconym
10% FCS w obecnos$ci gentamycyny (50 mg/1).

Wszystkie hodowle prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej
5% CO,.

O ile nie podano inaczej, przed kazdym eksperymentem komorki wysiewano na ptytke
96-dotkowg 1 hodowano do uzyskania pojedynczej, adherentnej warstwy komorek. Jedynie
eksperymenty z zastosowaniem techniki Western blot prowadzono przy uzyciu ptytek
sze$ciodotkowych w celu uzyskania odpowiednio duzej ilosci materiatu do analizy.

O ile nie podano inaczej, substancje aktywujace komorki (LPS i IFN-y w przypadku
komorek makrofagowych oraz IL-1B dla komérek s$rodbtonka) dodawano do uktadu po

15 min. od podania TauCl lub TauBr.
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3.3.3 Synteza chloraminy i bromaminy tauryny

Chloraming¢ 1 bromaming tauryny syntetyzowano droga reakcji pomigdzy tauryng i —
odpowiednio — NaOCIl lub NaOBr; metoda syntezy zostala opracowana w Zaktadzie
Immunologii CM UJ i opublikowana we wczesniejszych pracach [Marcinkiewicz i wsp.,
1995].

W celu uzyskania TauCl krystaliczng L-tauryng (Sigma, St. Louis, USA)
rozpuszczano w DPBS (pH = 7,4) do wuzyskania stezenia 40 mM; analogicznie
przygotowywano 35-40 mM roztwor NaOCl (Aldrich, Steinham, Niemcy) w DPBS
(pH=10,0 — 11,0). Nastepnie 5 ml roztworu NaOCI dodawano po kropli do 5 ml roztworu
tauryny, ciggle mieszajac.

Dla uzyskania TauBr przygotowywano najpierw roztwor NaOBr poprzez reakcje
NaOCl z niewielkim nadmiarem NaBr [Thomas i wsp., 1995]. Uzyskany roztwor NaOBr
rozcienczano w DPBS do stezenia 10-12 mM i mieszano z roztworem tauryny o stezeniu
100 mM w sposéb opisany powyzej.

Zawartos¢ TauCl 1 TauBr w produkcie koncowym oraz obecno$¢ ewentualnych
zanieczyszczen (przede wszystkim TauCl, 1 TauBr) okres$lano spektrofotometrycznie
(spektrometr PowerWave X, Bio-tek Instruments, Inc.) przy pH = 7,4. Parametry badanych

substancji (Amax, A) zestawiono w tabeli 1. [Thomas 1 wsp., 1986; Thomas i wsp., 1995]

Tab. 1. Dane spektrofotometryczne badanych pochodnych tauryny.

Zwigzek TauCl TauBr TauCl, TauBr;
Absorbancja (M™ * cm™) 429 430
Amax (NM) 252 288 207 300 241 336
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3.3.4 Ocena zywotnosci komdrek — test MTT

Zywotno$¢ komoérek hodowanych in vitro oceniano przy pomocy testu redukcji soli
tetrazolowej (MTT) do formazanu przez dehydrogenazy zywych komoérek. Komorki
srodbtonka (linia ECV 304) lub mysie komoérki makrofagowe (linia J774.2 badz RAW 264.7)
hodowano na plytce 96-dotkowej do uzyskania pojedynczej, adherentnej warstwy komorek.
Nastepnie wymieniano medium naktadajac po 180 pl/dotek + 20 pl roztworu TauCl lub
TauBr w DPBS tak, aby docelowe stezenie badanego zwigzku w mieszaninie inkubacyjnej
wynosito od 0,03 do 10 mM. Po 24 godzinach inkubacji usuwano supernatant i naktadano
swieze medium (po 180 pl/dotek) z dodatkiem MTT (roztwor w jatowej soli fizjologiczne;j;
stezenie 4 mg/ml, 20 pl/dotek). Po dalszych 2 godzinach inkubacji usuwano nadsacz,
a komorki umieszczano w temperaturze -20°C do nastepnego dnia. Po rozmrozeniu komorki
zalewano izopropanolem z dodatkiem 0,04 M kwasu solnego (200 pl/dotek) celem
rozpuszczenia wytraconych krysztalow formazanu. Stezenie produktu koncowego oceniano

mierzac absorpcje dla A = 550 nm.

3.3.5 Ocena zywotnosci komdrek — test zahamowania wchtaniania btekitu

trypanu
Zywotnoé¢é komoérek in vivo okre§lano poprzez ocene zdolnoéci zahamowania
wchtaniania do komorki biekitu trypanu, tj. posrednig ocene integralnosci btony komorkowe;.
Myszom szczepu CBA (wiek 6-8 tygodni) podawano dootrzewnowo roztwor TauCl lub
TauBr w jalowym DPBS o st¢zeniu 1-7 mM w ilosci 1 ml. Po 60 min. wyptukiwano
rezydualne makrofagi otrzewnowe, wirowano i ponownie zawieszano w Iml DPBS,
a nastgpnie dodawano blekit trypanu. Odsetek zywych (tj. nie wybarwionych) komodrek

oceniano w komorze Biirkera.
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3.3.6 Transport TauCl przez btone komorkowa

Badania nad transportem TauCl przez bton¢ komoérkowa prowadzono przy uzyciu
komorek linii RAW 264.7 z zastosowaniem tauryny i TauCl znakowanej trytem (H3-Tau,
H3-TauCl) oraz swoistego inhibitora biatkka TauT transportujagcego tauryne
(guanidynoetanosulfonianu — GES). W dniu poprzedzajacym eksperyment komorki
zawieszone w medium (RPMI wzbogaconym 10% FCS; gestosé 2,5%10° komoérek/ml)
wysiewano na ptytke 96-dotkowa (po 200 pl/dotek) 1 pozostawiano na noc w cieplarce celem
uzyskania adhezji komoérek do podtoza. W dniu eksperymentu usuwano medium, komorki
phtukano kilkakrotnie DPBS, a nastepnie naktadano (po 200 pl/dotek) roztwor zawierajacy
tauryng¢ badz TauCl w stezeniu 0,01-1 mM (rozpuszczone w HBSS) oraz H3-Tau
o calkowitej aktywnosci 0,1 pCi/dotek. (W ostatnim eksperymencie uzyto roztworéw H3-Tau
1 H3-TauCl o aktywnos$ci 1,5 Ci/mol w st¢zeniu 0,01-1 mM.) Po 30 minutach inkubacji
zdejmowano nadsacze, a komorki ptukano kilkakrotnie DPBS, po czym poddawano lizie przy
pomocy detergentu (30 minut inkubacji z 1% Triton, 50 pl/dotek). Aktywnos$¢ zaréwno
zebranych nadsaczéw, jak 1 lizatow oceniano przy pomocy licznika scyntylacyjnego (Wallac,

Turku, Finlandia).

3.3.7 Oznaczanie stezenia tlenku azotu w nadsgczach hodowli komérkowych

Stezenie tlenku azotu w nadsgczach oznaczano posrednio, poprzez pomiar stezenia
azotynéw metodg Griessa. Do 100 pl nadsaczu dodawano 100 pl 1% sulfanilamidu w 5%
kwasie ortofosforowym, a nastepnie 100 pl 0,1% NDD. Po 10 minutach inkubacji
w temperaturze 23°C mierzono absorpcje przy A = 550 nm i1 wyznaczano st¢zenie azotynow

z krzywej standardowej (skonstruowanej w oparciu o wzorcowe roztwory NaNO).
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3.3.8 Oznaczanie stezenia cytokin w nadsaczach hodowli komdrkowych

Stezenie cytokin w nadsgczach mierzono metoda ELISA. Plytke 96-dotkowsa
pokrywano szczurzym przeciwcialem monoklonalnym przeciwko wybranej cytokinie
(inkubacja 24 h). Po zablokowaniu ptytki 4% roztworem albumin (2 h) lub 3% mlekiem
naktadano badane nadsacze lub roztwory standardowe i pozostawiano na noc do inkubacji.
Nastepnie naktadano biotynylowane przeciwcialo przeciwko tej samej cytokinie. Po
1 godzinie inkubacji dodawano peroksydaze sprz¢zong ze streptawidyng (Vector, Burlingame,
USA), a nastepnie substraty reakcji barwnej: H,O, 1 o-fenylodiaming (Sigma, Steinham,
Niemcy). Po 30 min zatrzymywano reakcj¢ poprzez dodanie 3M H,SOs. Stezenie produktu
koncowego oceniano poprzez pomiar absorpcji przy A = 492 nm i pordwnanie z roztworem
standardowym.

Dla IL-6 stosowano przeciwciata: MP5-20F3 (2 ug/ml) oraz biotynylowane
MP5-32C11 (0,5 pg/ml) (Pharmingen, San Diego, USA). Jako standardu uzywano mysiej
rekombinowanej IL-6 (PeproTech, Rocky Hill, USA). Prog wykrywalnos$ci cytokiny wynosit
okoto 15 pg/ml.

Dla IL-10 stosowano przeciwciata: JES5-2A5 (5 pg/ml) oraz biotynylowane
JES5-16E3 (2 pg/ml) (Pharmingen, San Diego, USA). Jako standardu uzywano mysiej
rekombinowanej IL-10 (Genzyme, Cambridge, Wielka Brytania). Prog wykrywalnos$ci
cytokiny wynosit okoto 30 pg/ml.

Dla IL-12 (p40) stosowano przeciwciata: C15.6 (2 pg/ml) (Pharmingen, San Diego,
USA) oraz biotynylowane C17.8 (1 pug/ml) (Endogen, Woburn, USA). Jako standardu
uzywano mysiej rekombinowanej IL-12 (Genzyme, Cambridge, Wielka Brytania). Prog
wykrywalnosci cytokiny wynosit okoto 30 pg/ml.

Dla TNF-o stosowano przeciwciata: monoklonalne TN3-19.12 (2 pg/ml) oraz
biotynylowane przeciwcialo poliklonalne (1,6 pg/ml) (Pharmingen, San Diego, USA). Jako

standardu uzywano mysiego rekombinowanego TNF-o (Sigma, Steinham, Niemcy). Prog
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wykrywalnosci cytokiny wynosit okoto 30 pg/ml.

3.3.9 Ocena ekspresji HO-1 i COX-2 metodg Western blot

Komérki HUVEC po 24 godzinach od aktywacji poddawano lizie, a nast¢pnie probki
lizatu zawierajace jednakowa ilo$¢ biatka catkowitego mieszano z buforem obcigzajacym
(50mM  Tris, 3% SDS, 10% glicerolu, 7% 2-merkaptoetanolu, 0,1% biekitu
bromofenolowego) w stosunku objetosciowym 4:1 i1 gotowano przez 4 min. Nastepnie probki
(30 pg biatka catkowitego na Sciezke) rozdzielano na zelu poliakrylamidowym (7,5% SDS-
polyacrylamide gels; Mini Protean II, Bio-Rad, USA) i przenoszono na bton¢ nitrocelulozowa
(Amersham Pharmacia Biotech, USA). Niespecyficzne miejsca wigzania przeciwciat
blokowano poprzez inkubacje w temperaturze 4°C z 5% odtluszczonym mlekiem (probki
pozostawiano na noc). Nastepnie probki inkubowano przez 2 godziny (w temperaturze
pokojowej) mysim przeciwcialem monoklonalnym przeciw HO-1 (Stressgen, Canada) lub
mysim przeciwcialem monoklonalnym przeciw COX-2 (Cayman, USA). Obecnos¢ biatka
wykrywano przy pomocy drugorzedowego przeciwciata sprzezonego z HRP (Amersham

Pharmacia Biotech, USA) oraz substratow reakcji barwnej (p. wyzej).

3.4 Model doswiadczalny ostrego odczynu zapalnego /n vivo —
zatozenia

Do doswiadczen in vivo wytypowano model indukowanego zymosanem zapalenia
w podskornej komorze powietrznej (,,air pouch”) u myszy [Pelletier 1 wsp., 2001]. Model ten
umozliwia swobodne odzyskiwanie wysigku zapalnego oraz izolacj¢ aktywnych komorek
naptywajacych do miejsca zapalenia — w nowo wytworzonych komorach powietrznych nie
wystepuja komorki rezydentne.

Zaplanowano ocen¢ przebiegu ostrego odczynu zapalnego poprzez pomiar

nastepujacych parametrow:
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e stezenia biatka catkowitego w wysicku zapalnym (jako wypadkowe;j
przepuszczalno$ci $rodbtonka naczyn 1 aktywnosci komorek odczynu
zapalnego);

e catkowitej liczby komorek naptywajacych do miejsca zapalenia;

e aktywnosci MPO (enzymu charakterystycznego dla granulocytow
obojetnochtonnych) w komorkach wysigku zapalnego;

e aktywnosci komorek w zakresie wytwarzania aktywnych form tlenu

(,,wybuchu tlenowego”) mierzonej metodg chemiluminescencji.

3.4.1 Zwierzeta do$wiadczalne
Do doswiadczen uzywano myszy szczepu CBA/J] w wieku 6-8 tygodni. Zwierze¢ta
pochodzily z hodowli Katedry Immunologii CM UJ. Zwierz¢ta karmione byty komercyjng

pasza ,,Murigran” i otrzymywaty wod¢ ad libitum.

3.4.2 Wytwarzanie komér powietrznych, indukcja zapalenia, pozyskiwanie
wysieku zapalnego i naptywajacych komorek

Na 6 dni przed wlasciwym eksperymentem pod skor¢ grzbietu myszy wstrzykiwano
z zachowaniem sterylnosci 3 ml powietrza przepuszczonego przez filtr o $rednicy porow
0,2 um (Renner, Dannstadt, Niemcy) dla usunigcia drobnoustrojéw 1 zanieczyszczen.
Wstrzyknigcie powtarzano na 3 dni przed eksperymentem dla ostatecznego uformowania
komory. W dniu eksperymentu do uformowanej komory powietrznej podawano 1 ml jatowe;j
zawiesiny zawierajacej DPBS, 1 mg zymosanu oraz badany zwigzek w stezeniu 1-5 mM. Po
4 godzinach inkubacji myszy u$miercano, a wysi¢gk zapalny odzyskiwano poprzez
przeptukanie komory 4 ml DPBS. Po zwirowaniu wysieku (5 min, 1000 obr/min) w nadsaczu
oznaczano spektrofotometrycznie poziom biatka (Anax = 280 nm), za$ komorki zawieszano

ponownie w 1 ml HBSS 1 liczono w komorze Biirkera.
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3.4.3 Test chemiluminescencji

W celu wykonania testu chemiluminescencji komoérki rozcienczano HBSS do gestosci
1#10” komoérek/ml, mieszano 1:1 z luminolem (0,4 mg/ml) i umieszczano na 30 min
w temperaturze 37°C. Nastgpnie zawiesing komorek z luminolem naktadano na 96-dotkowa
ptytke do chemiluminescencji po 150 pl/dotek, po czym dodawano 50 pl/dotek zawiesiny
opsonizowanego zymosanu. Plytke niezwlocznie umieszczano w czytniku oznaczajacym

wzgledna intensywnos$¢ luminescencji (Anthos Lucy-1, Salzburg, Austria).

3.4.4 Oznaczanie aktywnosci mieloperoksydazy w homogenatach

komdrkowych

W celu oznaczenia aktywnosci MPO komorki zawieszano w 0,5% roztworze
heksadecylotrimetyloaminy (Sigma, Steinham, Niemcy) w DPBS (pH = 6,0). Po trzykrotnym
zamrozeniu i rozmrozeniu zawiesing komorkowa wirowano (15 min, 400 g, temp. 4°C).
Z uzyskanego nadsgczu pobierano probki po 100 pl, ktére rozcienczano w 2,9 ml DPBS
(pH = 6,0) zawierajacego 0,167 mg/ml chlorowodorku o-dianizydyny 1 0,0005% nadtlenku
wodoru (substraty reakcji barwnej). Uzyskany roztwor nakladano na ptytke 96-dotkowsa
(200 pl/dotek) 1 inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej, a nastgpnie mierzono

absorpcje dla A = 460 nm. Aktywno$¢ MPO wyznaczano z krzywej standardowe;.

3.5 Analiza statystyczna wynikow

Analizg statystyczng wynikoéw przeprowadzono przy pomocy funkcji statystycznych
uzywanego arkusza kalkulacyjnego (Microsoft Excel). O ile nie podano inaczej, wyniki
przedstawiono jako $rednig +/- SD. Istotno$¢ statystyczng roéznic pomig¢dzy grupami badano

przy pomocy analizy ANOVA oraz testu Studenta. Za istotng przyjmowano warto$¢ p<0,05.
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4. Wyniki

4.1 Okreslenie trwatosci chloraminy (TauCl) i bromaminy tauryny

(TauBr)

Zbadano predkos¢ rozkladu TauCl i1 TauBr w temperaturze +4 1 +23°C
(przechowywanie) oraz +37°C (dziatanie in vivo) przy pH=7,4 (fizjologicznym) 15,0
(odzwierciedlajagcym warunki ostrego odczynu zapalnego).

Potwierdzono, ze podstawowy mechanizm rozkladu obu zwigzkow stanowi
dysproporcjonowanie (do tauryny oraz odpowiednio TauCl, 1 TauBr,) (ryc. 2). W przypadku
TauBr juz w silnie zasadowym pH rownowaga reakc;ji jest silnie przesuni¢ta w stron¢ TauBrs,
stad konieczno$¢ zastosowania znacznego nadmiaru Tau w stosunku do NaOBr podczas
syntezy TauBr (p.rozdzial 3.3.3); w miar¢ spadku pH réwnowaga ta ulega dalszemu
przesunigciu w stron¢ TauBr,, co w pH=5,0 prowadzi do niemal natychmiastowego
dysproporcjonowania ok. 40% poczatkowej ilosci TauBr (ryc. 4 1 6).

Wszystkie pomiary wykonano metoda spektrofotometryczng. Parametry badanych
substancji (Amax, A) zestawiono w tabeli 1. (rozdziat 3.3.3). Predko$¢ rozktadu badanych
zwigzkow w zalezno$ci od temperatury i1 pH ilustrujg ryc. 3-6 (stezenia przedstawione na

wykresach dotycza wylacznie monohaloamin).
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Ryec. 2 Widma absorpcyjne TauCl i TauCl, oraz mieszaniny obu zwiazkow powstajacej przejsciowo przy
zmianie pH z 7,4 do 5,0. Dla TauBr przebieg wykresow jest analogiczny; jedynie maksima wystepuja dla
dhugosci fali wigkszej o 36 nm (por. tab.1).
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Rye. 3. Rozktad TauCl — zmiana stezenia w funkcji czasu w ciggu 24 h w zaleznosci od pH i temperatury.

Przedstawione wyniki stanowig $rednig (+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentow.

28



TauBr
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Ryc. 4. Rozktad TauBr — zmiana stezenia w funkcji czasu w ciggu 24 h w zaleznosci od pH i temperatury.
Przedstawione wyniki stanowia $rednig (+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentdéw. Zwraca uwage szybki
rozktad TauBr w pH=5,0 — po zmianie pH roztworu z 7,4 do 5,0 ok. 40% zwiazku ulega natychmiastowemu

dysproporcjonowaniu do tauryny i TauBr, (por. ryc. 2).
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Stezenie (mM)
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Rye. 5. Rozktad TauCl — zmiana stgzenia w funkcji czasu w ciggu 8 tygodni w zalezno$ci od pH i temperatury;
przedstawiono wyniki pojedynczego wybranego eksperymentu. Zwraca uwage znacznie szybszy rozklad TauCl

w pH=5,0.
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Rozktad TauBr
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Ryec. 6. Rozktad TauBr — zmiana stezenia w funkcji czasu w ciggu 8 tygodni w zaleznosci od pH i temperatury;
przedstawiono wyniki pojedynczego wybranego eksperymentu. Zwraca uwage znacznie szybszy rozktad TauBr
niz TauCl niezaleznie od pH i temperatury (por. ryc. 5).

31



Zbadano trwato$¢ obu zwigzkéw w obecnosci H,O, 1 NO,  [Marcinkiewicz i wsp.,
2005]. Stwierdzono, ze H,O, reaguje z TauBr, lecz nie z TauCl; NO, nie reaguje z zadnym

z badanych zwiazkow (tabela 2.).

Tab. 2. Reaktywnos$¢ TauCl i TauBr w srodowisku bezkomdérkowym wobec NO, i nadtlenku wodoru. Po
100 uM NO;" i H,0, inkubowano z podanymi stezeniami TauCl i TauBr oraz tauryny (pH = 7,4). Poziom NO,
i H,O, oznaczano po 1 h. Wyniki podano jako $rednig (+/- SE) z pi¢ciu oddzielnych eksperymentow; *p<0,001
wobec kontroli (za: Marcinkiewicz i wsp., Inflamm Res. 2005 Jan; 54(1): 42-9.; za zgoda wspdtautorow).

NOy H,0;

100 uM Odzyskano 100 uM Odzyskano
inkubowano z: NO; (%): inkubowano z: H,0; (%):
(kontrola) 100 (kontrola) 100
TauBr 1000 uM 84 (+3) TauBr 1000 uM 0

TauBr 500 uM 94 (£3) TauBr 500 uM 0

TauBr 250 uM 97 (£ 1) TauBr 250 uM 3(x1)*
TauBr 100 pM 100 (1) TauBr 100 pM 8(x3)*
TauBr 50 uM 100 (= 1) TauBr 50 uM 58 (£5)*
TauCl 100 pM 95 (£2) TauCl 100 pM 99 (+3)
Tau 1000 pM 101 (+4) Tau 1000 pM 97 (£3)

Na podstawie przeprowadzonych do§wiadczen stwierdzi¢ mozna, ze:

o trwalos¢ obu zwigzkoéw jest zdecydowanie mniejsza w pH 5,0 niz w pH 7,4;

e dla obu zwigzkow trwato$¢ maleje wraz ze wzrostem temperatury;

e niezaleznie od warunkéw TauCl jest zwigzkiem znacznie trwalszym od TauBr;

e badane zwiazki wykazuja r6zng reaktywnos¢ wobec H,O; i NO;: TauCl nie reaguje

z zadnym z tych zwigzkow, natomiast TauBr tylko z H,O,.
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4.2 Cytotoksycznosc TauCl i TauBr

Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw w hodowlach komorkowych in vitro mierzono
przy pomocy testu MTT. Po 24 godzinach inkubacji komorek makrofagowych (RAW 264.7)
ze wzrastajagcymi stezeniami TauCl i TauBr znamienna cytotoksyczno$¢ wystepuje przy
stezeniu ok. 250 uM zaréwno dla TauCl, jak i TauBr; TauCl jest w tym stezeniu bardziej
toksyczna (ryc. 7.). Dla hodowanych ex vivo przez 24 godziny mysich makrofagow
otrzewnowych stezenie to wynosi ok. 300 uM dla obu zwigzkow (ryc. 8). Dla komorek
srodbtonka (linia ECV 304) znamienna cytotoksycznos¢ wystepuje przy 300 uM dla TauBr

i 1 mM dla TauCl (ryc. 9).

Cytotoksycznosé¢ TauCl i TauBr - komoérki RAW 264.7

120
100
§
e 80 A
o)
x
X
© 60 +
%)
c
®
o
S 40
D
e
<
—0— Tau
20 —O— TauCl
—— TauBr
0 T T T T T T
7,8 15,6 31,3 62,5 125 250

Stezenie (uM)

Rye. 7. Cytotoksyczno$¢ tauryny i jej pochodnych wobec komérek RAW 264.7 w zalezno$ci od st¢zenia
wyjsciowego. Komorki inkubowano in vitro przez 24 godziny z réznymi stezeniami TauCl i TauBr (Tau
zastosowano jako kontrole). Zywotnosé komorek badano testem MTT. Przedstawione wyniki stanowia $rednia
(+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentow.
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Cytotoksycznos¢ TauCl i TauBr - makrofagi otrzewnowe
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Ryc. 8. Cytotoksycznos$¢ pochodnych tauryny wobec mysich makrofagéw otrzewnowych (hohowla ex vivo)
w zaleznos$ci od stgzenia wyjsciowego. Komorki inkubowano in vitro przez 24 godziny z réznymi st¢zeniami
TauCl i TauBr (nie zastosowano kontroli Tau). Przedstawione wyniki stanowig $rednig (+/- SD) z trzech
oddzielnych eksperymentow.
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Cytotoksycznos$¢ TauCl i TauBr - srédbtonek
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Ryc. 9. Cytotoksyczno$¢ tauryny i jej pochodnych wobec komorek ECV 304 w zaleznoSci od stezenia
wyjsciowego. Komorki inkubowano in vitro przez 24 godziny z roéznymi st¢zeniami TauCl i TauBr (Tau
zastosowano jako kontrole). Zywotno$é komoérek badano testem MTT. Przedstawione wyniki stanowig $rednig
(+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentow.

Cytotoksyczno$¢ in vivo badano podajac oba zwigzki dootrzewnowo myszom
wilosci 1 ml przy stezeniu 1-7 mM, a nastgpnie wyptukujac makrofagi otrzewnowe po
60 min. 1 oceniajac ich zdolno$¢ do zahamowania wchtaniania bigkitu trypanu. Stwierdzono
zalezny od wyjsciowego stezenia efekt cytotoksyczny: dla TauCl odsetek zywych komorek
maleje od ok. 92% dla 1 mM do 63% dla 7 mM, dla TauBr wartosci te wynosza odpowiednio
90 1 74% (ryc. 10). Jako maksymalne do doswiadczen in vivo przyjeto stezenie 5 mM, przy
ktérym dla obu zwigzkéw odsetek zywych komoérek wynosi ok. 76% 1 nie ulega istotnej

zmianie po 24 godzinach hodowli ex vivo.
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Cytotoksycznos¢ TauCl i TauBr - makrofagi otrzewnowe in vivo
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Ryec. 10. Cytotoksyczno$¢ pochodnych tauryny wobec mysich makrofagéw otrzewnowych in vivo w zaleznoS$ci
od stezenia wyjsciowego. TauCl i TauBr podawano dootrzewnowo myszom, u ktérych wczesniej wywotano
zapalenie otrzewnej (nie zastosowano kontroli Tau). Zywotnoéé¢ komorek oceniano ex vivo testem eliminacji
biekitu trypanu po 60 min. od podania badanych zwigzkoéw. Przedstawione wyniki stanowia $rednig (+/- SD)
z trzech oddzielnych eksperymentow.

Przeprowadzone eksperymenty pozwalaja na sformulowanie nastepujacych wnioskow:

e Dla obu zwigzkow znamienna cytotoksyczno$¢ in vitro w hodowli komorkowe;j
trwajacej 24 godziny wystepuje przy stezeniu ok. 250-300 pM.

e Rozne typy komoérek wykazuja r6zng wrazliwos¢ na badane substancje — dla komorek
linii makrofagowej bardziej toksyczna jest TauCl, dla linii srodblonkowej — TauBr.

e Aby unikng¢ dziatania cytotoksycznego in vivo wskazane jest podawanie badanych
zwiazkow w stezeniu nie przekraczajacym 5 mM.
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4.3 Transport TauCl przez btone komorkowa

W opracowanym modelu doswiadczalnym komorki RAW 264.7 inkubowano ze
wzrastajagcymi stezeniami Tau lub TauCl oraz stalg iloscig H3-Tau. Jako kontroli wychwytu
tauryny uzywano GES — inhibitora biatka TauT. Tauryna powodowala w tej sytuacji
kompetycyjne zahamowanie wychwytu H3-Tau przez komoérki w sposob zalezny od st¢zenia
Tau. Zbadanie transportu TauBr w tym modelu nie byto mozliwe z uwagi na znaczny nadmiar
tauryny pozostajacy w mieszaninie reakcyjnej po wytworzeniu TauBr (p. rozdziat 3.3.3).

Wykazano, ze tauryna i TauCl wspotzawodnicza o ten sam transporter (TauT,
ulegajacy zahamowaniu pod wptywem GES): inkubacja z TauCl powoduje — analogicznie jak
w przypadku tauryny — zalezne od jej stezenia kompetycyjne zahamowanie wnikania H3-Tau
do komorek (ryc.11). Uzyskane wyniki nie daja jednak jednoznacznej odpowiedzi na
pytanie, czy TauCl jest transportowana do wnetrza komorki przy pomocy TauT, czy tez

jedynie blokuje go uniemozliwiajac transport H3-Tau.
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Absorbcja H3-Tau przez komorki RAW 264.7
w obecnosci tauryny i TauCl
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Ryec. 11. Wplyw tauryny i TauCl na wychwyt H3-Tau przez komorki RAW 264.7; oba zwigzki powoduja
kompetycyjne zahamowanie wychwytu H3-Tau. ,,Emisja” oznacza liczb¢ scyntylacji zarejestrowanych przez
licznik wyrazong w procentach w odniesieniu do grupy kontrolnej (tj. komoérek inkubowanych z H3-Tau bez
obecnosci Tau badz TauCl — p. rozdziat 3.3.6) Przedstawione wyniki stanowig $rednig (+/- SD) z czterech
oddzielnych eksperymentow.
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4.4 Ocena wplywu badanych zwigzkow na aktywnos¢ sekrecyjng

makrofagow /n vitro

Badanie wptywu TauCl i TauBr na aktywnos$¢ sekrecyjng komoérek odczynu
zapalnego przeprowadzono na aktywowanych in vitro (LPS + IFN-y) dwéch typach mysich
komoérek makrofagowych: linii makrofagowej RAW 264.7 oraz makrofagow wysigku
otrzewnowego.

Wykazano, ze w stezeniach niecytotoksycznych zaréwno TauCl jak i TauBr
w podobny, zalezny od dawki sposéb hamujg uwalnianie tlenku azotu (badanego poprzez
pomiar st¢zenia azotyndw — trwalego metabolitu NO) oraz IL-6 przez komoérki RAW 264.7;
nie wykazano wplywu tych zwigzkdéw na uwalnianie TNF-a (ryc. 12-14).

Dla aktywowanych mysich makrofagéw otrzewnowych obserwowano zahamowanie
wydzielania IL-6, IL-10, IL-12 oraz TNF-a zarowno pod wpltywem TauCl, jak 1 TauBr (ryc.
12).

Oba zwiazki wykazuja podobne dzialanie, jednakze TauCl dziata silniej od TauBr —
w takim samym stezeniu wywoluje wigksze zahamowanie uwalniania badanych zwigzkow.
Obserwacja ta dotyczy zaréwno komodrek RAW 264.7, jak 1 makrofagow wysicku

otrzewnowego.
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Uwalnianie NO przez komorki RAW 264.7
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Ryec. 12. Wptyw Tau, TauCl i TauBr na aktywno$¢ sekrecyjna komdérek RAW 264.7 — uwalnianie tlenku azotu.
Komorki umieszczano w medium ze wzrastajagcymi stezeniami badanych zwigzkéw, po 15 min. aktywowano
przy pomocy LPS (0,1 ug/ml) i IFN-y (20 U/ml), a nastgpnie inkubowano przez 24 h. Przedstawione wyniki
stanowig $rednia (+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentow. *p<0,05 (wzgledem kontroli).
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Uwalnianie IL-6 przez komorki RAW 264.7
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Ryec. 13. Wplyw Tau, TauCl i TauBr na aktywno$¢ sekrecyjng komodrek RAW 264.7 — uwalnianie IL-6.
Komoérki umieszczano w medium ze wzrastajagcymi stezeniami badanych zwigzkéw, po 15 min. aktywowano
przy pomocy LPS (0,1 ug/ml) i IFN-y (20 U/ml), a nastgpnie inkubowano przez 24 h. Przedstawione wyniki
stanowig $rednia (+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentow. *p<0,05 (wzgledem kontroli).
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Uwalnianie TNF-a przez komoérki RAW 264.7
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Ryec. 14. Wptyw Tau, TauCl i TauBr na aktywnos$¢ sekrecyjng komorek RAW 264.7 — uwalnianie TNF-a..
Komoérki umieszczano w medium ze wzrastajacymi st¢zeniami badanych zwiazkéw, po 15 min. aktywowano
przy pomocy LPS (0,1 pg/ml) i [FN-y (20 U/ml), a nastepnie inkubowano przez 24 h. Przedstawione wyniki
stanowig $rednig (+/- SD) z trzech oddzielnych eksperymentéw. Nie stwierdzono istotnego statystycznie wplywu
badanych zwigzkéw na uwalnianie TNF-o.
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Ryc. 15. Wptyw TauBr i TauCl na produkcje cytokin przez aktywowane mysie makrofagi
otrzewnowe. Komorki umieszczano w medium ze wzrastajacymi stezeniami badanych zwigzkow,
po 15 min. aktywowano przy pomocy LPS (0,1 pg/ml) i [IFN-y (20 U/ml), a nastepnie inkubowano
przez 24 h Wyniki wyrazono w procentach w odniesieniu do grupy kontrolnej. *p<0,05; **p<0,01
(za: Marcinkiewicz i wsp., Inflamm Res. 2005 Jan; 54(1): 42-9.; za zgoda wspotautorow)
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4.5 Ocena wpiywu TauCl i TauBr na ekspresje indukowalnej formy
oksygenazy hemowej-1 (HO-1) i indukowalnej formy
cyklooksygenazy (COX-2) w komadrkach srodbtonka

Zbadano wptyw TauCl i TauBr na ekspresje dwoch enzymow zwigzanych z regulacja

odczynu zapalnego. HO-1 wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne, natomiast COX-2 jest
odpowiedzialna za synteze prostanoidow (PGE,), nalezacych do glownych mediatorow
odczynu zapalnego. Do badan wybrano komorki srédbtonka, ktorych aktywacja ma istotne
znaczenie dla rozwoju ostrego odczynu zapalnego.

Wykazano, ze oba zwigzki powoduja indukcje ekspresji HO-1, hamuja natomiast

zalezng od IL-1p indukcje ekspresji COX-2 (ryc. 161 17).
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HO-1

Ctrl Tau Tau Cl TauBr
3mM 1 mM 0,3 mM

Rye. 16: Indukcja HO-1 w komoérkach HUVEC. Komorki inkubowano przez 24 h z badanymi zwigzkami
w podanych stezeniach. Ekspresj¢ HO-1 badano metoda Western blot. Przedstawiono wyniki pojedynczego
eksperymentu. HO-1 jest indukowana przez TauCl i TauBr, ale nie przez tauryne.

1 2 3 4 1 2 3 4 5
1. Kontrola 1. Kontrola
2. IL-1B 10 ng/ml 2. IL-1B 10 ng/ml
3. IL-1B + TauBr 0,03 mM 3. IL-1B + TauCl 0,1 mM
4.IL-1B + TauBr 0,1 mM 4. IL-1B + TauCl 0,3 mM

5. IL-1B + TauCl 1 mM

Ryc. 17. Indukcja COX-2 przez IL-1B w komodrkach HUVEC. Komoérki umieszczano w medium z badanymi
zwiazkami w podanych stgzeniach, aktywowano przy pomocy IL-1B, anastgpnie inkubowano przez 24 h.
Ekspresje COX-2 badano metodg Western blot. Przedstawiono wyniki pojedynczego eksperymentu. Zaréwno
TauBr, jak i TauCl hamujg indukcjg COX-2.
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4.6 Ocena wptywu badanych zwigzkow na przebieg ostrego odczynu

zapalnego /n vivo

W opracowanym modelu ostrego odczynu zapalnego w komorach powietrznych (,,air
pouch”) u myszy (p. rozdziat 3.4) mierzono nastgpujace parametry: stezenie biatka
catkowitego w wysigku zapalnym (parametr bedacy wypadkowa przepuszczalno$ci
srodblonka naczyn oraz aktywnosci komorek odczynu zapalnego), ilos¢ komorek
naptywajacych do miejsca zapalenia, aktywnos$¢ komorek w zakresie syntezy reaktywnych
form tlenu (ROS) oraz aktywno$¢ MPO w homogenacie komorek.

W celu zmierzenia aktywnos$ci komérek w zakresie syntezy ROS zastosowano test
chemiluminescencji zaleznej od luminolu. Zwigzek ten pozwala na okreslenie stezenia
czynnikéw indukujacych chemiluminescencje¢ zarowno wewnatrz-, jak i zewnatrzkomoérkowo.
Jako kontrolny zwigzek o silnym dziataniu przeciwzapalnym zastosowano deksametazon;
wykazal on silne dzialanie hamujace sygnat chemiluminescencji zaleznej od luminolu.

Dla TauCl obserwuje si¢ zalezne od dawki zmniejszenie stezenia biatka catkowitego
w wysieku zapalnym oraz liczby naptywajacych komoérek (na granicy istotnosci statystycznej;
ryc. 18 1 19), jak 1 aktywnosci MPO (enzymu konstytutywnego neutrofiléw) w homogenacie
komorek (ryc. 20). Pod wptywem TauCl maleje réwniez aktywnos$¢ naptywajacych
neutrofiléw w zakresie ,,wybuchu tlenowego” mierzona testem chemiluminescencji (ryc. 21).
Dla TauBr stwierdzono spadek (na granicy istotno$ci statystycznej) liczby naptywajacych
komorek 1 aktywnos$ci MPO oraz zahamowanie aktywnos$ci neutrofilow w zakresie ,,wybuchu
tlenowego” (test chemiluminescencji). Nie stwierdzono natomiast istotnego wplywu tego

zwigzku na poziom biatka w wysieku zapalnym.
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Stezenie biatka w wysieku zapalnym
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Ryc. 18. Stezenie biatka w wysicku zapalnym in vivo w zaleznosci od wyjsciowego stezenia TauCl (TCI)
i TauBr (TBr) oraz Tau. Zwiazki podawano réwnoczesnie z indukcja zapalenia (zymosan 1mg/ml); wysiek
uzyskany po 4 godzinach inkubacji. Wyniki przedstawiono jako procent réznicy pomigdzy kontrola pozytywna
(zymosan, $rednie st¢zenie biatka 1,42 mg/ml) a negatywna (DPBS; $rednie st¢zenie biatka 0,78 mg/ml);
*p<0,05; **p<0,0001 wzgledem zymosanu. Tylko dla TauCl wykazano istotne statystycznie zmniejszenie
stezenia biatka w wysigku zapalnym.

llos§¢ komérek w wysieku zapalnym
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Ryec. 19. Ilos¢ komdrek w wysieku zapalnym in vivo w zaleznosci od wyjsciowego stezenia TauCl i TauBr oraz
Tau. Zwigzki podawano réwnocze$nie z indukcja zapalenia (zymosan 1mg/ml); wysick uzyskany po
4 godzinach inkubacji. Wyniki 6przedstaw1ono jako procent roéznicy pomiedzy kontrola pozytywnq (zymosan,
$rednia ilos¢ komorek 14,2¥10°) a negatywna (DPBS; érednia ilos¢ komoérek 1,03*%10%); *p=0,05 wzgledem

zymosanu.
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Aktywnos¢ MPO
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Ryc. 20. Aktywno$¢ MPO w homogenacie komorek wysicku zapalnego ex vivo. Zapalenie w komorze
powietrznej indukowano zymosanem w obecnosci TauCl lub TauBr w podanych st¢zeniach. Oba zwiazki

hamuja naptyw neutrofiléw podane w stgzeniu 5 mM. *p<0,05 wzgledem zymosanu.
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Chemiluminescencja zalezna od luminolu
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Rye. 21. Aktywnos¢ komorek wysigku zapalnego ex vivo w tescie chemiluminescencji zaleznej od luminolu.
Ostry odczyn zapalny w komorze powietrznej indukowano zymosanem w obecnosci TauCl (5 mM), TauBr
(5 mM) lub deksametazonu. Badano spontaniczne uwalnianie ROS przez komoérki obecne w wysieku zapalnym
(na wykresie: kontury symboli) oraz uwalnianie ROS przez komoérki restymulowane in vitro zymosanem
w obecnos$ci czynnika chemiluminescencyjnego (luminolu; na wykresie: symbole wypetnione). ,,RUL” oznacza
jednostki wzglednej intensywnos$ci luminescencji.

Zebrane informacje pozwalaja na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

e 7 obu badanych zwigzkéw jedynie TauCl ma zdolno$¢ modyfikacji trzech gtownych
sktadowych odczynu zapalnego: przepuszczalnosci $réodbtonka naczyn, naptywu
komoérek do miejsca zapalenia oraz aktywnosci komorek w zakresie ,,wybuchu
tlenowego”.

e TauBr wykazuje zdolno§¢ hamowania naptywu neutrofiléw oraz produkcji aktywnych
form tlenu przez naplywajace komorki, nie wplywa natomiast na przepuszczalno$é
Srodbtonka.
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5. Dyskusja

TauCl i1 TauBr sa pochodnymi tauryny i HOCI/HOBr. Haloaminy tauryny powstaja
w cytozolu komorek odczynu zapalnego zawierajacych MPO 1 EPO, to jest neutrofilow,
monocytow i eozynofilow. Synteza TauCl jest katalizowana wylacznie przez MPO; TauBr
moze by¢ syntetyzowana zarowno przy udziale EPO, jak i MPO [Thomas i wsp., 1995;
Winterbourn 1 wsp., 2000].

Rola TauBr w odczynie zapalnym in vivo pozostaje nie wyjasniona, jednakze z badan
in vitro wynika, ze w st¢zeniach niecytotoksycznych dla komoérek fagocytarnych wykazuje
ona silne wlasciwosci bakteriobdjcze. Wykazano ostatnio, ze TauBr podobnie jak TauCl
indukuje 1 wzmaga ekspresj¢ oksygenazy hemowej (HO-1), enzymu o wlasciwosciach
cytoprotekcyjnych i przeciwzapalnych [Olszanecki i Marcinkiewicz, 2004]. Wykazano
réwniez, ze TauBr hamuje syntez¢ niektorych cytokin prozapalnych. Wyniki te wskazuja na
liczne podobienstwa pomiedzy TauCl 1 TauBr. Niezaleznie zatem od tego, czy TauBr
uzyskuje inm  vivo w odczynie zapalnym = stezenia umozliwiajagce  dziatanie
immunomodulacyjne, nalezy sadzi¢, ze — podobnie jak TauCl — wykaze ona w st¢zeniach
niecytotoksycznych wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwzapalne, ktore wskazuja na
potencjalne zastosowanie terapeutyczne TauBr.

Celem pracy bylo zbadanie i poréwnanie tych wiasciwosci TauCl i TauBr, ktore
uzasadniajg stosowanie obu zwigzkow w stezeniach tolerowanych in vivo w leczeniu schorzen
infekcyjnych przebiegajacych z ostrym odczynem zapalnym.

Przeprowadzono badania nad stabilnoscig TauCl 1 TauBr in vitro w warunkach
fizjologicznych (temp. 37°C, pH 7,4); réwnolegle badano trwalo$¢ obu zwigzkow
w temperaturze 4°C 1 22°C w celu okreslenia optymalnych warunkéw ich przechowywania
oraz w pH 5,0 charakterystycznym dla ostrego odczynu zapalnego.

Potwierdzono stabilno$¢ obu zwigzkow w $rodowisku bezkomoérkowym,
w warunkach fizjologicznych (37°C, pH =7,4), co uzasadnia ich stosowanie in vivo, jak
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réwniez ich trwato$§¢ w temperaturze 4°C, co wskazuje na tatwo$¢ ich przechowywania,
istotng w aspekcie zastosowania terapeutycznego. Obserwacje te sag — w odniesieniu do TauCl
— zgodne z wczes$niej opublikowanymi danymi [Gottardi 1 Nagl, 2002]. Z drugiej strony
zaobserwowano istotny spadek trwalo$ci obu zwigzkéw wraz ze wzrostem temperatury
1 spadkiem pH (dotyczy to zwlaszcza TauBr). Obserwacje te moga budzi¢ watpliwosci co do
skutecznego dzialania obu zwigzkéw w warunkach odczynu zapalnego. Watpliwosci te
zostaly jednak rozwiane zard6wno w niniejszej pracy (p. nizej), jak i — w odniesieniu do TauCl
— w opublikowanych badaniach in vivo [Kwasny-Krochin i wsp., 2002; Wojtecka-Lukasik
1 wsp., 2004; Verdrengh i Tarkowski, 2005].

Aby oceni¢ trwato§¢ obu zwigzkow w §rodowisku zawierajacym reaktywne formy
tlenu, zbadano ponadto trwato$¢ obu zwigzkow w obecnosci H,O, 1 NO, [Marcinkiewicz
1 wsp., 2005]. Nadtlenek wodoru jest podstawowym zwigzkiem syntetyzowanym w procesie
»wybuchu tlenowego” (p. rozdziat 1.2), natomiast azotyny sa gldwnymi metabolitami tlenku
azotu wytwarzanego przez makrofagi. Wykazano, ze H,O; znosi aktywno$¢ TauBr, nie ma
natomiast wptywu na dziatanie TauCl; inkubacja z NO; nie wptywa na aktywno$¢ zadnego
z badanych zwiazkow.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzaja badania innych autorow
dotyczace TauCl [Nagl i wsp., 2000a; Nagl i wsp., 2000b; Gottardi i Nagl, 2002; Neher
1 wsp., 2004; Neher 1 wsp., 2005] 1 wskazujg jednoznacznie, ze TauCl 1 TauBr moga by¢
stosowane wytacznie miejscowo w leczeniu schorzen infekcyjnych przebiegajacych z ostrym
odczynem zapalnym; systemowe podawanie TauCl i TauBr prowadzi do biodegradacji tych
zwigzkoéw 1 uniemozliwia osiggnigcie stgzenia terapeutycznego w tkance objetej zapaleniem.
Bezpieczne stosowanie TauCl 1 TauBr wymaga jednak odpowiedzi na pytanie, czy efektywne
stezenia terapeutyczne tych zwigzkow nie powoduja wystgpienia dziatan ubocznych, a przede

wszystkim — czy nie dzialaja cytotoksycznie na komorki uczestniczace w ostrym odczynie

zapalnym.
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Jak wiadomo, oba badane zwigzki cechuje do$¢ znaczna cytotoksycznos¢.
Postulowany mechanizm dzialania cytotoksycznego HOCI zalezy od stgzenia tego zwigzku
oraz warunkéw, w jakich komorki sg na niego eksponowane 1 polega¢ moze na indukcji
nekrozy badz apoptozy [Vissers 1 wsp., 1999]. Dziatanie cytotoksyczne HOCI droga indukcji
apoptozy wydaje si¢ zaleze¢ od wytwarzania chloramin, w tym przede wszystkim chloraminy
tauryny [Englert i Schacter, 2002]. Wykazano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia TauCl jej
dziatanie zmienia si¢: od modyfikacji aktywnosci sekrecyjnej komoérki poprzez zahamowanie
jej proliferacji az do indukcji apoptozy; kluczowa role w tych przemianach odgrywa indukcja
biatka p53 przez TauCl [Vile i wsp., 2000]. Rownocze$nie stwierdzono, ze HOBr jest
zwigzkiem bardziej reaktywnym i cytotoksycznym od HOCI [Vissers i wsp., 1998]; podobne;j
zaleznosci nalezalo si¢ zatem spodziewaé pomiedzy TauBr i TauCl. W tej sytuacji przed
przeprowadzeniem wilasciwych badan niezbedne stato si¢ okreslenie stezenia obu zwigzkow,
przy ktorym efekt cytotoksyczny moglby wywiera¢ istotny wptyw na uzyskiwane wyniki.

Zbadano dziatanie cytotoksyczne obu zwigzkow zarowno wobec komorek
hodowanych in vitro (ryc. 7-9), jak i poddawanych dziataniu TauCl i TauBr in vivo (ryc. 10).
Znamienng cytotoksycznos$¢ stwierdzono dla obu zwigzkéw przy stezeniach 250-300 uM,
przy czym dla komoérek linii makrofagowej bardziej toksyczna okazala si¢ TauCl, dla
komorek $rodbtonka za§ — TauBr. W dalszych do$wiadczeniach nie przekraczano zatem
stezenia 250 pM dla komorek linii makrofagowych oraz 300 uM dla makrofagow
otrzewnowych. Dla podawania TauCl 1 TauBr in vivo przyj¢to jako maksymalne st¢zenie
SmM, przy ktorym dla obu zwigzkéw odsetek zywych komorek wynosi ok. 76% 1 nie ulega
istotnej zmianie po 24 godzinach hodowli ex vivo.

Kontrowersyjny pozostaje problem przechodzenia TauCl przez bton¢ komorkowa.
Istniejg dane §wiadczace o tym, ze TauCl dziata sSrodkomérkowo: molekularny mechanizm jej
dziatania ma obejmowac — oprécz indukcji biatka p53 — oksydatywna modyfikacj¢ kinazy

IxB i tym samym zahamowanie aktywacji komorki zaleznej od czynnika jadrowego NFxB
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[Barua i wsp., 2001; Kanayama i wsp., 2002] lub oksydatywne uszkodzenie mitochondriéw
1 aktywacj¢ kaspazy-9 [Klamt i Schacter, 2005]. Inne prace wskazuja na dziatanie regulacyjne
TauCl poprzez czynniki transkrypcyjne NFxB oraz AP-1 oraz poprzez oddziatywanie na
synteze¢ bialek na réznych jej etapach (transkrypcji, translacji i obrobki posttranslacyjnej),
jednakze nie dostarczaja one bezposrednich dowodow na dziatanie TauCl wewnatrz komorki
[Marcinkiewicz i wsp., 1995; Park i wsp., 1995; Quinn i wsp., 1996; Kontny i wsp., 2000; Liu
1 wsp., 2003; Emerson 1 wsp., 2005; Kim 1 Kim, 2005]. Alternatywny postulowany
mechanizm dziatania TauCl polega¢ ma na oddzialywaniu z biatkami blonowymi bez
wnikania do wnetrza komorki [Midwinter 1 wsp., 2004] badz transchlorynacji — chlorowaniu
innych drobnoczasteczkowych zwigzkow (np. glicyny) przez TauCl z wytworzeniem
chloramin o wigkszej niz w przypadku TauCl zdolnosci do przechodzenia przez blong
komoérkowg, a tym samym do dzialania $rodkomorkowego, co mialoby wyjasniaé
obserwowang modyfikacje oksydatywna bialek s$rédkomoérkowych pod wplywem TauCl
[Peskin i wsp., 2005].

W niniejszej pracy podjeto probe weryfikacji hipotezy o wykorzystywaniu przez
TauCl blonowego biatka transportowego dla tauryny (TauT) [Tappaz, 2004] do wnikania do
wnetrza komorki. W tym celu przeprowadzono seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem
tauryny znakowanej trytem (H3-Tau). Wykazano, ze tauryna i TauCl wspotzawodnicza o ten
sam transporter: inkubacja z TauCl powoduje — analogicznie jak w przypadku tauryny —
zalezne od jej stezenia kompetycyjne zahamowanie wnikania H3-Tau do komorek (ryc. 11).
Niestety, nie udalo si¢ przeprowadzi¢ wszystkich zaplanowanych eksperymentow
z zastosowaniem znakowanej TauCl (H3-TauCl), a do§wiadczenia, ktére przeprowadzono,
nie daly jednoznacznych wynikow. W tej sytuacji mozna jedynie stwierdzi¢, ze TauCl wigze
si¢ z biatkiem TauT 1 blokuje go, otwarte pozostaje natomiast pytanie, czy TauCl
wykorzystuje biatko TauT do przechodzenia przez blong komérkowa. Uzyskanie odpowiedzi

na to pytanie wymagac bedzie dalszych badan.
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W licznych pracach wykazano wplyw TauCl na aktywnos$¢ sekrecyjng réznych
rodzajow komorek: aktywowanych makrofagéw w zakresie uwalniania NO i TNF-a [Park
1 wsp., 1993; Park 1 wsp., 1995; Kim 1 wsp., 1996; Park 1 wsp., 1997], jak rowniez PGE,
1 IL-6 [Marcinkiewicz 1 wsp., 1995] 1 innych mediatoréw [Liu 1 Quinn, 2002; Quinn 1 wsp.,
2003]; monocytow w zakresie produkcji TNF-a, IL-18, IL-6 [Chorazy i wsp., 2002; Chorazy-
Massalska i wsp., 2004] oraz IL-8 [Park i wsp., 2002], neutrofildéw w zakresie uwalniania NO,
TNF-0, IL-6 i1 PGE, [Marcinkiewicz i wsp., 1998], synowiocytow w odniesieniu do IL-6
1 IL-8 [Kontny i1 wsp., 2000], komérek dendrytycznych wytwarzajacych NO, TNF-a, I1L-6
1IL-12 [Marcinkiewicz i wsp., 1999] i komorek glejowych [Serban i wsp., 2003] (patrz
tab. 3). W niniejszej pracy przeprowadzono pordwnanie dziatania TauCl i TauBr na
wydzielanie cytokin przez aktywowane komorki linii makrofagowej (RAW 264.7) oraz
aktywowane mysie makrofagi otrzewnowe; wyniki dla tych ostatnich zostaly wcze$niej
opublikowane [Marcinkiewicz 1 wsp., 2005]. Na podstawie badan przeprowadzonych
dotychczas w Katedrze Immunologii oraz publikacji wymienionych powyzej do badan
wybrano — obok NO — TNF-a, IL-6, IL-10 oraz IL-12. Stwierdzono, ze oba zwiazki
w stezeniu 100-300 uM powodujg istotne, zalezne od dawki zahamowanie syntezy NO oraz
wybranych cytokin przez badane komorki (ryc. 11 i1 12). TauCl wykazata silniejsze od TauBr

dziatanie immunomodulacyjne.
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Tab. 3. Wplyw TauCl na syntez¢ mediatorow reakcji zapalnej — zestawienie danych z pi§miennictwa (ICsy —
stezenie w hodowli 24h powodujace spadek produkcji mediatora o 50%)

Mediator ICs0 dla TauCl | Model in vitro PiSmiennictwo
Chemokiny | ok. 500 uM Makrofagi pecherzykowe Liu i Quinn, 2002
MCP-11i-2 aktywowane LPS i [FN-y
IL-1B ok. 250- Ludzkie monocyty Chorazy 1 wsp., 2002;
300 uM aktywowane LPS Chorazy-Massalska i wsp.,
2004
ok. 400 uM Ludzkie monocyty Park i wsp., 2002
aktywowane LPS
IL-6 Mysie neutrofile Marcinkiewicz i wsp., 1998
ok. 200 pM Mysie komorki dendrytyczne | Marcinkiewicz i wsp., 1999
aktywowane LPS i IFN-y
ok. 400- Ludzkie monocyty Chorazy i wsp., 2002;
425 uM aktywowane LPS Chorazy-Massalska 1 wsp.,
2004
ok. 200 pM Ludzkie monocyty Park i wsp., 2002
aktywowane LPS
ok. 225 uM Ludzkie synowiocyty Kontny i wsp., 2000
aktywowane IL-1f3
IL-8 ok. 400 uM Ludzkie monocyty Park i wsp., 2002
ok. 450 uM Ludzkie synowiocyty Kontny i wsp., 2000
aktywowane IL-1
TNF-a Komorki makrofagowe RAW | Park 1 wsp., 1995
264.7 aktywowane LPS
i [IFN-y
Mysie neutrofile Marcinkiewicz i wsp., 1998
ok. 460- Ludzkie monocyty Chorazy 1 wsp., 2002;
480 uM aktywowane LPS Chorazy-Massalska i wsp.,
2004
NO Mysie neutrofile Marcinkiewicz i wsp., 1998
ok. 250 uM Mysie komorki dendrytyczne | Marcinkiewicz i wsp., 1999

aktywowane LPS i IFN-y

Komorki makrofagowe RAW
264.7 aktywowane LPS
i [FN-y

Park i wsp., 1995; Park i
wsp., 1997
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Zbadano réowniez wptyw TauCl i TauBr na ekspresj¢ dwoch enzymoéw zwigzanych
z regulacja odczynu zapalnego: oksygenazy hemowej-1 (HO-1) oraz indukowalnej formy
cyklooksygenazy (COX-2). HO-1 wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne, natomiast COX-2
jest odpowiedzialna za synteze prostanoidéw, przede wszystkim PGE,; — jednego z gtownych
mediatoréw odczynu zapalnego. Wstepne wyniki uzyskane dla komoérek $rodblonka
stymulowanych IL-1f (ryc. 13) wydaja si¢ wskazywaé na efekt przeciwzapalny TauCl
1 TauBr uzyskiwany droga indukcji HO-1, podobnie do efektu obserwowanego w komorkach
makrofagowych [Olszanecki i Marcinkiewicz, 2004], przy roéwnoczesnym zahamowaniu
indukcji COX-2, analogicznie do efektu obserwowanego wczesniej w synowiocytach
izolowanych od pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow [Kontny i wsp., 2003].

Na temat dziatania TauCl 1 TauBr w ostrym odczynie zapalnym in vivo zgromadzono
dotychczas niewiele danych. Opublikowane dotad prace koncentrujg si¢ na wptywie TauCl na
przewlekla reakcj¢ zapalng [Kwasny-Krochin i wsp., 2002], badZ dotycza badania wybranych
sktadowych reakcji zapalnej ex vivo oraz in vitro [Shasby 1 wsp., 1989; Grisham 1 wsp., 1990,
Cantin, 1994; Tatsumi i1 Fliss, 1994]. Odnaleziono tylko jedng prace dotyczaca modyfikacji
ostrego odczynu zapalnego przez TauCl in vivo [Wojtecka-Lukasik i wsp., 2004]; w pracy tej
oceniano jednakze aktywno$¢ neutrofilow izolowanych z krwi obwodowej, nie za§ — jak
W pracy niniejszej — aktywnos$¢ komorek bezposrednio uczestniczacych w reakcji zapalne;.

W niniejszej pracy podjeto probe oceny wplywu TauCl i TauBr na trzy gléwne
sktadowe ostrego odczynu zapalnego: przepuszczalno$¢ $rodbtonka naczyn, predkosé
naptywu komoérek do miejsca zapalenia oraz ich aktywnos$¢ w zakresie ,,wybuchu tlenowego™.
Dla TauCl stwierdzono zalezny od dawki istotny spadek poziomu biatka oraz ilosci komorek
obecnych w wysigku zapalnym; dla TauBr zaobserwowano jedynie spadek ilosci
naptywajacych komorek (ryc. 18 1 19). Dla obu zwigzkéw wykazano zdolno$¢ hamowania
naptywu neutrofildéw do miejsca zapalenia (spadek aktywno$ci mieloperoksydazy — ryc. 20)

oraz produkcji aktywnych form tlenu przez neutrofile mierzonej testem chemiluminescencji
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(ryc. 21).

Rownolegle badano wptyw TauCl na przebieg zapalenia w modelu nadwrazliwosci
kontaktowej (contact sensitivity) wywotywanej poprzez aplikacje chlorku pikrylu na
matzowing uszng myszy. W modelu tym nie stwierdzono istotnego wpltywu TauCl na badane
punkty koncowe — przyrost grubo$ci matzowiny usznej (obrzek) oraz zawarto$¢ w tkance
btekitu trypanu (podawanego dozylnie przyzyciowo; dane nie zaprezentowane). Uzasadnione
wydaje si¢ zatem stwierdzenie, iz TauCl wykazuje zdolno$¢ wielokierunkowego hamowania
nieswoistego ostrego odczynu zapalnego in vivo, nie ma jednak wpltywu na zalezng od

limfocytow T swoistg reakcje zapalna.
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6. Podsumowanie

Wiasciwosci fizykochemiczne uzasadniajg stosowanie terapeutyczne obu zwigzkow in
vivo, jakkolwiek ich szybka biodegradacja wymusza czgste podawanie leku
1 ogranicza zastosowanie badanych substancji do podawania miejscowego. TauCl jest
zwigzkiem bardziej trwalym i mniej reaktywnym od TauBr.

Poszczegolne typy komorek wykazujg rézng wrazliwos¢ na dziatanie cytotoksyczne
TauCl 1TauBr. Dla uniknigcia dzialania cytotoksycznego oba zwigzki nalezy
stosowa¢ w stezeniach nie przekraczajacych 250-300 uM w warunkach hodowli
komoérkowych in vitro oraz 5 mM przy podawaniu in vivo do miejsca zapalenia.
Wykazano, ze TauCl wspotzawodniczy z tauryng o biatko TauT. Nie udato si¢ jednak
uzyska¢ odpowiedzi na pytanie, czy TauCl wykorzystuje TauT do transportu do
wnetrza komorki.

Oba zwiazki wykazujg dziatanie immunomodulacyjne in vitro poprzez hamowanie
wytwarzania cytokin 1 NO przez komorki odczynu zapalnego. Dziatanie
immunomodulacyjne TauCl jest silniej wyrazone niz TauBr.

In vivo jedynie TauCl wykazuje dziatanie na wszystkie trzy badane sktadowe ostrej
reakcji zapalnej, tj. przepuszczalno$¢ s$rodbtonka naczyn, liczbe komorek
naptywajacych do miejsca zapalenia oraz synteze aktywnych form tlenu. Dla TauBr
obserwowano zahamowanie syntezy aktywnych form tlenu oraz spadek ilosci

neutrofilow w wysieku zapalnym.
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7. Wnioski

Obie badane pochodne tauryny wykazuja istotne dzialanie w ostrej reakcji zapalne;.
Podstawienie atomu bromu zamiast chloru w czgsteczce zwigzku zmienia jednak zasadniczo
jego wilasciwosci: jakkolwiek zachowana zostaje jego funkcja immunomodulacyjna, to jednak
nowy zwigzek ma stabsze wlasciwosci przeciwzapalne, silniejsze natomiast —
przeciwbakteryjne.

Dla TauCl wykazano wielokierunkowe dzialanie immunomudulacyjne: obok
hamowania syntezy NO 1 cytokin przez aktywowane leukocyty zwigzek ten wywiera istotne
dziatanie na S$rodbtonek naczyn ograniczajac wzrost jego przepuszczalno$ci w ostrym
odczynie zapalnym oraz migracj¢ leukocytéw do miejsca zapalenia 1 ich aktywnos$¢
w zakresie ,,wybuchu tlenowego”. TauBr hamuje produkcje cytokin i NO w stopniu
porownywalnym z TauCl; wykazuje réwniez podobne dzialanie hamujace migracje
neutrofilow do miejsca zapalenia. Natomiast pomimo podobnego dziatania obu zwigzkow na
komorki $rodbtonka obserwowanego in vitro, tylko dla TauCl wykazano dzialanie na
srédblonek naczyn in vivo.

Oba zwigzki wydaja si¢ peli¢ istotne role w funkcjonowaniu uktadu
odporno$ciowego: TauCl — i, by¢ moze, w mniejszym stopniu TauBr — uczestniczy
W ograniczaniu nieswoistego ostrego odczynu zapalnego i1 promocji swoistej odpowiedzi
immunologicznej, TauBr natomiast w wigkszym zapewne stopniu odpowiada za eliminacje
drobnoustrojow.

Powyzsze spostrzezenia w potaczeniu z wigksza trwatoscig TauCl zdaja sig
wskazywaé na potencjalne zastosowanie kliniczne tego wlasnie zwiagzku. Nalezy jednak
podkresli¢, ze szybki rozktad TauCl in vivo ogranicza jej zastosowanie do podawania
miejscowego, jak rowniez zmusza do czestej aplikacji leku zawierajacego TauCl. Szersze
zastosowanie terapeutyczne TauCl wymagaé bedzie opracowania takich postaci leku, ktore

zwigksza trwato$¢ TauCl lub tez umozliwig stopniowe jej uwalnianie w miejscu zapalenia.
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8. Streszczenie

Tauryna jest P-aminokwasem sulfonowym pelnigcym istotng rol¢ regulacyjna
w organizmie ludzkim — jest ona niezbedna dla prawidlowego rozwoju osrodkowego uktadu
nerwowego oraz funkcjonowania ukladu rozrodczego i1 immunologicznego. Liczne
obserwacje wskazuja zwlaszcza na jej istotne znaczenie dla prawidlowej funkcji
granulocytow. Badania ostatnich 10 lat wykazaty, ze haloaminy tauryny (TauCl, TauBr)
produkowane w odczynie zapalnym przez aktywowane neutrofile i eozynofile wykazuja in
vitro wlasciwosci immunoregulacyjne 1 przeciwbakteryjne. Zastosowanie TauCl
w miejscowym leczeniu infekcji (przede wszystkim w okulistyce i laryngologii) jest aktualnie
przedmiotem badan klinicznych II fazy.

Celem pracy byto zbadanie tych cech 1 wlasciwosci obu zwigzkow, ktore
uzasadniatyby ewentualne zastosowanie terapeutyczne TauBr w leczeniu chordb
przebiegajacych z ostrym odczynem zapalnym.

Zbadano stabilno$¢ 1 trwato$¢ TauCl i TauBr w $rodowisku bezkomorkowym,
w roznych warunkach pH 1 temperatury. Potwierdzono, ze oba zwigzki ulegaja
dysproporcjonowaniu (do tauryny oraz odpowiednio TauCl, i TauBr,). Stwierdzono, ze
trwato$¢ obu zwiazkow jest zdecydowanie mniejsza w pH 5,0 niz w pH 7.4; dla obu
zwiazkow trwatos¢ maleje ponadto wraz ze wzrostem temperatury. Niezaleznie od warunkow
TauCl jest zwigzkiem znacznie trwalszym od TauBr. W odniesieniu do reaktywnych form
tlenu stwierdzono r6zng reaktywnos$¢ badanych zwigzkéw wobec H,O, i NO,: TauCl nie
reaguje z zadnym z tych zwigzkoéw, natomiast TauBr tylko z H,O».

Zbadano cytotoksycznos¢ obu zwigzkow 1 okreslono maksymalne niecytotoksyczne
stezenia w hodowlach komoérkowych in vitro, jak 1 przy podawaniu in vivo do miejsca
zapalenia. Stwierdzono r6zng wrazliwo$¢ poszczegélnych typow komoérek na badane

substancje — dla komorek linii makrofagowej bardziej toksyczna okazata si¢ TauCl, dla linii
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srodblonkowej — TauBr. Dla obu zwigzkéw stwierdzono wystepowanie znamiennej
cytotoksycznosci in vitro w hodowli komodrkowej trwajacej 24 godziny przy st¢zeniu ok.
250-300 uM. Aby unikna¢ dziatania cytotoksycznego na komorki wysigku zapalnego przy
podawaniu badanych zwiazkow in vivo wskazane jest podawanie ich w stezeniu nie
przekraczajagcym 5 mM.

Podjeto probe ustalenia mechanizmu transportu TauCl przez blong komorkowa.
W tym celu przeprowadzono seri¢ eksperymentoéw z uzyciem tauryny znakowanej trytem.
Wykonane doswiadczenia pozwolity stwierdzi¢, ze tauryna i TauCl wspotzawodniczg o ten
sam transporter (TauT, ulegajacy zahamowaniu pod wptywem GES). Uzyskane wyniki nie
daja jednak jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy TauCl jest transportowana do wnetrza
komorki przy pomocy TauT, czy tez jedynie blokuje go uniemozliwiajac transport
znakowanej tauryny.

Zbadano wptyw TauCl i TauBr in vitro na wytwarzanie cytokin i NO przez komorki
uczestniczace w odczynie zapalnym. Wykazano, ze w stezeniach niecytotoksycznych
zarowno TauCl jak 1 TauBr w podobny, zalezny od dawki sposob hamujg uwalnianie tlenku
azotu oraz IL-6 przez komorki RAW 264.7; nie wykazano wplywu tych zwiazkow na
uwalnianie TNF-a. Dla aktywowanych mysich makrofagéw otrzewnowych obserwowano
zahamowanie wydzielania IL-6, IL-10, IL-12 oraz TNF-o zaréwno pod wptywem TauCl, jak
1 TauBr. W obu przypadkach stwierdzono silniejsze dziatanie TauCl niz TauBr — przy takim
samym stgzeniu odnotowano wicksze zahamowanie uwalniania badanych mediatorow przez
TauCl.

Ponadto zbadano wptyw TauCl i TauBr na ekspresj¢ w komodrkach $rédbtonka HO-1
1 COX-2 — dwoéch enzymoéw zwigzanych z regulacjg odczynu zapalnego. Wykazano, ze oba
zwiazki powodujg indukcje ekspresji HO-1, hamujg natomiast zalezng od IL-1P indukcje
ekspresji COX-2.

Zbadano wptyw obu zwigzkow na przebieg ostrej reakcji zapalnej in vivo. Badania
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przeprowadzono w modelu ostrego zapalenia w podskérnej komorze powietrznej (,,air
pouch”) u myszy. Mierzono nastgpujace parametry: stezenie biatka catkowitego w wysieku
zapalnym (parametr bedacy wypadkowa przepuszczalnosci srodbtonka naczyn i1 aktywnosci
komorek odczynu zapalnego), ilo§¢ komorek naptywajacych do miejsca zapalenia, aktywnos¢
MPO (enzymu konstytutywnego neutrofilow) w homogenacie komoérek oraz aktywnosé
komorek w zakresie syntezy reaktywnych form tlenu (ROS) . Dla TauCl zaobserwowano
zalezne od dawki zmniejszenie stezenia biatka catkowitego w wysieku zapalnym oraz liczby
naptywajacych komorek, jak i aktywnosci MPO w homogenacie komoérek. Stwierdzono
réwniez spadek aktywnos$ci naptywajacych neutrofilow w zakresie ,,wybuchu tlenowego” pod
wplywem TauCl (mierzony testem chemiluminescencji). Dla TauBr stwierdzono spadek
liczby naptywajacych komorek i1 aktywnosci MPO oraz zahamowanie aktywnos$ci neutrofilow
w zakresie ,,wybuchu tlenowego” (test chemiluminescencji). Nie stwierdzono natomiast
istotnego wptywu tego zwigzku na poziom biatka w wysigku zapalnym

Oba zwigzki wydaja si¢ peli¢ istotne role w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego: TauCl — 1, by¢ moze, w mniejszym stopniu TauBr — uczestniczy
W ograniczaniu nieswoistego ostrego odczynu zapalnego i1 promocji swoistej odpowiedzi
immunologicznej, TauBr natomiast w wigkszym zapewne stopniu odpowiada za eliminacj¢
drobnoustrojow.

Powyzsze spostrzezenia w polaczeniu z wigkszg trwatoscig TauCl zdajg si¢
wskazywa¢ na potencjalne zastosowanie kliniczne tego wtasnie zwigzku. Nalezy jednak
podkresli¢, ze szybki rozktad TauCl in vivo ogranicza jej zastosowanie do podawania
miejscowego, jak réwniez zmusza do czgstej aplikacji leku zawierajacego TauCl. Szersze
zastosowanie terapeutyczne TauCl wymagaé bedzie opracowania takich postaci leku, ktore

zwiekszg trwato$¢ TauCl lub tez umozliwia stopniowe jej uwalnianie w miejscu zapalenia.
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9. Abstract

Taurine is a sulfonic f-amino acid of a significant regulatory role in human organism
— it is necessary for proper development of central nervous system as well as for function of
reproductive and immune system. Numerous observations indicate its particular importance
for proper function of granulocytes. Studies performed over last 10 years have demonstrated
that taurine haloamines (chloramine — TauCl — and bromamine — TauBr), synthesized in
inflammatory reaction by activated neutrophils and eosinophils, show in vitro considerable
immunoregulatory and antibacterial properties. Application of TauCl in topical treatment of
infections (mostly in ophthalmology and laryngology) is presently studied in phase II clinical
trials.

The aim of this work was to investigate and compare these properties of both
compounds, which may give reasons for possible therapeutic application of TauBr in acute
inflammatory conditions.

Stability of TauCl and TauBr in acellular environment, at various conditions of pH
and temperature has been investigated. Cytotoxicity of both compounds has been studied and
maximum non-cytotoxic concentrations determined, both for in vitro cell cultures and in vivo
application at the site of acute inflammation. An attempt has been made to determine the
mechanism of TauCl transport across the cellular membrane. Influence of TauCl and TauBr in
vitro on production of cytokines and nitric oxide by inflammatory cells has been studied.
Influence of both compounds on acute inflammatory reaction in vivo has been investigated.

Both studied taurine derivatives show significant effect in acute inflammatory
reaction, TauBr as compared to TauCl is characterized by weaker anti-inflammatory
properties and stronger antibacterial action. This observation as well as greater stability of

TauCl indicates that TauCl is a more promising compound as related to clinical application.
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