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Wykaz stosowanych skrotow

BSA
CFU
COX-2
CDO
CSA
CSAD
DPBS

EPO
FBS
HBSS
HO-1
HOCI
HOBr
IFN

albumina bydleca (bovine serum albumin)
(colony forming unit) jednostka tworzaca koloni¢
cyklooksygenaza 2

dioksygenaza cysteinowa

kwas L-cysteinosulfonowy

dekarboksylaza kwasu L-cysteinosulfonowego

pozbawiona jondw wapnia 1 magnezu, zbuforowana fosforanami sol
fizjologiczna

peroksydaza eozynofilow

ptodowa surowica bydlgca (fetal bovine serum)
Hank’s buffered saline solution

oksygenaza hemowa-1

kwas podchlorawy/kwas chlorowy (1)

kwas podbromawy/kwas bromowy (1)

interferon

IL6, 10, 12p40, 8 interleukina 6, 10, 12p40, 8

LPS
MPO
MTT
NADP+
NADPH
NDD
NF-xB
NO
Nrf2

lipopolisacharyd

mieloperoksydaza

bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; forma utleniona
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; forma zredukowana
N-(1-naftylo)-etylenodiamina

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (Nuclear Factor kappa B)
tlenek azotu

czynnik transkrypcyjny (nuclear factor erythroid 2—related factor 2)



Nrf2/ARE
INOS
PGE2
ROS
RLU
SALT
SDS
TauBr
TauCl
Tau
TauT
TBST

TNFa
TRD

Nrf2-Antioxidant Response Element Signaling Pathway
indukowalna syntaza tlenku azotu

prostaglandyna E2

reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
relative light units, arbitralne jednostki §wiatta
skin-associated lymphoid tissue

siarczan dodecylu sodu

bromamina tauryny, N-bromotauryna

chloramina tauryny,N-chlorotauryna

tauryna

transporter tauryny

s6l fizjologiczna buforowana Tris z Tween 20
(Tris-buffered saline and Tween 20)

czynnik martwicy nowotworow (tumor necrosis factor)

taurolidyna



1.Wstep

1.1 Tauryna

Tauryna (2-aminoethanesulfonic acid) jest glownym niebiatkowym aminokwasem
0 istotnym znaczeniu w wielu procesach biologicznych, stanowigcym okoto 90 % wszystkich
wolnych aminokwaséw w cytozolu. Nazwa ,tauryna” pochodzi od tacinskiej nazwy
gatunkowej byka Bos Taurus, z ktorego z6lci zostata po raz pierwszy wyizolowana na
poczatku XIX wieku (Huxtable 1986, 1992). Tauryna nie jest wbudowywana w bialka,
wystepuje gtdéwnie w stanie wolnym, poniewaz zamiast grupy karboksylowej - COOH
tauryna posiada grupe sulfonowg - SOsH, ktora nie tworzy wigzania peptydowego z grupa
aminowg innych aminokwasow (Kulasek i wsp. 2004; Schuller-Levis i Park 2003; Wright
I wsp. 1986). Dystrybucja tauryny jest gatunkowo i tkankowo bardzo zrdéznicowana.
W moézgach noworodkéw ssakow (z cztowiekiem wilacznie) stwierdzono wysokie stezenie
tauryny, moze ono by¢ trzy do czterech razy wyzsze, niz u osobnikow dorostych tego samego
gatunku (Huxtable 1992,1989). W cytoplazmie komoérek fagocytarnych osigga stezenie
20-50 mM (w surowicy < 100 uM). Poziom tauryny w cytozolu komorek jest wynikiem
zarowno transportu przez btong komorkowa egzogennej tauryny dostarczonej z pokarmem,
jak i syntezy endogennej tauryny z metioniny i cysteiny (Fukuda i wsp. 1982; Schuller-Levis
i Park 2003). Tauryna wystepuje rowniez w wysokich stezeniach w nerkach, migsniach
szkieletowych, sercu i siatkdwce (Brosnan i Brosnan 2006; El Idrissi 2004; Huxtable 1992;

Sturman 1991, 1993).



1.1.1 Synteza i metabolizm tauryny

W organizmach ssakow tauryna pochodzi przede wszystkim z pokarmu (egzogenna).
Endogenna synteza tauryny zachodzi przede wszystkim w watrobie, mézgu i nerkach.
Glownym substratem w procesie biosyntezy tauryny jest cysteina, aminokwas, ktory
czgsciowo powstaje z metioniny. Stosunkowo dobrze poznano szlaki powstawania tauryny
w organizmie czlowieka (Wright i wsp. 1986). Poznano kilka szlakow biosyntezy tauryny
(Ryc. 1.1). W czterech z nich cysteina jest przeksztatcana do tauryny (Huxtable 1989; Wright
I wsp. 1986; Tang i wsp. 1997). Gtowny endogenny szlak biosyntezy rozpoczyna si¢ od
metioniny, ktéra jest przeksztalcana do cysteiny, nastepnie Ccysteina jest utleniana przy
udziale dioksygenazy cysteinowej (EC 1.13.11.20; CDO) do kwasu L-cysteinosulfonowego
(CSA). CSA jest przeksztalcany przy udziale dekarboksylazy sulfinoalaniny
(dekarboksylaza kwasu L-cysteinosulfonowego, EC 4.1.1.29; CSAD) do hypotauryny.
Powstata hypotauryna jest utleniana z udzialem dehydrogenazy hypotaurynowe;j
(EC 1. 8. 1. 3) do tauryny. W szlaku alternatywnym CSA jest przeksztalcany do
kwasu L- cysteinowego, a ten jest przeksztatcany do tauryny. W innym szlaku cysteamina
lub cystyna sg przeksztalcane do hypotauryna, a nastepnie do tauryny (Ryc. 1.1).
Dekarboksylaza kwasu L- cysteinosulfonowego (CSAD) stanowi kluczowy element szlaku
metabolicznego, warunkujgcy mozliwos$¢ endogennej syntezy tauryny (Wright i wsp. 1986;
Huxtable 1986; Szymanski 1 Winarska 2008). Poszczegdlne gatunki ssakow rdznig sie
poziomem aktywnosci dekarboksylazy kwasu L - cysteinosulfonowego, na przyktad u kotow
poziom aktywnosci dekarboksylazy kwasu L- cysteinosulfonowego jest bardzo niski, stad
zaopatrzenie w tauryne jest u nich catkowicie zalezne od dostepnosci tego aminokwasu w

diecie. U czlowieka i innych naczelnych poziom tego enzymu jest niski a zdolnos¢ do



endogennej syntezy tauryny jest tez ograniczona. Ssaki ro$linozerne (krowy, owce)
natomiast, w cato$ci syntetyzujg endogenng tauryn¢ i sg niezalezne od jej obecnoSci
w pokarmie (Sturman 1993; Sturman i wsp. 1991; Wright i wsp. 1986).

Wchtanianie tauryny dostarczonej z pokarmem odbywa si¢ gtdéwnie w jelicie cienkim
oraz jelicie grubym, jednak tempo wchlaniania tauryny w jelicie grubym jest znacznie
wolniejsze niz w jelicie cienkim (Tomei i wsp. 2003). W jelicie cienkim wchianiana jest
tauryna pochodzaca z rozpadu koniugatow tego aminokwasu z kwasami zoétciowymi.
U cztowieka tauryna jest wchtaniana glownie na drodze transportu aktywnego przy udziale
transportera TauT, a w mniejszym stopniu na zasadzie dyfuzji prostej czy utatwione;j.
Transporter TauT jest swoisty dla f-aminokwasow; oprdcz tauryny przenosi takze -alanine
I hypotauryne (Tappaz 2004; Warskulat i wsp. 2007). TauT nalezy do rodziny transporterow
zaleznych od Na® i CI, w skfad ktorej wchodzg przeno$niki neuroprzekaznikow,
aminokwasoéw 1 osmolitow. Transport tauryny przez blon¢ wymaga co najmniej dwoch
jonow Na2" i jednego Cl™ na czgsteczke aminokwasu (V0ss i wsp.2004). U ludzi wchianianie
tauryny z przewodu pokarmowego jest powolne i dlatego jesli zaistnieje koniecznos$¢ jej
suplementacji, to stosowane dawki powinny wynosi¢ powyzej 3 g/dziennie.

Tauryna, gltéwnie w postaci niezmienionej, jest wydalana z moczem 1 zolciag
(Chesney i wsp. 1985; Szymanski i Winiarska 2008). W kanaliku proksymalnym nerki
zachodzi zwrotna resorpcja tauryny, stanowigca podstawowy mechanizm utrzymania statego
poziomu tauryny w sytuacji niedoboru tego aminokwasu w diecie. W czasie niedoboru tego
aminokwasu resorpcja tauryny moze zwigkszy¢ sie¢ nawet dwukrotnie (Chesney i wsp.1985).
Niewielkie ilosci tauryny, prawdopodobnie po wczesniejszym utlenieniu do TauCl, moga
ulega¢ deaminacji z wytworzeniem aldehydu sulfooctowego, a nastgpnie pod wplywem

reduktazy aldehydowej sg przeksztatcane do kwasu izotionowego (Cunnigham i wsp. 1998;
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Della Corte i wsp. 2002). Niewielkie ilosci tauryny w postaci wolnej lub w koniugatach

z kwasami ttuszczowymi, mogg tez by¢ wydalane z katem.

Metionina

1

L-Cysteina—

UTLENIANIE
Liaza cysteinowa Dioksygenaza cysteinowa
(EC4.4.1.10) (CDO, EC 1.13.11.20)

Kwas L-cysteinosulfonowy

DEKARBOKSYLACIA
Dekarboksylaza
Kwasu-L cysteinosulfonowego
(CSAD, EC 4.1.1.29)

Kwas L-cysteinowy

Cyst

eamina

UTLENIANIE
Dioksygenaza cysteaminowa
(ADO, EC 1.13.11.19)

Hypotauryna <«
DEKARBOKSYLACJIA
Dekarboksylaza UTLENIANIE
Kwasu-L cysteinosulfonowego Dehydrogenaza hypotaurynowa
(CSAD, EC4.1.1.29) (EC1.8.1.3)

TAURYNA

Ryc. 1.1 Szlaki biosyntezy tauryny.
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1.1.2 Biologiczne funkcje tauryny

Tauryna jest aminokwasem o istotnym znaczeniu w wielu procesach biologicznych.
Jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego i siatkdwki oka,
serca, funkcjonowania ukladu rozrodczego oraz immunologicznego (Schuller-Levis
I Park2003; Huxtable 1992). Fizjologiczna rola tauryny polega mi¢dzy innymi na koniugacji
kwasow zolciowych, stabilizacji bton komoérkowych, utrzymaniu homeostazy wapnia
(Huxtable 1992; El Idrissi i Trenkner 2003; Foos i Wu 2002), osmoregulacji i cytoprotekc;ji’
Jest aktywnie gromadzona w cytozolu komorek w przypadku wzrostu osmolarnosci ptynu
tkankowego, przy spadku ci$nienia osmotycznego nie dopuszcza do masowej ucieczki jondw
z komorek i zaklocenia rownowagi jonowej (Bitoun i Tappaz 2000; Schaffer i wsp. 2000).
Tauryna reguluje fosforylacje biatek oraz modyfikuje lipidy wplywajac na funkcje btony
komorkowej (Petrosian i Haroutounian 2000). W o$rodkowym uktadzie nerwowym tauryna
dziata, jako regulator osmolarnosci chronigc i stabilizujgc dzigki temu blony komoérkowe
neurondéw, a takze jako modulator neurotransmisji (El Idrissi i Trenkner 2004; Oja
i Saransaari 2007). Tauryna, jako antyoksydant spetnia funkcje cytoprotekcyjne, chronigc
komorki 1 tkanki przed skutkami stresu oksydacyjnego. Jednym z istotnych elementow
antyoksydacyjnego dziatania tauryny jest neutralizacja HOCl powstajagcego w miejscu
zapalenia (Weiss i wsp. 1982). Dziatanie immunoregulacyjne tauryny wynika z jej zdolno$ci
do putapkowania HOCI i HOBr, w wyniku ktorego powstaja odpowiednio TauCl i1 TauBr,
aktywne biologicznie zwigzki, produkowane przez neutrofile i eozynofile w miejscu
zapalenia (Marcinkiewicz i wsp. 1995, 1998, 2005, 2006A, B, 2009; Olszanecki

I Marcinkiewicz 2004).
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1.1.3 Rola tauryny w odczynie zapalnym i stresie oksydacyjnym

Tauryna odgrywa szczego6lng role w komoérkach fagocytarnych odezynu zapalnego.
Aktywowane neutrofile w czasie wybuchu tlenowego generujg wiele reaktywnych form
tlenu, w tym kwas podchlorawy (HOCI), powstajagcy w reakcji katalizowanej przez
mieloperoksydaze (MPO). HOCI silnie toksyczny czynnik utleniajacy, jest mato stabilnym,
oraz wysoce reaktywnym oksydantem o silnych wilasciwosciach mikrobdjczych.
W eozynofilach, analogicznie do neutrofilow, przy udziale peroksydazy eozynofilowej
(EPO) powstaje kwas podbromawy HOBr (Hendreson i wsp. 2001; Thomas i wsp. 1995).
Kwas podchlorawy 1 kwas podbromawy sg wychwytywane przez tauryng. W wyniku tej
reakcji powstaja mniej toksyczne haloaminy, chloramina tauryny (TauCl) i bromamina
tauryny (TauBr). TauBr i TauCl sg bardziej stabilne w porownaniu do HOCI (Wu i wsp.
2000; Weiss 1 wsp. 1982). Ze wzgledu na silne wlasciwosci utleniajagce zaréwno HOCI, jak
1 HOBr petnig istotng rol¢ w eliminacji patogenéw. Oprdcz korzystnej dla organizmu funkcji
obronnej (przeciwbakteryjnej), HOCI i HOBr wykazuja rowniez efekt destrukcyjny na tkanki
objete procesem zapalnym, a wiele obserwacji wskazuje na udzial tych czynnikow
w patogenezie réznych chordb (Heinecke 1999; Wu i wsp. 2000). System mieloperoksydazy
generuje rowniez drugorzedowe oksydanty (dwuchloraminy, monochloraminy, aldehydy)
(Gaut i wsp. 2001; Weiss i wsp. 1982). Tauryna jest najobficiej wystepujacym wolnym
aminokwasem w cytoplazmie leukocytow (Learn i wsp. 1990), dlatego gtéwna chloraming
generowang w przez aktywowane neutrofile jest TauCl (Weiss i wsp. 1982), a gtowna

bromaming generowang przez eozynofile jest TauBr (Thomas i wsp. 1995).
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1.2 Naturalne pochodne tauryny: chloramina tauryny, bromamina
tauryny

Chloramina Tauryny (TauCl, N - chlorotauryna) i bromamina tauryny (TauBr,
N - bromotauryna) to dwie naturalne pochodne tauryny. Syntetyzowane przez neutrofile
1 eozynofilie w reakcji z HOCI i HOBr. Komorki fagocytarne, do ktérych zaliczane sa
granulocyty (eozynofile, neutrofile, monocyty) oraz makrofagi stanowig sity szybkiego
reagowania, docieraja do miejsc inwazji drobnoustrojow jako pierwsze. Aktywowane
neutrofile oraz eozynofilie produkuja reaktywne formy tlenu w procesie wybuchu tlenowego.
Pierwszym etapem wytwarzania aktywnych form tlenu przez neutrofile jest aktywacja
oksydazy NADPH - enzymu stanowigcego kompleks czasteczek przenoszacych elektrony.
W wyniku przeniesienia elektronu z NADPH na tlen czasteczkowy powstaje anionorodnik
ponadtlenkowy. Synteza anionorodnika ponadtlenkowego to proces inicjujacy calg kaskade

syntezy reaktywnych form tlenu:
202+ NADPH ——» 202"+ NADP "+ H ™

W  procesie dysmutacji (spontanicznej lub katalizowanej przez dysmutaze
ponadtlenkowa) z anionorodnika ponadtlenkowego powstaje nadtlenek wodoru:
202 7 +2H*—> H02+ O
W kolejnym etapie z nadtlenku wodoru przy udziale jonéw zelazawych oraz kwasu
podchlorawego powstaja rodniki hydroksylowe (-OH) (reakcja Fentona) i tlen singletowy
(*0y):
H:0,+Fe? > Fe* +OH + OH
HOCI + H,0,— 02+ HO + Cl ~+ H*

13



Mieloperoksydaza (MPO), syntetyzowana/uwalniana przez neutrofile i monocyty,
katalizuje reakcje powstawania kwasu podchlorawego z H20z i CI~ (Klebanoff i Hamon,
1992; Thomas 1979):

H202+ Cl~——» HOCI + OH -

HOCI reaguje z aminami oraz tauryna, w wyniku, czego powstaja chloraminy, w tym
chloramina tauryny (TauCl, N-chlorotauryna).

Peroksydaza eozynofilowa (EPO), enzym strukturalnie podobny do MPO, jest
uwalniany przez aktywowane eozynofile. EPO preferencyjnie utlenia jony bromkowe
(Br ) do kwasu podbromawego (HOBr) (Thomas i wsp. 1995; van Dallen i Kettle 2001).

Br ~+H,O.+H*~——» HOBr + H,O

Wykazano, ze HOBr moze by¢ generowane roéwniez przy udziale systemu

mieloperoksydazy neutrofiléw ( Thomas i wsp. 1995; Gaut i wsp. 2001).

HOCI + Br~—» HOBr +Cl-

Kwas podbromawy jest stabszym utleniaczem niz HOCI, ale wykazuje silniejsze dzialanie
mikrobojcze i cytotoksyczne (Thomas i wsp. 1995; Jong i wsp. 1980; Henderson i wsp. 2001,
Hawkins i wsp. 2001). HOBr, podobnie jak HOCI, reaguje tatwo z aminami,
a-aminokwasami oraz tauryng. W wyniku tych reakcji powstaja bromaminy i1 wsrdd nich
gtowna, bromowa pochodna to bromamina tauryny (TauBr, N-brormotauryna) (Thomas

I wsp. 1995).
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H,C — NHBr st ¥ H,C — NHCI
2 Hor |H2§~ NHs HOCI -
- _—
H,C —s0;- H.C —so0;- H2C —so0;°
Bromamina Tauryna Chloramina
Tauryny Tauryny

Ryc. 1.2 Tauryna, chloramina tauryny i bromamina tauryny.

1.2.1 Wiasciwosci przeciwzapalne TauCl i TauBr

Wieloletnie badania pokazaty, ze obie haloaminy tauryny posiadaja podwojne
dziatanie farmakologiczne: przeciwzapalne i przeciwbakteryjne (Marcinkiewicz i wsp. 1995,
1998, 2005, 2006A, B, 2009; Olszanecki i wsp. 2004, 2008). Immunomodulacyjne dziatanie
TauCl wynika z jej unikalnych wtasciwosci przeciwzapalnych, potwierdzonych przez wiele
zespolow badawczych w testach in vitro. Dziatanie przeciwzapalne TauCl polega na
hamowaniu syntezy mediatoréw zapalenia oraz redukcji generacji reaktywnych form tlenu
(ROS) (Kim i wsp. 2009). TauCl dziata hamujgco na synteze mediatorow prozapalnych
uwalnianych zarowno przez komoérki myszy: neutrofile, makrofagi, komoérki dendrytyczne,
komorki glejowe (Serban i wsp. 2003; Quinn i wsp.2003; Marcinkiewicz i wsp 1999,
2006B), jak i ludzkie: limfocyty, monocyty i synowiocyty fibroblastyczne (Kontny i wsp.
2006B, 2007; Chorazy M i wsp.2002: Chorazy-Massalska i wsp. 2004). Wykazano, ze TauCl
hamuje proliferacje synowiocytow fibroblastycznych pacjentow z RZS, prawdopodobnie
poprzez hamowanie, zaleznego od biatka p53, cyklu komérkowego (Kontny i wsp. 2006B).

Przeciwzapalne dziatanie TauCl wynika m.in. z jej zdolno$ci do hamowania aktywnosci
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kluczowych czynnikoéw transkrypcyjnych, NFkB i AP-1, regulowanych przez komorkowy
potencjat oksydo-redukcyjny (Barua i wsp. 2001). Podobny mechanizm wykazano dla TauBr
(Tokunaga i wsp. 2007). TauCl hamujac produkcje mediatoréw prozapalnych chroni tkanke
przed ich cytotoksycznym dzialaniem. In vivo, aktywno$¢ TauCl wynika glownie z jej
wlasciwosci utleniajgcych (Marcinkiewicz 1997). W poréwnaniu z HOCl TauCl jest
zwigzkiem znacznie mniej toksycznym, ale o przedluzonym dziataniu (Marcinkiewicz
1997). Cytotoksycznos¢ TauCl zalezy w duzej mierze od typu komoérek (Kontny i wsp.
2006A). Zarowno TauCl, jak i TauBr dziata selektywnie na produkcj¢ cytokin - hamuja
syntezg takich cytokin jak: TNFa, IL6, IL10, IL12p40 (Marcinkiewicz i wsp. 1995, 2005;
Chorazy-Massalska i wsp. 2002, 2004). TauCl hamuje tez aktywnosc¢
metaloproteinazy 9 (MMP-9) (Park i wsp. 2000). TauCl i TauBr hamujg aktywnos¢ komorek
fagocytarnych, zmniejszajac tym samym ich zdolnos¢ do konsumpcji tlenu i indukcji
wybuchu tlenowego. TauBr i TauCl obnizajg produkcje ROS, przez zwigkszenie ekspresji
peroksyredoksyny-1,  tioredoksyny-1,  antyoksydacyjnych  enzymoéw  normalnie
indukowanych poprzez aktywacje czynnika jadrowego 2, zwigzanego z NF-E2 (Nrf2)
(Kim i wsp. 2009, 2010A, 2010B, Sun Jang i wsp 2009).

Wykazano, ze TauCl i TauBr hamujg indukcje syntazy iNOS, a w konsekwencji
produkcje tlenku azotu w aktywowanych makrofagach i neutrofilach (Marcinkiewicz i wsp.
1995; Park i wsp. 1997; Olszanecki i wsp. 2008). Ponadto TauCl i TauBr, w podobny
dawkozalezny sposob, indukujg ekspresj¢ oksygenazy hemowej -1 w roznych komorkach
(Olszanecki i Marcinkiewicz 2004; Olszanecki i wsp. 2008; Kim i wsp. 2010A, 2010B;
Marcinkiewicz i wsp. 2009; Barua i wsp. 2001), gtéwnego enzymu indukowanego przez stres

oksydacyjny. Mechanizm indukcji ekspresji HO-1 przebiega u makrofagow przez aktywacje
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uktadu Nrf2/ARE (Nrf2-Antioxidant Response Element Signaling Pathway) (Kim i wsp.
2010A; Sun Jang i wsp. 2009). TauCl i TauBr hamujg tez ekspresje COX-2, co prowadzi do
hamowania syntezy prostaglandyn (PGE2) (Olszanecki i wsp. 2008, Quinn i wsp. 1996).
Wykazano rowniez, ze TauCl stymuluje proces efferocytozy (fagocytozy apoptotycznych
neutrofili przez makrofagi) mysich makrofagéw, poprzez indukcje HO-1, w ktorej

posredniczy czynnik Nrf2.

1.2.2 Wiasciwos$ci mikrobdjcze TauCl i TauBr

TauCl i TauBr uwalniane odpowiednio przez neutrofile, monocyty i eozynofile w
odczynie zapalnym, odgrywaja podwdjng role. Oprocz dziatania przeciwzapalnego TauCl
| TauBr, wykazuja wlasciwosci mikrobojcze. Jako dtugo zyjace czynniki utleniajace, dziataja
bakteriobdjczo wspomagajac mechanizmy obrony nieswoistej (innate immunity). Zakres ich
dzialania jest bardzo szeroki i obejmuje zarowno bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki, jak
1 wielokomoérkowe pasozyty. Wiasciwosci przeciwbakteryjne TauCl i TauBr wykazano
w stezeniach niecytotoksycznych, dobrze tolerowanych przez btony §luzowe czy tez skorg.
Wykazano przeciwbakteryjne dziatanie TauCl na szczepy bakterii Gram (=) (E. coli,
P. mirabilis i P. aeruginosa) ) (Nagl i wsp. 2000) i Gram (+) (S. aureus, S. epidermidis)
(Nagl i wsp. 2000), a TauBr na szczepy bakterii Gram (=) (E. coli, i P. aeruginosa,
P.gingivalis) ( Marcinkiewicz i wsp. 2005, 2006A, 2008, 2013; Pasich i wsp. 2013) oraz
Gram (+) ( S. mutans S. epidermidis, P. acnes) (Pasich i wsp. 2013, Marcinkiewicz i wsp.
2009, 2013). TauCl wykazuje rowniez silne dzialanie przeciwbakteryjne w stosunku do
Mycobacterium terrae, zwlaszcza w obecnos$ci amoniaku, co moze wynika¢ z faktu
powstawania w reakcji transhalogenacji amoniaku przez TauCl innej, bardzo mocnej, silnie

bakteriobojczej monochloraminy NH4Cl (Nagl i Gottardi 1998A) . TauCl ma réwniez
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wlasciwo$ci przeciwwirusowe, zwlaszcza w stosunku do wirusa Herpes simplex oraz
adenowirusow a TauCl i TauBr w stosunku do Herpes Zoster (Nagl i wsp. 1998B;
Kyriakopoulos i wsp. 2016).

Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego TauCl nie jest do konca wyjasniony.
Zaktada si¢, ze TauCl zmienia biatka bakteryjne na drodze modyfikacji oksydatywnej, przez
co tracg one swoje funkcje biologiczne (Arnitz i wsp. 2006; Peskin i Winterbourn 2006).
Jedna z teorii méwi o dziataniu postantybiotykowym TauCl. Polega to na zablokowaniu
1 opoznieniu wzrostu drobnoustrojow po krotkiej ekspozycji na czynnik przeciwbakteryjny.
Bakterie tracg okresowo swoja zjadliwos¢, ale nie wptywa to na ich zywotnos$¢. Po pewnym
czasie, koniecznym do resyntezy bialek, bakterie wracaja do normalnej zjadliwosci.
Opoznienie wzrostu bakterii po zastosowaniu TauCl daje czas uktadowi immunologicznemu
na pokonanie zakazenia (Nagl i wsp. 1999). TauCl nie powoduje zniszczenia biatek
gospodarza. Dodatkowo TauCl moze dziala¢, jako repelent na bakterie, co zostato opisane
na przyktadzie E. coli (Benov i wsp. 1996). Wykazano rowniez dziatanie przeciwgrzybiczne
TauCl na grzyby typu Aspergillus oraz Candida spp. Aspergillus fumigatus wytwarza
immunosupresyjny czynnik - gliotoksyne, a TauCl niszczy tg toksyne, prawdopodobnie
przez redukcje mostkow dwusiarczkowych. W przypadku Candida spp. proteinazy
aspartylowe wydaja si¢ by¢ glownym celem przeciwgrzybicznego dziatania TauCl
obnizajgcego zjadliwos¢ Candida spp. (Nagl i wsp. 2002; Reeves i wsp. 2006).

Wykazano rowniez przeciwpasozytnicze (Leishmania spp., Schistosoma masoni)
I przeciwpierwotniakowe (Acanthamobea spp.) dziatanie TauCl (Fiirnkranz i wsp. 2008;
Gaut i wsp. 2001; Yazdanbakhsh i wsp. 1987). Potencjat immunoregulacyjny TauBr i TauCl

jest porownywalny. TauBr natomiast wykazuje silniejsze, niz TauCl wiasciwosci
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bakteriobojcze (Marcinkiewicz i wsp. 2006). Co wigcej, tylko TauBr moze neutralizowac

H20: powstajacy w miejscu zapalenia.

1. 3. Syntetyczne pochodne i analogi tauryny i ich wlasciwosci

Tauryna jest aminokwasem o szerokim spectrum dziatania. Ze wzgledu na mnogo$¢
petlionych organizmie funkcji, moglaby by¢ potencjalnym lekiem na wiele rodzajow
schorzen takich jak epilepsja, cukrzyca, choroba alkoholowa, otylo$¢, zaburzenia
kardiologiczne, zapobieganie zmianom neurodegeneracyjnym u os6b w podesztym wieku.
Prowadzono proby kliniczne terapeutycznego zastosowania tauryny u ludzi oraz w modelach
zwierzecych: w chorobach serca (Azuma i wsp. 1983, 1984), w leczeniu nadci$nienia
(Fujita i wsp. 1984, 1987; Kohashi i wsp. 1983; Yamori i wsp. 1996). Dotychczas jest jednak
najszerzej stosowana jako dodatek do odzywek / mlek dla niemowlat 1 kotow, suplementow
diety oraz w napojach energetyzujacych. Stosowanie tauryny, jako leku w leczeniu
wymienionych chorob moze by¢ utrudnione ze wzgledu na jej natur¢ chemiczng. Przede
wszystkim aminokwasy sg stabo adsorbowane w przewodzie pokarmowym, stosunek miedzy
iloscig tauryny przyjmowanej doustnie, a poziomem osigganym koncowo w centralnym
uktadzie nerwowym, jest bardzo niekorzystny. Dodatkowo tauryna jest silnie hydrofilna i
lipofobowa, ma niekorzystng farmakokinetyke i duza jej ilo$¢ jest szybko wydalana z
moczem w postaci niezmienionej (Oja i Saransaari 2007). Wszystkie te cechy, zar6wno
podkreslaja jej znaczenie i role, jako potencjalnego leku, ale tez wptywaja na trudnosci w
zastosowaniu praktycznym. W zwierzgcych modelach epilepsji, podawano tauryng

bezposrednio do komodr moézgowych, dzieki temu uzyskiwano bardzo dobre wyniki

19



przeciwdrgawkowego dzialania tauryny, tauryna skutecznie chronita przed atakami
konwulsji. Podobnych efektow nie zaobserwowano natomiast przy podaniu doustnym
lub dootrzewnowym. Dopiero bardzo wysokie dawki wykazywaty skutecznos¢, aczkolwiek
nieporownywalng do skutecznosci przy podaniu domoézgowym (Oja i Saransaari 2013).
Podejmowane sg wigc proby syntezy sztucznych bioizosterow: pochodnych, analogéw,
homologdéw tauryny. Zachowujacych jej unikalne wtasciwosci, a posiadajacych zmieniong
strukture. Wiele z nich moze znalez¢ lub znajduje zastosowanie w leczeniu réznych chorob:
choroby alkoholowej, padaczki, chorob serca, nowotworéw, zapalenia otrzewnej.
Do sztucznych pochodnych/analogéw tauryny mozna zaliczyé: taurolidyng, akomprazat,
tauromustine, taltrimide, tiotaurynge. Akomprazat to lek stosowany w leczeniu uzaleznien
alkoholowych, tauromustine to substancja wykazujaca aktywnos$¢ przeciwnowotworowa,
taltrimide stosowany z powodzeniem w zwierzgcych modelach epileps;ji, tauromustine jest
stosowany jako chemioterapeutyk w leczeniu raka jelita w modelach zwierzecych.

Jedng z najlepiej poznanych i najszerzej stosowanych syntetycznych pochodnych
tauryny jest Taurolidyna (TRD) (bis - (1,1 - dioksyperhydro-1,2,4 - tiadiazinylo - 4) metan).
To syntetyczna pochodna tauryny, chemioterapeutyk, zsyntetyzowana po raz pierwszy przez
Geistlich Pharma w 1970 roku. Taurolidyna sktada si¢ z dwoch czasteczek tauryny i trzech
czasteczek formaldehydu, ktore tworza dwa taurolidynowe pierscienie polaczone mostkiem
metylenowym. Taurolidyna jest rozktadana do trzech zwiazkow: taurultamu, taurinamidu
oraz tauryny. Jest to zwigzek o dziataniu przeciwzapalnym, zmniejszajacym wydzielanie
mediatoréw zapalenia, hamuje produkcj¢ IL1 i TNFa (Bedrosian i wsp. 1991). Taurolidyna
charakteryzuje  si¢  bardzo  szerokim  spektrum  dziatania  antybakteryjnego
1 przeciwgrzybiczego, obejmujagcym réwniez bakterie odporne na metycyling

i wankomycyne (Torres-Viera i wsp. 2000; Traub i wsp. 1993). Wykazano, ze Taurolidyna
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2% hamuje powstawanie infekcji bakteryjnych w cewnikach i portach u pacjentow
zywionych pozajelitowo, cewnikowanych i ze statymi portami lekowymi, prawdopodobnie
poprzez bezposrednig interakcje ze Sciang komorkowag bakterii. Zmienia jej strukture
1 wplywa na utrat¢ zdolnosci adhezyjnych przez komorki bakteryjne, tym samym hamujac
zdolnos$¢ bakterii do formowania kolonii bakteryjnych, a potem biofilmu (Gorman i wsp.
1987; Jurewitsch i Jeejeebhoy 2005; Koldehoff i Zakrzewski 2004). Mechanizm dziatania
bakteriobojczego taurolidyny polega na degeneracji Sciany komérkowej bakterii, wigzanie
LPS i endotoksyn. Wigzanie LPS powoduje jego nicodwracalng inaktywacje (Watson i wsp.
1995; Allwood 1980). Dziatanie bakteriobojcze taurolidyny przebiega za posrednictwem jej
czynnych metabolitow; hydroksymetylo taurultamu i hydroksymetylo taurynoamidu, o
dziataniu antybakteryjnym antyendotoksynowym i antyadhezyjnym. Obie te substancje sg
donorami czynnych grup hydroksymetylowych, grupy te dzialaja przez reakcj¢ z btonami
komoérkowymi

bakterii i z pierwszorzedowymi grupami aminowymi (Gorman i wsp.1987; Willatts i wsp.
1995; Blenkharn 1987). Tauryna - trzeci produkt rozpadu TRD, moze by¢ odpowiedzialna
za wlasciwo$ci immunoregulacyjne taurolidyny, zwigzane z hamowaniem produkcji cytokin
prozapalnych (Bedrosian i wsp. 1991; Watson i wsp. 1995; Blenkharn 1987; Doddakula
i wsp. 2010).

Dowiedziono tez, iz TRD wykazuje dzialanie onkostatyczne, hamuje wzrost
nowotworowych linii komérkowych in vitro i in vivo (Darnowski i wsp. 2004; McCourt
i wsp. 2000; Nici i wsp. 2004; Eschenburg i wsp. 2014). Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
TRD polega na hamowaniu wzrostu 1 proliferacji komoérek nowotworowych, aktywnosci
antyadhezyjnej i indukowaniu apoptozy komoérek nowotworowych (jedna z hipotez mowi

0 indukcji apoptozy poprzez mechanizm mitochondrialny, zalezny od cytochromu C).
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Taurolidyna hamuje translacje bialek na wczesnym etapie, tym samym blokujgc biosynteze
bialek zaré6wno w komorkach ssaczych nowotworowych, jak i bakteryjnych, co moze
wyjasnia¢ mechanizm jej aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 przeciwnowotworowej
(Braumann i wsp. 2004). Taurolidyna wykazuje dziatanie cytotoksyczne, w stosunku do
komorek nowotworowych, w stezeniach niecytotoksycznych dla komorek prawidlowych
(Calabresi i wsp. 2001; Han i wsp. 2004). Badania przedkliniczne na modelach zwierzgcych
wykazaty skuteczno$c¢ taurolidyny w leczeniu raka prostaty, jelita czy jajnika, guzéw uktadu
nerwowego oraz czerniaka. Na modelu szczurzym wykazano, ze dootrzewnowe podanie
taurolidyny powodowato zmniejszenie masy guza, zywotnosci komorek nowotworowych
oraz redukcje przerzutdow. Sugeruje to mozliwo$¢ zastosowania taurolidyny jako
chemioterapeutyku przeciwnowotworowego oraz ograniczajacego mozliwos¢ wystepowania
przerzutow, zarowno w monoterapii, jak i w terapii skojarzonej (Jacobi i wsp. 1999;
Braumann i wsp. 2003; Wenger i wsp. 2002; Da Costa i wsp. 2001). Niektore doniesienia
wskazuja na aktywno$¢ mikrobojcza taurolidyny w stosunku do mikroorganizméw
odpowiedzialnych za schorzenia przyzebia oraz paradontoze (m in P gingivalis). Wykazano
réwniez, ze aktywno$¢ mikrobojcza taurolidyny nie zmienia si¢ w obecnosci surowicy, ktora
obniza efektywnosc¢ bakteriobojcza chlorheksydyny (Eick i wsp. 2012; 2016; Zollinger i wsp.

2015).
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1.4 Potencjalne kliniczne zastosowania TauCl i TauBr

W ostatnich latach w Katedrze Immunologii oraz innych osrodkach przeprowadzono
liczne badania kliniczne i do$wiadczalne w celu oceny zastosowania TauCl i TauBr
w leczeniu chorob o podtozu zapalnym i bakteryjnym (Marcinkiewicz i wsp. 2008; Teuchner
i wsp. 2005, 2008; Neher i wsp 2004; 2007; Nagl i wsp. 1998B, 1998C, 1998D, 2003;
Kyriakopoulos i wsp. 2013). Wtasciwosci przeciwzapalne TauCl i TauBr, w potaczeniu
z aktywno$cig mikrobdjcza, bez wywotywania zjawiska lekoopornosci powoduja, ze obie
haloaminy tauryny posiadaja duzy potencjat terapeutyczny nie tylko w leczeniu chorob
infekcyjnych (zakazen), ale takze o podtozu zapalnym. Ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢
I mozliwg interakcje ze sktadnikami surowicy TauCl i TauBr wykazuja ograniczong trwato$¢
in vivo (Martini i wsp 2012; Gottardi i wsp. 2013B, 2014). Przy podaniu systemowym ulegaja
szybkiej biodegradacji (wychwyt przez erytrocyty, rozktad przez enzymy watrobowe),
niemozliwe jest zatem, osiggni¢cie stezen terapeutycznych w miejscu zapalenia. W zwiazku
z tym mozliwe jest tylko miejscowe, zewngtrzne zastosowanie TauCl i TauBr.

W okulistyce, laryngologii i dermatologii, w leczeniu stanéw zapalnych i zakazen
stosuje si¢ miejscowo polaczenie antybiotyku i lekow o dziataniu przeciw-zapalnym
(kortykosterydow), TauCl i TauBr posiadaja wtasciwosci obu typow lekow. Synteza stabilnej
krystalicznej soli sodowej TauCl (CI-HN-CH2-CH2-SO3-Na, TauCl) umozliwita
przeprowadzenie wielu badan nad wilasciwosciami 1 potencjalnym zastosowaniem
klinicznym TauCl (Gottardi i Nagl 2010). TauCl podawane miejscowo jest bardzo dobrze

tolerowane (Gottardi i wsp 2013A), nie powoduje dziatan niepozadanych przy zastosowaniu
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na skore, btony sluzowe, a nawet spojowke oka, co wykazano w badaniach klinicznych
(Gottardi i wsp 2003; Neher i wsp. 2007; Teuchner i wsp.2005; Nagl i wsp. 1998C, 2003).
Wyniki te pozwolity zastosowa¢ TauCl jako sktadnik kropli do oczu w leczeniu zakaznego
zapalenia spojowek (Teuchner i wsp. 2005). W badaniach klinicznych wykazano rowniez,
ze polaczenie TauCl z inng monochloraming (NH4Cl) jest bardzo skuteczne w leczeniu
wirusowego zapalenia spojowek (Teuchner i wsp. 2008). Obiecujace wyniki aktywnosci
mikrobodjczej TauCl w stosunku w Acanthamoeba spp, ktory czg¢sto powoduje zakazenia
rogowki oka u 0sob noszacych soczewki kontaktowe, wskazujg na mozliwos¢ zastosowania
TauCl w leczeniu infekcji oka wywotanych tym pierwotniakiem (Fiirnkranz i wsp. 2008).
Rowniez w zapaleniu ucha zewnetrznego, wywotanego przez P. aeruginosa i S. aureus,
TauCl stosowana miejscowo do kanatu ucha zewngtrznego, wykazata wysoka skutecznosc.
W probach klinicznych ponadto wykazano korzystny wptyw TauCl, stosowanej jako
antyseptyk, w pooperacyjnej profilaktyce po plastyce btony bgbenkowej ucha (Neher i wsp.
2004, 2007). TauCl posiada silne dziatanie przeciwgrzybicze w stosunku do grzybow
plesniowych z rodzaju Aspergillus spp. Fusarium spp., Penicillium spp. i Alternaria spp.
(Reeves i wsp. 2006), bedacych przyczyng przewlektego alergicznego niezytu nosa
i zapalenia zatok bocznych, co wskazuje na mozliwe miejscowe zastosowanie TauCl w
leczeniu przewleklego eozynofilowego niezytu nosa i zatok bocznych (Nagl i wsp. 2001;
Neher i wsp 2005). Wykazano réwniez, ze TauCl moze by¢ stosowana w miejscowym
leczeniu schorzen drog moczowych, wywotanego przez P. aeruginosa. Stosowana w
zapaleniu pecherza moczowego, w postaci wlewek byta dobrze tolerowana i nie powodowata
dziatan niepozadanych (Nagl i wsp. 1998D). W leczeniu przewlektych owrzodzen podudzi,
TauCl wykazuje podobng skuteczno$¢ do chloraminy T, zwykle stosowanej w terapii tego

schorzenia, jednak jest lepiej tolerowana (Nagl i wsp 2003). Ze wzgledu na aktywnos¢
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mikrobojczag TauCl 1 TauBr w stosunku do bakterii bedacych przyczyng powstawania
kamienia nazebnego oraz prochnicy, obie substancje moga by¢ wykorzystywane jako
sktadniki plukanek do ust, lub jako sktadnik pasty do z¢bow (Lorenz i wsp. 2009;
Mainnemare i wsp. 2004; Pasich i wsp. 2013). Pojawily si¢ rowniez doniesienia
0 skuteczno$ci TauCl, podawanej drogg inhalacji, w leczeniu chor6b uktadu oddechowego
u $wini (Schwienbacher i wsp. 2011). W niektérych doniesieniach wskazuje si¢ tez
mozliwo$¢ zastosowaniu TauCl w szczepionkach przeciwwirusowych np. przeciw HIV.
Wigkszo$¢ retrowiruséw, wiaczajac w to wirusa HIV, posiada wysoko konserwatywne,
bogate w cysteing regiony, ktore sg istotne dla replikacji 1 wtasciwosci infekcyjnych wirusa.
TauCl wykazuje wysoka reaktywnos¢ i dziatanie selektywne w stosunku do cysteiny (Peskin
i wsp. 2006), dzieki temu wykazuje skuteczne dziatania inaktywujace i moze blokowac
aktywnos$¢ wirusa HIV. W modelu mysiej AIDS (MAIDS) wykazano, ze inaktywacja
retrowirusa MIV przez TauCl moze by¢ wykorzystana do stworzenia skutecznej
inaktywowanej szczepionki przeciwwirusowej (Dudani i wsp. 2008). Infekcje wywotane
wirusem Herpes zoster sg problemem u chorych z obnizong odpornoscia, cierpigcych na inne
schorzenia autoimmunizacyjne. U pacjentow ze stwardnieniem rozsianym infekcja Herpes
zoster moze by¢ wstepem do pdzniejszych komplikacji neurologicznych. Kombinowana
terapia TauCl 0,8% 1 TauBr 1% u pacjenta ze stwardnieniem rozsianym z infekcja Herpes
zoster okazata si¢ bardzo skuteczna. Po 4 dniach miejscowego stosowania obserwowano
ustgpienie dolegliwosci bolowych, a po kolejnych 3, ustgpienie zmian skornych
(Kyriakopoulos i wsp. 2016).

Wigkszos$¢ badan nad potencjalnym klinicznym zastosowaniem haloamin tauryny
dotyczy soli sodowej TauCl. TauBr, mimo podobnych wiasciwosci przeciwzapalnych

i nawet silniejszych wlasciwosci mikrobdjczych, nie jest tak szeroko badana.
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W Katedrze Immunologii UJ CM prowadzono badania nad potencjalnym zastosowaniem
TauBr w leczeniu chorob skory, takich jak trgdzik pospolity oraz w leczeniu chordb
przyzebia (Marcinkiewicz i wsp. 2006; Pasich i wsp. 2013). W dermatologii najbardziej
obiecujace wydaje si¢ zastosowanie TauBr, w miejscowym leczeniu tragdziku pospolitego.
TauBr w niecytotoksycznych dawkach wykazuje silne dziatanie bakteriobdjcze w stosunku
do bakterii P. acnes, jednego z czynnikow patogennych tradziku (Marcinkiewicz i wsp. 2006,
2005). W pilotazowych badaniach klinicznych potwierdzono, ze TauBr jest dobrym
kandydatem do leczenia tradziku pospolitego o tagodnym lub $rednio cigzkim przebiegu,
zwlaszcza u pacjentow, u ktérych stwierdzono lekoopornos¢ na klindamycyne i
erytromycyne (Marcinkiewicz 1 wsp. 2008). Wysoka reaktywno$¢ TauBr
1 mozliwa interakcja z biatkami surowicy sprawia, ze najlepsza droga podania TauBr jest
stosowanie miejscowe (Gottardi i wsp. 2013B, 2014). Ograniczeniem dla potencjalnego
Klinicznego zastosowania klasycznie syntetyzowanej formy TauBr jest jej niska trwatos¢.
W juz po 14 dniach w temperaturze 4° C obserwowano ok. 30% spadek stezenia,
a w temperaturze 23° C podobny spadek stezenia obserwowano juz po 7 dniach
przechowywania (Marcinkiewicz i wsp. 2008). Ze wzgledu na niskg trwatos¢ zastosowanie

klasycznie syntetyzowanej TauBr jest ograniczone.
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Zrodzito to wiec konieczno$¢ poszukiwania nowych strategii w stosowaniu TauBr
obejmujacych:
1. Uzyskanie  stalego  stezenia  terapeutycznego  TauBr  (bakteriobdjczego
I przeciwzapalnego), poprzez miejscowe podanie TauBr o wysokim stezeniu, W preparatach
pozwalajacych na jej wolne uwalnianie.

a. Krem z duzym nadmiarem tauryny, ktéra bedzie pulapkowata uwalniane

z rozktadu TauBr jony Br - leczenie tradziku pospolitego,

b. Tabletki  poloksamerowo-karbomerowe  wolno  uwalniajace  TauBr
- ewentualne leczenie chordb przyzebia

2. Podanie do miejsca zapalenia i nacieku neutrofili tauryny, jako pro-leku. Tauryna bedzie
wychwytywata miejscowo uwalniany przez neutrofile HOCI i HOBr w wyniku czego
moze powsta¢ TauCl i/lub TauBr. Taka strategia wydaje si¢ by¢ odpowiednia do
stosowania TauCl w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawdw, stosowano jg tez
w leczeniu zapalenia jelita podajac potaczenie tauryny z kwasem 5 - aminosalicylowym
(5-ASA-Tau), ktére w miejscu zapalenie uwalnia tauryn¢ umozliwiajac wychwyt

endogennego HOCI i syntez¢ TauCl (Jung i wsp. 2006; Kim i wsp. 2006).

3. Synteza trwalej postaci TauBr - 612Br (N-monobromo-dimetylotauryna).

Nowa, trwata pochodna TauBr - 612Br (N-monobromo-dimetylotauryna) zsyntetyzowana na
Uniwersytecie w Innsbrucku przez zespot prof. Waldemara Gottardiego i prof. Marcusa
Nagla otwiera nowe perspektywy na jej zastosowanie w terapii roznych schorzen o podtozu
infekcyjnym. Uzyskanie nowej, trwatej formy bromaminy tauryny (612Br) daje nowe
mozliwosci, wymaga jednak dalszych badan nad wlasciwo$ciami nowej trwalej formy

bromaminy tauryny.
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Tabela .1.1 Potencjalne terapeutyczne zastosowanie TauCl i TauBr

Substancja Jednostka chorobowa Referencje
TauCl Zapalenie ucha Neher i wsp. 2004
zewngetrznego
Potpasiec Kyriakopoulos i wsp.2013
Prochnica, zapalenie Pasich i wsp.2013; Lorenz i
przyzgbia wsp. 2009; Mainnemare i
wsp. 2004
Owrzodzenia podudzi Nagl i wsp. 2003
Zapalenie spojowek Teuchner i wsp. 2005,
2008; Nagl i wsp. 1998B
Zakazenie rogowki oka Furkranz i wsp. 2008
Zapalenie zatok, Nagl i wsp. 2001; Neher i
przewlekty alergiczny wsp. 2005
niezyt nosa i zatok
bocznych
Zapalenie pecherza Nagl i wsp. 1998D
moczowego
TauBr Tradzik Pospolity Marcinkiewicz i wsp.2008
Potpasiec Kyriakopoulos i wsp.2013
Zapalenie przyzebia Pasich i wsp.2013




2. Cel Pracy

Unikatowe wtasciwos$ci przeciwzapalne i przeciwbakteryjne obu haloamin tauryny
pozwalaja sadzi¢, ze zwiazki te moga by¢ dobrymi kandydatami do miejscowego leczenia
wielu schorzen o podtozu zapalnym i infekcyjnym. Wieloletnie badania zespotow
naukowych na $wiecie oraz zespotu Katedry Immunologii UJ CM wykazaly, ze TauCl oraz
TauBr dziataja bakteriobojczo w stgzeniach niecytotoksycznych dla komoérek ssakow.
Badania naszego zespotu wykazaty tez wlasciwosci immunomodulacyjne TauCl i TauBr.
Dzigki udanej syntezie trwalej soli sodowej chloraminy tauryny (CI-HN-CH»-CH>-SO3-Na,
TauCl) przeprowadzono testy in vivo, ktore wykazaly tolerancje¢ tkanek na chloraming
tauryny w stezeniach terapeutycznych (bakteriobojczych). Szybki rozktad TauCl in vivo
ogranicza jej zastosowanie do podawania miejscowego w wysokich stezeniach. TauBr
wykazuje silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne i porownywalny z TauCl potencjat, jako
srodek farmaceutyczny o dzialaniu przeciwzapalnym. Nalezy sadzi¢, ze TauBr moze znalez¢
zastosowanie w stomatologii (leczenie stanow zapalnych dzigset - przyzgbica) oraz
w dermatologii (stany zapalne skory o podtozu bakteryjnym/grzybiczym - tradzik pospolity).
TauBr jest jednak znacznie mniej stabilna od TauCl. Dotychczasowe badania dotyczace
wlasciwosci 1 zastosowania TauBr byly prowadzone na ,naturalnej”, kazdorazowo
syntetyzowanej i nietrwatej formie TauBr.

Nowa, trwala pochodna tauryny 612Br (N-monobromo-dimetylotauryna)
zsyntetyzowana na Uniwersytecie w Innsbrucku przez zespot prof. Waldemara Gottardiego
i prof. Marcusa Nagla otwiera nowe perspektywy i daje nowe mozliwosci na jej zastosowanie

w miejscowym leczeniu schorzen o podlozu zapalnym i infekcyjnym. Powstaje jednak
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pytanie czy modyfikacja chemiczna ktora umozliwita synteze trwalej 612Br nie

spowodowata utraty lub zmiany jej potencjalnych wiasciwosci biologicznych.

Celem pracy doktorskiej jest zbadanie wiasciwosci biologicznych trwatej formy

bromaminy tauryny 612Br i poréwnanie ich z wlasciwosciami biologicznymi TauBr i TauCl.

Cele szczegolowe:

e ocena wilasciwosci fizykochemicznych 612Br (stabilno$¢ w zaleznosci od pH,
temperatury, czasu przechowywania, obecnosci H202),
e ocena wptywu 612Br na zywotno$¢ komorek: makrofagi otrzewnowe, makrofagi linii

J774.Al, linia keratynocytéw ludzkich HaCaT w poroéwnaniu do TauBr i TauCl,

e ocena wlasciwo$ci immunomodulacyjnych 612Br obejmujacych:

a. wplyw 612Br na produkcje wybranych cytokin pro i przeciwzapalnych
prostaglandyn, reaktywnych form tlenu (ROS), przez makrofagi, keratynocyty
ludzkie in vitro w poréwnaniu do TauBr, TauCl;

b. wplyw 612Br na ekspresje oksygenazy hemowej (HO-1), cyklooksygenazy
(COX-2) i indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) w poréwnaniu do TauBr i
TauCl;

e ocena bakteriobdjczego dziatania 612Br w poréwnaniu do TauBr iTauCl, na wybrane
szczepy bakteryjne mikrobiomu skory (flora stala i bakterie patogenne)

s Gram (+) (P. acnes, S. aureus, S. epidermidis)

s Gram (=) ( P. aeruginosa)

e poréwnanie wilasciwosci przeciwbakteryjnych 612Br z kombinacjg trwatych

pochodnych tauryny TauCl i 612Br.
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Proponowane badania w ramach pracy doktorskiej sg kontynuacjg moich wieloletnich
badan w nad biologicznymi wiasciwo$ciami TauCl i TauBr prowadzonych w Katedrze
immunologii UJ CM.
Lista publikacji:

Walczewska Maria
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v" Prace oryginalne

1. Marcinkiewicz J, Kurnyta M, Biedron R, Bobek M, Kontny E, Maslinski W. Anti-
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and taurolidine) are mediated by different mechanisms. Advances in Experimental
Medicine and Biology. 2006; 583:481-92.

2. Olszanecki R, Kurnyta M, Biedron R, Chorobik P, Bereta M, Marcinkiewicz J. The
role of heme oxygenase-1 in down regulation of PGE> production by taurine
chloramine and taurine bromamine in J774.2 macrophages. Amino Acids. 2008;
35(2):359-64.

3. Marcinkiewicz J, Wojas-Pelc A , Walczewska M, Lipko-Godlewska S, Jachowicz R,
Maciejewska A, Biatecka A, Kasprowicz A. Topical taurine bromamine, a new
candidate in the treatment of moderate inflammatory acne vulgaris. A pilot study
European Journal of Dermatology. 2008; Jul-Aug; 18(4):433-9. Epub 2008 Jun 23.

4. Marcinkiewicz J, Walczewska M, Olszanecki R, Bobek M, Biedron R, Dulak J,
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Advances in Experimental Medicine and Biology. 2009; 643:439-450.
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Immunology. 2013; 38 (4): 434-442.
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aeruginosa biofilm: a preliminary study. Advances in Experimental Medicine and
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Marcinkiewicz J, Kurnyta M, Olszanecki R, Biedron R, Chorobik P, Bereta M. Role
of heme oxygenase —1 in the inhibition of PGE> production by taurine chloramine
and taurine bromamine in J774.2 macrophages.

The 16th International Taurine Meeting ,,Taurine for Future Health care”, 2.08-5.08.
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Marcinkiewicz J, Olszanecki R, Walczewska-Kurnyta M, Biedron R, Chorobik P,
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Marcinkiewicz J, Strus M, Walczewska M, Gacon A. Are taurine haloamines
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6. The 19th International Taurine Meeting 21.05-24.05. 2014, Krakow:
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7. The 20th International Taurine Meeting 23.05-27.05. 2016 Seoul Korea:
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tradziku.
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3. Materialy i Metody

3.1.0dczynniki
v’ Synteza pochodnych tauryny
Tauryna, NaOCI, (Sigma Aldrich, USA), NaBr (Chempur, Polska), DPBS (Lonza, Belgia)
v' Izolacja makrofagéw i neutrofili i hodowle komorkowe, zywotno$é komoérek
Tioglikolan (Gibco, USA), heparyna, gentamycyna (Polfa, Polska), podtoza hodowlane:
Iscove’s Modified Dubelco’s Medium (IMDM) i Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Lonza, Belgia), trypsyna z EDTA, surowica bydlgca (FBS) (PAA, USA)
lipopolisacharyd E. coli 0.111:B4 (LPS), MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-

diphenyltetrezolium bromide), dimethyl sulfoxide DMSO (Sigma-Aldrich USA)

v' Oznaczenie poziomu cytokin, prostaglandyn, zestawy ELISA
Streptawidyna (Vector, USA) H2SOs (POCh, Polska), mleko odtluszczone w proszku
(SM Gostyn, Polska), o-fenylodiamina, H202 (Sigma Aldrich, USA), krolicze przeciwciato
przeciw mysiej IL6 (MP5-20F3), biotynylowane szczurze przeciwciato przeciw mysiej IL6
(MP5-32C11), szczurze przeciwciato przeciwko mysiej IL 12p40 (C15.6), zestaw OPtEIA
IL10, (BD Pharmingen USA), standard mysiej rekombinowanej IL6, szczurze przeciwciata
przeciw mysiemu TNFa (TN3-19), biotynylowane szczurze przeciwcialo przeciwko mysiej
IL12p40 (C17.8), biotynylowane, szczurze przeciwcialo przeciw mysiemu TNFa,
rekombinowana mysia IL-12p40, rekombinowany mysi TNFa, zestaw do oznaczenia
ludzkiej IL8, OptEIA Human IL-8 Set (eBioscience, USA), poziom prostaglandyn - PGE2

high sensitivity ELISA kit (Enzo Life Sciences)
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v" Chemiluminescencja
Luminol (Sigma Aldrich USA), HBSS Hanks Balanced salt solution (HBSS) (Lonza,

Belgia), Zymosan A z Saccharomyces Cerevisiae (Santa Cruz Biotechnology, USA)

v Oznaczanie poziomu NO
HCI, dichlorowodorek N-1-naftyletylenodiaminy (NDD) (POCH, Polska), sulfanilamidu (

B1S-(4-aminophenyl) - sulphon) DAPSON) (Sigma Aldrich , USA)

v Western blot
Btekit bromofenolowy, dodecylosiarczan sodu SDS (Serva, Austria), TEMED, Nadsiarczan
amonu (APS), Tween-20, Triton X-100, zestaw do oznaczenia bialka testem BCA
(bicinchoninic acid Solution I Coper Sulfate solution), glicerol, ditiotreitol (DTT), trizma
base, inhibitory proteaz, substrat dla alkalicznej fosfatazy BCIP/NBT (Sigma-Aldrich,
Niemcy ) HCI, glicyna, metanol, (POCH S.A, Polska ), poliakrylamid, barwione standardy
mas SDS-PAGE (Bio-Rad USA), bydleca albumina (Roche, USA) krdlicze poliklonalne
przeciwciala przeciwko mysiemu COX-2 (Caymann, USA), krolicze poliklonalne
przeciwciata przeciwko iNOS, mysie monoklonalne przeciwciata przeciwko HO-1 (Enzo
Life Sciences, USA), kozie przeciwciata przeciwko mysiej IgG sprz¢zone z alkaiczng
fosfataza, kozie przeciwciala przeciwko kroliczej IgG sprzgzone z alkaiczng fosfataza, mysie
monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko B-aktynie (Sigma-Aldrich, USA), DPBS

(Lonza, Belgia)

v" Hodowle bakteryjne
Miiller-Hinton agar, krew barania, Shaedler Agar, (bioMérieux, Francja), NaCl (POCH,

Polska)
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v' Bufory
TBST - 0,9% roztwér NaCl buforowany Trisma Base z dodatkiem 0,1% Tween 20
Bufor do testéw ELISA - PBS (NaCl, KCI, NaHPO4 x12H,0, KH2PO4) +0,05%Tween 20
v' Plastiki i drobny sprzet laboratoryjny
Butelki hodowlane o pojemnosci 50 i 150 ml, ptytki hodowlane: 96 dotkowe, 24 dotkowe
ptaskodenne, ptytki ELISA (Nunc, Dania lub Falcon, Corning USA), membrany
nitrocelulozowe (Bio-Rad, USA), skrobaczki do komorek, proboéwki plastikowe

o pojemnosci 151 50 ml (Falcon, USA), ciemne ptytki do chemiluminescencji (Nunc, Dania)
3.2. Pochodne Tauryny

Bromamina tauryny (TauBr), Chloramina tauryny (TauCl), N-monobromo-dimetylotauryna
(612Br).

3.2.1 Przygotowanie TauBr, TauCl, 612Br
TauBr syntetyzowano w dwuetapowej procedurze. W pierwszym etapie
zsyntetyzowano NaOBr w reakcji rownomolowych ilo§ci bromku sodu (NaBr) oraz

podchlorynu sodu (NaOCIl) w buforze fosforanowym (DPBS).W takich warunkach

wszystkie obecne jony OCI ~ reaguja z jonami Br . Obecno$¢ i st¢zenie NaOBr sprawdzano

spektrofotometrycznie w zakresie fal A=200 do 400 nm, stezenie NaOBr wyznaczano przy
pomocy molowego wspotczynnika absorpcji dla NaOBr: € - 332 Mtcm™ przy Asze.W drugim
etapie mieszano réwne ilo$ci NaOBr i tauryny przez nakropienie roztworu 20mM NaOBr do
roztworu 400mM Tauryny. Stezenie TauBr w produkcie koncowym oraz obecno$é
ewentualnych dwubromamin (TauBr2) okreslone zostato spektrofotometrycznie za pomoca
spektrofotometru ,,Power Wave X” Tekan. Stezenie TauBr wyznaczano przy pomocy

molowego wspotczynnika absorpcji dla TauBr: e- 430 M™cm™ przy Agss.
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TauCl, s6l sodowag w postaci krystalicznej, otrzymano z Innsbrucku dzigki
uprzejmosci prof. Markusa Nagla i prof. Waldemara Gottardiego (Innsbruck)
Dimetylotauryna do syntezy 612Br zostata udostepniona dzig¢ki uprzejmosci D. Debabova
i R. Najafiego (NovaBay Pharmaceuticals, Inc., Emeryville, CA, USA) i bromowana do
612Br przez prof. Markusa Nagla i prof. Waldemara Gottardiego. Z obu substancji

przygotowywano roztwory wodne lub roztwory w DPBS na podstawie masy molowej.

3.3. Model badawczy

W pierwszym etapie badan oceniono wptyw badanych: 612Br, chloraminy tauryny
(TauCl) oraz bromaminy tauryny (TauBr) na zywotno$¢ komorek. W kolejnym etapie
oceniono wptyw badanych haloamin tauryny na produkcje cytokin pro i przeciw zapalnych,
produkcje reaktywnych form tlenu (ROS), tlenku azotu (NO) oraz prostaglandyn (PGE2).W
nastgpnym etapie badan sprawdzano wtlasciwos$ci mikrobodjcze badanych substancji w
stosunku do wybranych szczepdéw bakteryjnych Gram (+) P. acnes, S. aureus, S. epidermidis

oraz Gram (-), P. aeruginosa.

3.4. Komorki

Komorki wysieku otrzewnowego:
v makrofagi otrzewnowe - 72 godzinne komorki wysieku otrzewnowego,
v neutrofile - 18 godzinne komoérki wysieku otrzewnowego.
Linie komorkowe:
v' linia makrofagoéw mysich J774.A1,
v' linia keratynocytow ludzkich HaCaT.
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3.4.1 Izolacja komorek wysieku otrzewnowego

Komorki wysicku otrzewnowego izolowano od myszy szczepu CBA
(wiek 6-8 tygodni). Myszy pochodza z wiasnej hodowli Katedry Immunologii UJ CM.
Zwierzeta hodowane sg w ilosci 4-5 na klatke w standardowych warunkach z dostgpem do
pozywienia i wody bez ograniczen. Pozwolenie Lokalnej Komisji Etycznej na uzycie
zwierzat do eksperymentow (uchwata nr 91/2011 z dnia 21 wrze$nia 2011 roku). Wysiek
otrzewnowy zaindukowano dootrzewnowym podaniem tioglikolanu, 18 lub 72 godzin przed
pobraniem komoérek. Makrofagi otrzewnowe lub neutrofile uzyskano z ptynu otrzewnowego

zabitych myszy, po przeplukaniu jamy otrzewnowej buforem DPBS z heparyna.

3.4.2 Hodowle komorkowe

Makrofagi otrzewnowe hodowano na ptytkach hodowlanych 24-dotkowych w ptynie
hodowlanym IMDM. Komorki linii J774.A1 oraz komorki linii HaCaT hodowano w ptynie
hodowlanym DMEM. Ptyn hodowlany wzbogacono o 5% FBS i gentamycyne (50 pg/ml).
Wszystkie hodowle prowadzono w temperaturze 37° C, w atmosferze zawierajacej, 5% COx.
Komorki stymulowano wybranymi stezeniami badanych substancji, a nastgpnie zbierano

nadsacze 1 zamrazano, az do uzycia.
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3.5 Ocena zywotnosci komorek

Zywotno$¢ komoérek hodowanych in vitro oceniano przy pomocy testu redukcji soli
tetrazolowej (MTT) do formazanu przez dehydrogenazy zywych komoérek. Makrofagi
otrzewnowe oraz makrofagi linii J774.A1 hodowano na ptytce 96 - dotkowej w gestosci
5x10* na dotek, komorki linii HaCaT hodowano na ptytce 96 dotkowej w gestosci 2 x10%
na dotek.

* Makrofagi otrzewnowe oraz makrofagi linii J774.A1:
W pierwszym etapie do medium hodowlanego (DMEM lub IMDM) bez surowicy

(FBS) dodawano substancje badane: TauCl, TauBr, 612Br w st¢zeniach od 1 do 0,001 mM
Po 1,5 godzinie zmieniano medium na medium z 5% FBS oraz lipopolisacharydem ( LPS)
o stezeniu 100 ng/ml.

*Linia keratynocytow ludzkich HaCaT:
W pierwszym etapie komorki HaCaT wysiewano na plytke 96 - dotkowsa

w odpowiedniej gestosci 1 hodowano w DMEM + 5% FBS przez 24 godziny, lub az do
osiggniecia 0k. 80-90% konfluencji. Po 24 godzinach komorki przeptukiwano DPBS
i wymieniano medium, na medium bez dodatku FBS, nast¢pnie dodawano substancje
badane: TauCl, TauBr, 612Br w st¢zeniach od 4 do 0,003 mM Po 1,5 godzinie zmieniano
medium na medium z lipopolisacharydem ( LPS) o st¢zeniu 25 pg/ml.

Po 24 godzinach hodowli zarowno makrofagéw jak i komorek HaCaT usuwano
medium i naktadano $wieze medium z dodatkiem MTT. Po dalszych 10 - 30 minutach
inkubacji usuwano medium z MTT, nast¢gpnie zalewano komoérki DMSO w ilosci

100ul na dotek w celu rozpuszczenia wytraconych krysztatkow formazanu. Stezenie
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produktu koncowego oceniano mierzac absorpcje przy A= 510 nm. Ilo$¢ powstalego w

trakcie reakceji redukceji formazanu jest proporcjonalna do ilosci zywych komorek.

3.6 Ocena wpltywu 612Br, TauBr i TauCl, na produkcje cytokin

*Makrofagi otrzewnowe oraz makrofagi linii J774.Al

Makrofagi linii J774.A1 oraz makrofagi otrzewnowe wysiewano na 24 - dotkowe
ptytki w gestoéci 5 x 10° na dotek. w DMEM lub IMDEM z dodatkiem 5 % FBS.
W celu uzyskania warstwy adherentnych komoérek, po 15 minutach preinkubacji, medium
wymieniano na $wieze, z dodatkiem badanych substancji: 612Br, TauBr i TauCl,
w stezeniach 100 i 300 uM bez dodatku surowicy. Po 1,5 godzinnej inkubacji medium
wymieniano na §wieze z dodatkiem 5% FBS oraz LPS 100 ng/ml. Po 24 godzinach hodowli
zbierano nadsgcze, w ktorych oznaczano poziom cytokin, PGE; oraz NO.

* Linia keratynocytow ludzkich HaCaT

W pierwszym etapie komorki HaCaT wysiewano na ptytke 24 - dotkowa w gestosci
2 x 10° na dotek i hodowano w DMEM z dodatkiem 5% FBS przez 24 godziny, lub az do
osiggni¢cia konfluencji ok 80-90%. Po tym czasie komorki przeplukiwano DPBS
i wymieniano medium, na medium bez dodatku FBS, nast¢pnie dodawano substancje
badane: 612Br, TauBr i TauCl, w st¢zeniach od 1 do 0,003 mM. Po uptywie 1,5 godziny
zmieniano medium na medium z LPS 25 pg/ml. Po 24 godzinnej hodowli zbierano nadsacze,

w ktorych oznaczano poziom cytokin.
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3.6.1 Oznaczenie poziomu cytokin

Poziom cytokin oznaczano testem ELISA. Stezenie cytokin w nadsgczach z hodowli
komoérkowych oznaczono przy uzyciu immunoenzymatycznej metody ELISA. Ptytke 96 -
dotkowa pokrywano przeciwcialem skierowanym przeciwko wybranej cytokinie
i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 4° C. Po zablokowaniu ptytki roztworem
3% odttuszczonego mleka (2 godziny), naktadano badane probki i standardy dla kazdej
z cytokin. Po kolejnej 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 4° C, nakladano biotynylowane
przeciwciala skierowane przeciwko wybranej cytokinie. Cato$¢ inkubowano 1 godzing, po
czym dodano peroksydaze chrzanowa sprzggnigta ze streptawidyng na kolejne 45 minut.
Nastgpnie dodano substraty, dzigki ktérym otrzymano barwng reakcje: H20:
I o-fenylodiaming. Po 30 minutach zatrzymano reakcj¢ poprzez dodaniec 3M H2SO..
Intensywnos¢ barwy probek odczytano przy uzyciu spektrofotometru PowerWave X
(Bio—Tek Instruments, USA), przy dlugosci fali 492 nm. Stezenie cytokin odczytywano
opierajac si¢ na krzywych standardowych przygotowanych dla poszczeg6lnych
rekombinowanych cytokin. Pomig¢dzy poszczegdlnymi inkubacjami ptytki byty plukane
0,05% roztworem Tween 20 w PBS. Wyjatek do powyzszej procedury stanowito oznaczenie
IL10 oraz ludzkiej IL8, gdzie test przeprowadzono wedlug instrukcji zataczonej przez
producenta zestawu.

Do oznaczenia IL6 stosowano przeciwciata: MP5-20F3 (5 mg/ml) oraz
biotynylowane MP5-32C11 (2 mg/ml) (BD Pharmingen, USA ). Jako standardu uzyto mysiej

rekombinowanej IL-6 (eBioscience, USA).
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Do oznaczenia 1L12p40 stosowano przeciwciata C15.6 (5 mg/ml) (BD Pharmingen,
USA) oraz biotynylowane C17.8 (1 mg/ml) (eBioscience, USA). Jako standardu uzyto
rekombinowanej mysiej 1L-12p40 (eBioscience, USA).

Do oznaczenia TNFa stosowano przeciwciata TN3-19 (2 mg/ml) oraz
biotynylowane poliklonalne (2 mg/ml) oba (eBioscience, USA). Jako standardu uzyto
rekombinowanego mysiego TNFa (eBioscience, USA).

Do oznaczenia IL10 stosowano gotowy zestaw OptEIA (BD Pharmingen, USA).

Do oznaczenia IL8 ludzkiej w nadsaczach z hodowli komérek HaCaT stosowano

gotowy zestaw OpteEIA Human IL-8 Set (eBioscience, USA).

3.7 Oznaczenie poziomu tlenku azotu (NO) w nadsaczach hodowli
komorkowych

Stezenie tlenku azotu w nadsgczach oznaczano poprzez pomiar stgzenia azotynow,
stabilnych metabolitow NO wykorzystujac metode Griessa (Ding AH i wsp. 1988).
Do 100 pl badanego nadsaczu hodowli dodano 50ul 1% sulfanilamidu rozpuszczonego
w 2M HCI a nastgpnie 50 pl 0,1% dichlorowodorku N-1-naftyletylenodiaminy(NDD).
Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 23° C mierzono absorpcje przy A= 550nm,
a stezenie azotyndw wyznaczano z krzywej standardowej (sporzadzonej w oparciu

0 wzorcowe roztwory NaNO>).
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3.8 Ocena wplywu 612Br, TauBr i TauCl, na produkcje reaktywnych form
tlenu (ROS)

Oceneg wplywu badanych substancji na produkcje ROS wykonano za pomoca testu
chemiluminescencji zaleznej od luminolu (LCL). Luminol w reakcji z ROS wchodzi na
WyzSZy stopien energetyczny, a nastepnie uwalnia kwant energii. Zwigzek ten pozwala na
ocene ROS zewnatrz- i wewnatrzkomorkowo. 18 godzinne komorki wysigku otrzewnowego-
neutrofile po izolacji i odptukaniu zawieszano w HBSS, liczono, nastgpnie mieszano 1: 1
z luminolem (0,8 mg/ml) i wysiewano po 100 pl / dotek, na 96-dotkowa plytke do
chemiluminescencji, w gestosci 5 x 10° na dotek i umieszczano na 30 min w temperaturze
37°C. Nastgpnie dodawano kolejno 100 i 300uM stezenia roztworow 612Br, TauBr oraz
TauCl, i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37° C. Po czym dodawano 20 ul/dotek
zawiesiny opsonizowanego zymosanu (0,2 mg/ml) lub zabitych bakterii szczepu P. acnes, S.
epidermidis, S. aureus lub P. aeruginosa. Zabite komorki bakterii naktadano w takiej ilosci
na dotek, aby na jedng komorke neutrofilowa przypadato okoto 10 komoérek bakteryjnych.
Ptytk¢ niezwlocznie umieszczano w czytniku oznaczajacym wzgledng intensywno$¢
luminescencji  (Anthos Lucy, Austria). Pomiaru dokonywano przez 75 minut

w 3 minutowych interwatach.

3.9 Oznaczanie poziomu prostaglandyn (PGE>)

Poziom PGE; mierzono przy uzyciu gotowych testow immunoenzymatycznych
metoda ELISA zgodnie z instrukcja producenta. Test oparty byt na zasadzie kompetycji
pomiedzy produkowanymi przez makrofagi PGE>, a stalym st¢zeniem sprze¢zonego

z alkaliczng fosfatazg standardu. Intensywno$¢ barwy mierzonej spektrofotometrycznie przy

45



dtugosci fali A= 405 nm byla wprost proporcjonalna do ilosci sprz¢zonego standardu,
a odwrotnie proporcjonalna do ilo$ci uwalnianych PGE>. Pomiaru dokonano przy uzyciu

spektrofotometru PowerWave X (Bio—Tek Instruments, USA).

3.10 Ocena ekspresji HO-1, COX-2 oraz iNOS metoda Western Blot

Poziom ekspresji biatka COX-2, HO-loraz iNOS oznaczano przy pomocy techniki
Western Blot. Makrofagi hodowane w obecno$ci wybranych st¢zen 612Br, TauBr i TauCl
stymulowane LPS przeznaczone do oznaczenia poddawano lizie w buforze zawierajagcym
1% Triton X - 100 1 0,1% SDS w DPBS oraz mieszaning¢ inhibitorow proteaz. Catkowite
stezenie biatka w otrzymanych lizatach komoérkowych oznaczono przy uzyciu testu BCA.
Probki zawierajace rowng ilo$cig biatka (14 lub 20 pg) zawieszano w buforze obcigzajacym
o sktadzie 0,125 M Trisma-base, 4% SDS, 20% glicerol, 0,2 M ditiotreitol oraz 0,02% biekit
bromofenolowy w stosunku obje¢tos§ciowym 2: 1 i denaturowano przez 4 minuty w 100°C.
Probki nakladano na zel poliakrylamidowy z dodatkiem 10% SDS i poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu w systemie Laemmliego przy uzyciu aparatu Mighty Small II
(Amersham Biosciences, USA) (Laemmli 1970). Rozdzielone bialka przenoszono na
membrany nitrocelulozowe (Bio-Rad, USA) wykorzystujac w aparat do transferu Hoefer
TE22 (Amersham Biosciences, USA). Po catonocnej inkubacji z roztworem biatka
blokujacego w 4° C (3% mleko odtluszczone), membrany inkubowano przez 2 godziny
z kroliczymi poliklonalnymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko COX-2 (5 pg/ml)
lub z mysimi przeciwcialami monoklonalnymi przeciwko HO-1 (1:2000), albo
poliklonalnymi kréliczymi przeciwciatami przeciwko iNOS (1:2000) oraz z mysimi

monoklonalnymi  przeciwciatami  skierowanymi  przeciwko  B-aktynie  (1:2000;
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Sigma-Aldrich, Niemcy). Inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej. Nastepnie
po trzykrotnym plukaniu membran w 0,9% roztworze NaCl buforowanym Tris z dodatkiem
0,1% Tween 20 (TBST), inkubowano je przez 2 godziny w tej samej temperaturze
z drugorzedowymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko krdliczym lub mysim IgG
(1: 3000) oraz kozimi przeciwcialami IgG sprzezonymi z alkaliczng fosfataza (1:3000).
Prazki zostaly wywotane przy uzyciu substratu dla alkalicznej fosfatazy BCIP/NBT. Jako
znacznika mas uzywano barwionego standardu o zakresie 22-114 kDa lub 48-204 kDa (Bio-
Rad, USA). Wybarwione membrany zostaly zeskanowane, a gegsto$¢ optyczng uzyskanych
prazkéw analizowano przy uzyciu programu Scion Image dla Windows (Scion, USA).
Pomigdzy poszczegdlnymi inkubacjami membrany byty plukane w roztworze TBST. Wyniki
zostaty przedstawione, jako stosunek gesto$ci optycznej badanego biatka do biatka B-aktyny,

ktora ulega konstytutywnej ekspresji w komorkach.

3.11 Ocena wlasciwos$ci mikrobojczych 612Br, TauBr oraz TauCl

3.11.1 Przygotowanie szczepow bakteryjnych

Do badan uzyto szczepy z kolekcji szczepéw wzorcowych Staphylococcus
epidermidis ATCC 1128, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 oraz Propionibacterium acnes ATCC 11827.

Szczepy bakteryjne przechowywano w stanie zamrozenia w -70°C w mikrobankach,
przed przystagpieniem do badan posiewano je na podtoza stale i inkubowano w odpowiednich
warunkach. Szczep Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas aeruginosa posiewano na
podtoze Miiller - Hinton agar i inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37° C. Szczep
Staphylococcus epidermidis posiewano na podtoze Miiller - Hinton agar z dodatkiem 5%
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krwi baraniej i inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37° C. Natomiast szczep
Propionibacterium acnes posiewano na podtoze Schaedler Agar i inkubowano w temp 37°

C przez 5 dni.

3.11.2 Okreslenie mikrobdjczego dzialania 612Br, TauBr i TauCl

Bezposrednio przed rozpoczg¢ciem badania z hodowli na podlozach statych
przygotowywano zawiesing drobnoustrojow S. aureus, P. aeruginosa, S. epidermidis i P.
acnes tak, aby jej koncowe stezenie wynosito 10° CFU/ml i 108 CFU/mI, w 0.9% NaCl
(pH 7.4), a nastepnie inkubowano w zamknig¢tych probowkach z rdéznymi stezeniami
substancji badanych, w 37° C przez 1 godzing (100 ul zawiesiny drobnoustrojow + 1ml
testowanej substancji). Zakres stezen testowanych substancji wynosit od 0,5 uM - 10 mM.
Do badan wykorzystywano rozcienczenia potéwkowe (w postgpie arytmetycznym)
badanych substancji w 0,9 % NaCl. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 37° C przez
1 godzing, po zakonczeniu inkubacji bakterie posiewano na podtoza state, pobierajac z kazdej
probowki, po dokladnym wymieszaniu, 100 pl zawiesiny. Dla szczepu S. aureus
i P. aeruginosa stosowano podtoze Miiller-Hinton agar, hodowle inkubowano przez 24
godziny w temperaturze 37° C. Dla S. epidermidis stosowano podtoze Miiller-Hinton agar
z dodatkiem 5 % krwi baraniej, inkubacje prowadzono przez 24 godzin w temperaturze 37°
C. Dla P. acnes stosowano podtoze Schaedler Agar inkubacje prowadzono przez 3 dni
w warunkach beztlenowych w temperaturze 37° C.

Po zakonczeniu inkubacji liczono ilo$¢ kolonii, uwzgledniajac rozciefczenie

1 porownujac z kontrolg. Przygotowujgc kontrole wzrostu postgpowano jak w przypadku
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probek badanych, nie dodajac substancji przeciwbakteryjnej. Badania w uktadzie
kontrolnym i badawczym przeprowadzono 3-krotnie dla kazdego modelu badawczego.

Dzialanie mikrobdjcze badanych substancii okre$lono, jako:

v" MIC (ang. minimal inhibitory concentration) MIC to najmniecjsze stezenie $rodka
bakteriobojczego catkowicie hamujace wzrost drobnoustrojow, w ktérym nie
zaobserwowano wzrostu mikroorganizmu, wyrazone w mikromolach.

v" MBC (ang. minimal bactericidal concentration). MBC to stezenie substancji, przy
ktorym wystepuje zmniejszenie zywych komorek drobnoustroju o0 99,9%. MBC jest

zawsze wigksze lub rowne MIC.

3.12. Analiza Statystyczna

Analizg statystyczng wynikow przeprowadzono przy pomocy programu GraphPad
Prism ver. 5.01 (GraphPad Software, USA). Wyniki przedstawiono, jako $rednig
arytmetyczna +/— blad sredni. W przypadku porownywania wigkszej ilo$ci grup stosowano
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) oraz test post hoc Tukey.

Za istotng przyjmowano warto$¢ o p < 0,05.
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4 Wyniki

4.1. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych 612Br w zaleznoS$ci o warunkow
przechowywania (temperatura, czas, pH)

W celu oceny trwatosci 612Br oraz TauBr i TauCl przechowywano je w temperaturze
pokojowej (23° C) oraz w lodowce (4° C) przez okres 84 dni. Rozktad wszystkich badanych
substancji jest czaso i temperaturozalezny. 612Br, TauBr i TauCl wykazujg wigksza trwatos¢
w temperaturze 4° C niz w temperaturze 23° C (Ryc. 4.1, 4.2). W przypadku TauBr
zaobserwowano, okoto 20% spadek stezenia po 14 dniach przechowywania w 4° C,

a w przypadku TauCl po 21 dniach przechowywania w 4° C (Ryc. 4.1, Tabela 4.2).
Tymczasem w przypadku 612Br wykazano ~ 19% spadek stgzenia, dopiero w 56 dniu
przechowywania w 4° C (Ryc. 4.1). W temperaturze 23° C najmniejsza trwato$¢ ma TauBr,
juz w 7 dniu obserwowano ~ 24% spadek stezenia. Natomiast w przypadku 612Br wykazano
~24% spadek stezenia W 42 dniu przechowywania, a dla TauCl obserwowano ~ 28% spadek
stezenia W 14 dniu przechowywania (Ryc. 4.2, Tabela 4.3). 612Br jest wiec znacznie
trwalsza niz TauBr i TauCl zaréwno w temperaturze 23°C jak i 4°C.

Tabela 4.1 Wartosci A max dla badanych haloamin tauryny (wg Thomas i wsp. 1986,1983)

Zwigzek TauCl | TauBr | 612Br | TauCl; TauBr, | 612Br2
Molowy wspélczynnik 429 430 430

absorpcji

(M—l*cm—l)
Dhugosé fali Amax 252 285 283 | 207 | 300 | 241|336 | 241
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Ryc. 4.1 Ocena trwatosci 612Br, TauBr i TauCl, w temperaturze 4° C. Roztwory badanych
substancji o stezeniu 3mM byty przechowywane w lodéwce przez 84 dni. Pomiarow stezen
metoda spektrofotometryczng dokonywano co 7 dni.

Tabela. 4.2 . Spadek stezenia 612Br, TauBr, TauCl w zalezno$ci od czasu przechowywania
w temperaturze 4°C.

Dzien 7 14 21 28 35 56 84
przechowywania
Spadek stezenia (%)
Zwiazek
TauBr 4 20 29 35 35 37 41
612Br 1 1 3 6 7 19 24
TauCl 4 6 24 30 25 29 31

Spadek stgzenia podano jako procentows roznicge migdzy stezeniem substancji w dniu 0, a stezeniem w
kolejnych dniach pomiarowych, jako 100% przyjmujac stezenie substancji w dniu pomiarowym 0.
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Ryc. 4.2 Ocena trwatosci 612Br, TauBr, TauCl, w temperaturze pokojowej 22° C.
Roztwory badanych substancji o st¢zeniu 3 mM byly przechowywane w temperaturze
pokojowej przez 84 dni. Pomiaréw stezen metoda spektrofotometryczng dokonywano co

7 dni.

Tabela. 4.3 Spadek stgzenia 612Br, TauBr, TauCl w zaleznosci od czasu przechowywania

w temperaturze 23°C

Dzien 7 14 21 28 35 42 56 84
przechowywania
Spadek stezenia (%)
Zwiazek
TauBr 24 32 54 53 55 69 67
612Br 0 2 8 11 15 24 30 39
TauCl 4 28 35 38 42 44 49

Spadek st¢zenia podano jako procentowa réznice migdzy stezeniem substancji w dniu 0, a stgzeniem w

kolejnych dniach pomiarowych, jako 100% przyjmujac stezenie substancji w dniu pomiarowym 0.
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Poréwnywano réwniez widma absorpcji badanych substancji w zaleznosci od pH
przechowywania. Roztwory badanych substancji doprowadzano do r6znych wartosci pH od
3 do 9, a nastgpnie oceniano spektrofotometrycznie ich widma absorpcji.
612Br, TauBr i TauCl posiadajg charakterystyczne widma absorpcji w zakresie dlugosci fal
od 200 do 400 nm, z maksimum absorpcji przy Amax=285 dla TauBr, Amax=283 dla 612Br
oraz Amax=252 dla TauCl (Tabela 4.1). W pH 3 oraz 5 wszystkie badane substancje ulegaja
reakcji dysproporcjonowania (Rownania 1, 2, 3), w wyniku ktorej obserwowano
przesunigcie maksimum widma absorpcji 612Br i TauBr w kierunku dwubromamin

(TauBr2, 612Br2) Amax= 242, lub 336 a widma absorpcji TauCl w kierunku dwuchloramin

(TauClz) Amax=207 lub 300 nm (Ryc. 4.3).

TauBr + H*— TauBr+Tauryna (1)
612Br + H*— 612Br; +Tauryna 2
TauCl + H" — TauCl,+Tauryna 3)

W buforze o pH < 7,4 612Br ulega reakcji dysproporcjonowania, rownowaga reakcji jest
przesunigta w Kierunku dwubromaminy (Ryc. 4.3). W roztworze 612Br o pH > 8, podobnie

jak w przypadku TauBr i TauCl nie zaobserwowano zmian w widmie absorpcji.
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Ryc. 4.3. Porownanie widma absorbcji TauBr, TauCl oraz 612Br w zalezno$ci od pH.
Roztwory badanych substancji doprowadzano do réznych wartosci pH od 3 do 9. Nastepnie
widmo absorpcji oceniano spektrofotometrycznie.
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Zbadano rowniez trwatos¢ wszystkich zwigzkoéw w obecnosci H.O2 ( Marcinkiewicz

i wsp. 2005) 612Br, TauBr i TauCl inkubowano z rownowmolowym stezeniem H20,. TauCl

nie reaguje z H202. Zarowno TauBr jak i 612Br ulegajg rozktadowi w reakcji z H20:

(Ryc. 4.

4, Réwnanie 4).

TauBr /612Br + HO, »>Tau+H*+Br~+ 02 (4)
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Ryc. 4.4 Wptyw H20: na trwatos¢ TauBr, TauCl, 612Br. Badane substancje inkubowano z
rownowmolowym stezeniem H202 przez 30 minut, nastgpnie wykonywano badanie widma

absorpcji metoda spektrofotometryczng.

Powyzsze wyniki pokazuja, ze zarébwno w temperaturze 23° C, jaki i 4° C 612Br

wykazuje najwicksza trwatos$¢. Podobnie jak TauBr wchodzi w reakcje z H20.. W pH 5

612Br, podobnie jak TauBr i TauCl, ulega reakcji dysproporcjonowania do dwubromaminy,

stabilna jest natomiast w pH 81 9.
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4.2. Ocena wplywu 612Br na zywotno$¢ makrofagow otrzewnowych,
makrofagow linii J774.A1 oraz keratynocytow linii HaCaT

Oceniano wplyw 612Br na zywotnos¢ aktywowanych LPS komorek petnigcych
istotng role w odpowiedzi immunologicznej (makrofagéow 1 keratynocytow linii HaCaT).
Wykazano, ze 612-Br, TauBr oraz TauCl w zakresie st¢zen do 300 uM sg niecytotoksyczne.
Zywotno$¢ makrofagéw otrzewnowych i makrofagéow linii J774.A1 w obecnosci 612Br
TauBr 1 TauCl w zakresie stezen 30 - 300 uM wynosita ~75-97%. Natomiast st¢zenie 500
uM wszystkich badanych substancji powoduje znamienny statystycznie spadek zywotnosci
makrofagéw otrzewnowych i makrofagow linii J774.Al. Przy stezeniu 500 uM
zaobserwowano spadek zywotnosci komorek ponizej ~20% (Ryc. 4.5, 4.6). Tauryna

stosowana sama nie miata wptywu na zywotnos¢ komorek.
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Ryc. 4.5 Wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na zywotno$¢ makrofagéw otrzewnowych.
Makrofagi inkubowano z r6znymi st¢zeniami badanych substancji (30-1000 uM) przez 1,5
godziny w medium bez FBS. Po wymianie medium komorki stymulowano LPS w stgzeniu
100 ng/ml i hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Po 24 godzinach sprawdzano
zywotno$¢ komorek testem MTT. Przedstawione wyniki stanowig $rednig +/— blad $redni z
trzech niezaleznych eksperymentéw. *p<0,05, **p<0,01 versus kontrola - komorki
stymulowane LPS.
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Ryc. 4.6 Wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na zywotno$¢ makrofagow linii J774.Al.
Komorki inkubowano z réznymi stgzeniami badanych substancji (30-1000 uM) przez 1,5
godziny w medium bez FBS. Po wymianie medium komorki stymulowano LPS w stgzeniu
100 ng/ml i hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Po 24 godzinach sprawdzano
zywotnos¢ komorek testem MTT. Przedstawione wyniki stanowig $rednig, +/— blad $redni,

z trzech niezaleznych eksperymentow. * p<0,05, ** p<0,01 versus kontrola- komorki
stymulowane LPS.

W przypadku linii keratynocytow ludzkich HaCaT zakres st¢zen niecytotoksycznych
badanych zwiazkéw byt zdecydowanie wyzszy. Przy stezeniu do 500 pM obserwowano
zywotno$¢ komorek na poziomie 80-90%. Wigkszy spadek zywotnosci komorek
obserwowano dopiero przy stezeniu 1000 uM. Przy stezeniach od 2000 do 4000 uM

zywotno$¢ komorek wynosi okoto 30% przy stezeniu 2000 uM oraz okoto 15% przy stezeniu

4000 uM ( Ryc. 4.7).
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Ryc. 4.7 Wptyw 612Br TauBr oraz, TauCl na zywotno$¢ Keratynocytéw linii HaCaT.
Hodowle keratynocytéw prowadzono przez 24 godziny do osiggniecia 80-90% konfluenciji,
w medium z dodatkiem 5% FBS, po tym czasie wymieniano medium na medium bez FBS.
Nastepnie komorki inkubowano z réznymi stezeniami badanych substancji (30-4000 uM)
przez 1,5 godziny w medium bez FBS. Po wymianie medium komoérki stymulowano LPS w
stezeniu 25 pg/ml 1 hodowano dalsze 24 godziny w medium bez FBS. Po 24 godzinach
sprawdzano zywotnos¢ komorek testem MTT. Wyniki reprezentujg Srednig z 3 niezaleznych

eksperymentow+/— btad sredni *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus kontrola - komorki
stymulowane LPS.

Powyzsze wyniki pokazuja, ze 612Br, podobnie jak TauBr i TauCl, jest
niecytotoksyczna w stg¢zeniach do 300 uM w przypadku makrofagéw otrzewnowych
I makrofagéw linii J774.A1 W przypadku linii keratynocytow ludzkich zakres stezen
znamiennie cytotoksycznych dla 612Br wynosit od 2000 do 4000uM. 612Br wykazuje
podobny wptyw na zywotno$¢ makrofagdw otrzewnowych, makrofagoéw linii J774.Al oraz

keratynocytow linii HaCaT, jak TauBr i TauCl. Jest nieco mniej cytotoksyczna niz TauBr.
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4.3.0cena wlasciwosci immunomodulacyjnych 612Br

4.3.1. Wplyw 612Br na produkcje¢ wybranych cytokin pro i przeciwzapalnych
w porownaniu do TauBr i TauCl

Badanie wptywu 612Br, TauBr i TauCl na aktywno$¢ sekrecyjna komorek zbadano na
dwoch typach komorek:
* Aktywowanych LPS (100 ng/ml) makrofagach otrzewnowych oraz makrofagach linii

J774.Al.

*Aktywowanych LPS (25 pg/ml) keratynocytow ludzkich linii HaCaT

Wybrany model eksperymentalny odpowiada  stymulacji  makrofagow
i keratynocytow aktywowanych in vivo w miejscu zapalenia wywotywanego przez bakterie
Gram(-) i Gram (+). W badanym modelu eksperymentalnym wszystkie haloaminy tauryny,
w stezeniach niecytotoksycznych 100 1 300 uM, znaczaco obnizaly produkcje IL6, IL10,
TNFa (Ryc. 4.8 A, B, C) przez aktywowane makrofagi linii J774.A1. Tendencja ta nie byta

znamienna w przypadku wptywu 612Br, w stezeniu 100 uM, na produkcje¢ IL10 oraz IL6.
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Ryc. 4.8 Wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na produkcj¢ IL6 (A), IL10 (B), TNFa (C) przez
makrofagi linii J774. Al. Komorki inkubowano w obecnosci badanych substancji przez 1,5
godziny w medium bez FBS. Po wymianie medium komorki stymulowano LPS w stezeniu
100 ng/ml i hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Poziom cytokin oznaczano
metodg ELISA. Wyniki reprezentujg $rednig z 3 niezaleznych eksperymentow+/— btad Sredni
*p <0,05,**p <0,01 i*** p <0,001versus kontrola - komorki stymulowane LPS

612Br, TauBr i TauCl, w stezeniu 300 uM, znaczaco obnizaly produkcje IL6, IL12p40
(Ryc. 4.9 A, B) przez aktywowane LPS makrofagi otrzewnowe. 612Br i TauBr w st¢zeniu
100 i 300 uM znaczaco obnizaty produkcje TNFa (Ryc. 4.9 C), natomiast TauCl nie
wplywato znamiennie statystycznie na produkcje TNFa przez aktywowane makrofagi
otrzewnowe. 612Br wykazuje, podobny do TauBr, hamujacy wptyw na produkcje cytokin

prozapalnych przez aktywowane LPS makrofagi otrzewnowe oraz makrofagi linii J774.A1.
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Ryc. 4.9 Wplyw 612Br, TauBr oraz TauCl na produkcje¢ IL6 (A), IL12p40 (B), TNFa (C)
przez makrofagi otrzewnowe. Komorki inkubowano w obecnosci badanych substancji
przez 1,5 godziny, w medium bez FBS. Po wymianie medium komoérki stymulowano LPS
w stezeniu 100 ng/ml i hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Poziom cytokin
oznaczano metoda ELISA. Wyniki reprezentujg $rednig z 3 niezaleznych eksperymentow
+/— blad $redni. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 versus kontrola - komoérki stymulowane
LPS

Kearatynocyty to jedne z komoérek wchodzacych w sktad uktadu SALT (skin
associated lymphoid tissue). Aktywowane kearatynocyty wykazuja zdolnos¢ do wytwarzania
wielu cytokin i czynnikéw wzrostowych oraz maja ekspresj¢ roznych antygenow
i czagsteczek adhezyjnych charakterystycznych dla komorek efektorowych odpowiedzi
immunologicznej, wykazujg takze ekspresj¢ receptorow dla wielu cytokin. Najwazniejsze
cytokiny wytwarzane przez aktywowane kearatynocyty to IL1p, IL6, IL8. W modelu in vitro
hodowli keratynocytow linii HaCaT oceniano wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na produkcje

IL8. Komorki aktywowane LPS 25 pg/ml hodowano w obecnosci badanych zwigzkow.
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Zaobserwowano hamowanie produkcji IL8 przez 612Br, TauBr oraz TauCl w dawkozalezny
sposob. Stezenia 500 1 1000 uM 612Br, TauBr 1 TauCl hamowaty znaczaco produkcje IL8
(Ryc. 4.10). 612Br w podobny, zalezny od dawki sposob, hamuje uwalnianie wszystkich
badanych cytokin (TNFa, IL6, IL10, IL12p40 i IL8) we wszystkich modelach badawczych.

Hamujace dziatanie 612Br jest porownywalne do dziatania TauBr.

3000+

2000-

1000- II' 'I II'
0- . i

300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000
TauBr [uM] 612Br [uM] TauCl[uM]
LPS (25pg/ml)

IL8(pg/ml)

>

Ryc. 4.10 Wpltyw 612Br TauBr oraz TauCl na produkcje IL8 przez keratynocyty linii
HaCaT. Hodowle keratynocytow prowadzono przez 24 godziny do osiggniecia 80-90%
konfluencji, w medium z dodatkiem 5% FBS, po tym czasie wymieniano medium na medium
bez FBS. Dodawano haloaminy tauryny w st¢zeniach od 300-1000 uM. Po 1,5 godzinie
wymieniano medium i dodawano LPS (25 pg/ml). Po 24 godzinach hodowli $ciggano
nadsacze 1 oznaczano poziom IL8 Wyniki reprezentuja $rednia z 3 niezaleznych
eksperymentow +/— blad sredni. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 versus kontrola- komorki
stymulowane LPS.
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4.3.2 Ocena wplywu 612Br, TauBr i TauCl na ekspresje HO-1, COX-2 oraz na
produkcje prostaglandyn (PGE2) przez makrofagi otrzewnowe in vitro

Oksygenaza hemowa - 1 (HO-1) jest enzymem indukowanym stresem oksydacyjnym
o wlasciwosciach cytoprotekcyjnych i1 przeciwzapalnych. Katalizuje rozpad hemu do
biliwerdyny, tlenku wegla (CO) i zelaza, odgrywa istotng role w regulacji odczynu
zapalnego. Prostaglandyny sa metabolitami kwasu arachidonowego i jest to jedna z grup
czynnikOw zaangazowanych w powstawania stanu zapalnego. Jedna z nich jest
prostaglandyna PGE>, w ktorej syntezie gldéwng role pelni indukowalna cyklooksygenza
COX-2 (Rocca i FitzGerald 2002). LPS jest induktorem ekspresji COX-2 oraz syntezy PGE..

Wplyw 612Br TauBr oraz TauCl na produkcj¢ prostaglandyn, ekspresje COX-2
i HO-1 oceniano in vitro na modelu aktywowanych LPS (100 ng/ml), makrofagéw
otrzewnowych. Wszystkie badane haloaminy tauryny w stg¢zeniu 300 uM indukowaty
ekspresje oksygenazy hemowej-1 (HO-1) (Ryc. 4.11). Hamujg natomiast ekspresje COX-2
(Ryc. 4.12 A) enzymu odpowiedzialnego za produkcje prostaglandyny E> (PGEz2), co wigze
si¢ rowniez z dawkozaleznym obnizeniem produkcji PGE: (Ryc. 4.12 B). 612Br najmocniej
obniza ekspresj¢ COX-2. Podsumowujac 612Br podobnie jak TauBr i TauCl indukuje

ekspresje HO-1, hamujac jednoczesnie ekspresje COX-2 1 produkcje PGEo.
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Ryc. 4.11 Wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na ckspresjc HO-1 w makrofagach
otrzewnowych. Komoérki inkubowano w obecno$ci badanych substancji przez 1,5 godziny,
w medium bez FBS. Po wymianie medium komorki stymulowano LPS w stgzeniu 100 ng/ml
1 hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Po tym czasie zbierano komorki w celu
oznaczenia ekspresji HO-1. Wyniki reprezentujg $rednig z 2 niezaleznych eksperymentow
+/— blad s$redni. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus kontrola - komoérki stymulowane
LPS.
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Ryc. 4.12 Wptyw TauBr TauCl oraz 612Br na ekspresje COX-2 (A), produkcj¢ PGE> (B)
przez makrofagi otrzewnowe. Komorki inkubowano w obecnos$ci badanych substancji przez
1,5 godziny w medium bez surowicy. Po wymianie medium komorki stymulowano LPS
w stezeniu 100 ng/ml i hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Po tym czasie
nadsacze zbierano do oznaczen poziomu PGE;, w komorkach oznaczano poziom ekspresji
COX-2. Wyniki reprezentujg $rednig z 3 niezaleznych eksperymentow +/— blad
$redni.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus kontrola - komoérki stymulowane LPS

4.3.3 Ocena wplywu 612Br na produkcje NO oraz ekspresje iNOS przez makrofagi

otrzewnowe in vitro w porownaniu do TauCl, TauBr

Tlenek azotu (NO) jest czasteczkg o wysokiej aktywnosci biologicznej, biosynteza
tlenku azotu odbywa si¢ w obecnosci syntaz tlenku azotu, jedng z nich jest iNOS
indukowalna syntaza tlenku azotu, substratem do produkcji NO jest L-arginina. iNOS
wystepuje gtdéwnie w makrofagach i neutrofilach, a jej aktywacja wymaga stymulacji przez
czynniki prozapalne takie jak LPS lub interferon y. Wykazano ze TauCl hamuje indukcje
ekspresji iNOS 1 produkcje NO (Barua i wsp. 2001, Park i wsp 1997) w makrofagach
alweolarnych i makrofagach liniit RAW 264.7 oraz TauCl i TauBr hamuja ekspresj¢ iNOS

w makrofagach linii J774.A1 stymulowanych LPS/IFN (Olszanecki i wsp. 2004).
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W wybranym modelu badawczym in vitro na makrofagach otrzewnowych, aktywowanych
LPS (100 ng/ml) oceniano wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na produkcje NO oraz ekspresj¢
iINOS. Zaobserwowano hamowanie produkcji NO oraz obnizenie ekspresji iNOS przez
wszystkie badane haloaminy tauryny. TauBr i 612Br w stezeniu 300 uM hamowaly

znamiennie ekspresje iNOS (Ryc. 4. 13 A) i w konsekwencji produkcje NO (Ryc. 4. 13 B)
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Ryc. 4. 13 Wptyw 612Br, TauBr oraz TauCl na ekspresj¢ iNOS (A), produkcj¢ NO (B) przez
makrofagi otrzewnowe. Komoérki inkubowano w obecno$ci badanych substancji przez
1,5 godziny w medium bez FBS. Po wymianie medium komoérki stymulowano LPS w
stezeniu 100 ng/ml 1 hodowano dalsze 24 godziny w obecnosci 5% FBS. Po tym czasie
nadsacze zbierano do oznaczen produkcji NO, a w komoérkach oznaczano poziom ekspresji
INOS. Wyniki reprezentuja S$rednia z 3 niezaleznych eksperymentéw +/— blad
$redni.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus kontrola - komorki stymulowane LPS
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4.3.4 Ocena wplywu 612Br, na produkcje ROS przez neutrofile in vitro w poréwnaniu
do TauBr i TauCl.

W celu oceny wptywu 612Br oraz TauBr i TauCl na produkcje¢ ROS przez neutrofile
wykonano test chemiluminescencji zaleznej od luminolu (LCL) (Schleupner and Glasgow
1978). Luminol pozwala na okreslenie czynnikow indukujacych chemiluminescencje
zarbwno zewnatrz-jak 1 wewnatrzkomorkowo. W wyniku podania opsonizowanego
zymosanu aktywowane neutrofile zwigkszaja luminolozalezng emisj¢ $wiatta indukowang
nieswoiscie przez rézne ROS wybuchu tlenowego, ale gtownie przez produkty systemu MPO
neutrofilow, uwalniane w trakcie fagocytozy. Wykazano, ze 612Br niezaleznie od uzytego
stymulatora (opsonizowany zymosan - Ryc. 4.14; S. aureus - Ryc. 4.15;
P. aeruginosa Ryc. 4.16; P. acnes - Ryc. 4.17; S. epidermidis - Ryc. 4.18) silnie hamuje

uwalnianie ROS. Zahamowanie LCL przy stezeniu 300 uM 612Br wynosito 87 - 90%.
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Ryc. 4.14 Wptyw 612Br oraz TauCl, TauBr na produkcj¢ ROS przez neutrofile stymulowane
opsonizowanym zymosanem (OZ). Chemiluminescencja zalezna od luminolu.
Ctrl - komorki niestymulowane. Wielko$¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach
RLU (RLU ang. relative light unit, oznacza jednostki wzglednej intensywnosci
luminescencji). Procent produkcji ROS obliczano na podstawie pomiaru pola powierzchni
pod wykresem chemiluminescencji dla kazdego badanego zwigzku, jako 100% przyjmujac
produkcje ROS stymulowang przez OZ.
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Ryc. 4.15 Wpltyw 612Br oraz TauCl, TauBr na produkcj¢ ROS przez neutrofile stymulowane
zabitymi komoérkami S. aureus. Chemiluminescencja zalezna od luminolu. Ctrl - komorki
niestymulowane. Wielkos¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach RLU (RLU
ang. relative light unit, oznacza jednostki wzglednej intensywnosci luminescencji). Procent
produkcji ROS obliczano na podstawie pomiaru pola powierzchni pod wykresem
chemiluminescencji dla kazdego badanego zwiazku, jako 100% przyjmujac produkcj¢ ROS

stymulowang przez OZ.
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Ryc. 4.16 Wpltyw 612Br oraz TauCl, TauBr na produkcj¢ ROS przez neutrofile stymulowane
zabitymi komodrkami P. aeruginosa. Chemiluminescencja zalezna od luminolu.
Ctrl - komorki niestymulowane. Wielko$¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach
RLU (RLU ang. relative light unit, oznacza jednostki wzglednej intensywnoSci
luminescencji). Procent produkcji ROS obliczano na podstawie pomiaru pola powierzchni
pod wykresem chemiluminescencji dla kazdego badanego zwiazku, jako 100% przyjmujac
produkcje ROS stymulowang przez P. aeruginosa.
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Ryc. 4.17 Wptyw 612Br oraz TauCl, TauBr na produkcje ROS przez neutrofile stymulowane
zabitymi komorkami P. acnes. Chemiluminescencja zalezna od luminolu. Ctrl - komorki
niestymulowane. Wielko$¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach RLU (RLU
ang. relative light unit, oznacza jednostki wzglednej intensywnos$ci luminescencji). Procent
produkcji ROS obliczano na podstawie pomiaru pola powierzchni pod wykresem

chemiluminescencji dla kazdego badanego zwiazku, jako 100% przyjmujac produkcj¢ ROS
stymulowang przez P. acnes.
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Ryc. 4.18 Wptyw 612Br oraz TauCl, TauBr na produkcje ROS przez neutrofile stymulowane
zabitymi komorkami S. epidermidis. Chemiluminescencja zalezna od luminolu.
Ctrl - komorki niestymulowane. Wielko$¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach
RLU (RLU ang. relative light unit, oznacza jednostki wzglednej intensywnosci
luminescenciji). Procent produkcji ROS obliczano na podstawie pomiaru pola powierzchni
pod widma chemiluminescencji dla kazdego badanego zwigzku, jako 100% przyjmujac
produkcje ROS stymulowang przez S. epidermidis.
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4.4 Ocena bakteriobojczego dzialania 612Br, w poréownaniu do TauBr

I TauCl, na wybrane szczepy bakteryjne mikrobiomu skory.

Do oceny bakteriobojczego dziatania 612Br, TauBr oraz TauCl wybrano bakterie
mikrobiomu skéry wchodzace w sklad flory fizjologicznej skory oraz bakterie patogenne
odpowiedzialne za choroby / zakazenia skory i tkanek migkkich: S. epidermidis, P. acnes,
S. aureus i P. aeruginosa.

W przeprowadzanych badaniach porownywano aktywno$¢ mikrobojcza 612Br
z aktywnos$cig mikrobdjcza TauBr i TauCl oraz badano aktywno$¢ mikrobdjcza kombinacji
TauBr +TauCl oraz 612Br + TauCl. Poréwnywano MIC oraz MBC badanych zwigzkoéw
wobec bakterii o wysokiej gestoéci odpowiadajacej gestosci bakterii w biofilmie 108 CFU/m
oraz niskiej gestosci 10° CFU/ml. 612Br, jak pokazano w Tabeli 4.5 i 4.6, wykazuje bardzo
silne dzialanie hamujace wzrost bakterii oraz mikrobojcze wobec wszystkich badanych
szczepow drobnoustrojow, w obu gestosciach bakterii. MBC jest wigksze niz MIC. TauCl
wykazuje zdecydowanie najstabsze wlasciwosci mikrobdjcze w stosunku do badanych
szczepOw bakteryjnych, 612Br wykazuje najskuteczniejsze dzialanie mikrobdjcze w
poréwnaniu
z TauBri TauCl. Kombinacja 612Br +TauCl nie wykazuje dziatania addycyjnego w stosunku
do dziatania samej 612Br, natomiast wykazuje znacznie wyzsza skuteczno$¢ niz samo
TauCl. Kombinacja TauBr +TauCl wykazuje stabsze wlasciwosci mikrobdjcze niz

mieszanina 612Br + TauCl.
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Tabela 4.5 Ustalenie wartosci MIC (uM) dla testowanych substancji po godzinie inkubacji

z poszczegdlnymi mikroorganizmami w gestosciach 10° oraz 108 CFU/ml

MIC (uM)
Substancja | CEFU/mI
badana S. epidermidis | P. aeruginosa P. acnes S. aureus
10° 1,5 3 0,15 1,5
612Br
108 7 15 0,7 30
10° 70 15 0,7 30
TauBr
108 600 70 3 1250
10° 1250 1250 150 2500
TauCl
108 5000 2500 300 5000
10° 70 7 3 30
TauCl
+ 108 600 30 7 300
TauBr
10° 1,5 7 0,3 3
TauCl
+ 108 15 15 0,7 30
612Br

Zawiesing badanych bakterii inkubowano przez godzing z roéznymi stezeniami 612Br, TauBr, TauCl
(0od 0,05 uM do 10 mM), w takiej ilosci i aby gesto$¢ koncowa zawiesiny bakteryjnej wynosital0% CFU/ml oraz
108 CFU/ml. Po tym czasie bakterie posiewano na podloza stale, pobierajac z kazdej probowki 100 ul zawiesiny
inkubowano przez od 24 godzin do 3 dni. Po zakonczeniu inkubacji liczono ilo$¢ kolonii, uwzgledniajac
rozcienczenie i porownujac z kontrolg. Wyniki sg prezentowane jako MIC.
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Tabela 4.6 Ustalenie wartosci MBC (uM) dla testowanych substancji po godzinie inkubacji

z poszczegdlnymi mikroorganizmami w gestosciach 10° oraz 108 CFU/m.

MBC (uM)
Substancj
lﬂ,astESJa CFU/ml S. epidermidis P. aeruginosa P. acnes S. aureus
10° 3 7 0,5 3
612Br
108 15 15 1,4 30
10° 150 30 1,5 70
TauBr
108 1250 150 7 2500
10° 2500 2500 600 5000
TauCl
108 10000 5000 600 10000
10° 150 15 7 70
TauCl
+ 108 1250 70 15 600
TauBr
10° 3 15 0,7 7
TauCl
* 108 30 30 1,4 70
612Br

Zawiesing badanych bakterii inkubowano przez godzing z réznymi stezeniami 612Br, TauBr, TauCl (od 0,05
uM do 10 mM), w takiej iloéci aby gesto$é koncowa zawiesiny bakteryjnej wynosital0> CFU/ml oraz 108
CFU/ml. Po tym czasie bakterie posiewano na podtoza state, pobierajac z kazdej probéwki 100 pl zawiesiny
inkubowano przez od 24 godzin do 3 dni. Po zakonczeniu inkubacji liczono ilo$¢ kolonii, uwzgledniajac
rozcienczenie i porownujac z kontrola. Wyniki sg prezentowane jako MBC.
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5. Dyskusja

TauBr i TauCl to naturalne haloaminy tauryny, produkowane in vivo przez
aktywowane neutrofile i eozynofile w miejscu zapalenia, o unikatowym podwojnym
dziataniu. Wykazuja silne dzialanie mikrobdjcze oraz silne wlasciwosci przeciwzapalne,
hamujac produkcj¢ mediatoréw zapalenia takich jak cytokiny, tlenek azotu czy ROS.
Wiasciwosci biologiczne TauCl i TauBr sprawiaja, ze sg to bardzo obiecujace $rodki
w terapii wielu schorzen o podtozu zapalnym i infekcyjnym. Nalezy jednak podkresli¢, ze
wysoka reaktywno$¢ obu haloamin i szybki rozkltad in vivo uniemozliwia ich

ogoblnoustrojowe (np. dozylne) stosowanie i ogranicza do podania wylgcznie miejscowego.

Synteza trwatej krystalicznej soli sodowej TauCl umozliwita przeprowadzenie wielu
badan, niektorych w fazie badan klinicznych, nad potencjalnym zastosowaniem chloraminy
tauryny w leczeniu wielu schorzen, takich jak zapalenie spojowek, zapalenie pecherza
moczowego, przewleklte owrzodzenie podudzi, przewlekty niezyt nosa i zapalenie zatok
bocznych (Teuchner i wsp.2005, 2008; Neher i wsp 2004, 2007; Nagl i wsp. 1998A, 1998B,
2003). Sol sodowa TauCl umozliwita przeprowadzenie szeregu badan nad whasciwosciami

TauCl i1 potencjalnym zastosowaniem klinicznym glownie dzigki jej trwatosci.

Wiasciwosci biologiczne TauBr sa porownywalne do wtasciwosci TauCl, a nawet
silniejsze w przypadku wilasciwosci mikrobdjczych. TauBr nie byla jednak tak szeroko
badana, jako potencjalny lek w leczeniu schorzen o podtozu zapalnym. Glowna przeszkoda
do tego typu badan byla ograniczona trwato§¢ TauBr klasycznie syntetyzowanej. Zespot
profesoréw Marcusa Nagla i Waldemara Gottardiego z Uniwersytetu Medycznego

w Innsbrucku poprzez bromowanie dimetylotauryny uzyskat nowa, trwala forme¢ bromaminy
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tauryny. Synteza nowej, trwalej postaci bromaminy tauryny - 612Br (N-monobromo-
dimetylotauryna) otworzyta nowe mozliwosci w badaniach nad wlasciwosciami 1
zastosowaniem bromaminy tauryny w leczeniu schorzen o podtozu zapalnym i infekcyjnym.
Konieczne jednak byto sprawdzenie czy modyfikacja chemiczna, ktéra umozliwita synteze
612Br nie spowodowata utraty lub zmiany jej wlasciwosci biologicznych. Tematem
niniejszej pracy doktorskiej byto pordwnanie wlasciwosci nowej trwatej formy bromaminy
tauryny - 612Br z wlasciwo$ciami klasycznie syntetyzowanej TauBr i TauCl. Przedstawione
wyniki odpowiedziaty na wszystkie pytania zawarte w celach szczegdétowych niniejszej

pracy doktorskiej

o Ocena wlasciwosci fizykochemicznych 612Br (stabilno$¢ w zaleznosci od pH,

temperatury, czasu przechowywania, obecnosci H202).

W  pierwszym etapie badan oceniano wtasciwosci fizykochemiczne 612Br
w poréwnaniu do TauBr i TauCl. Oceniano trwato$¢ 612Br w zalezno$ci od czasu, pH i
temperatury przechowywania. Trwato$¢ TauCl, TauBr i 612Br oceniano poprzez pomiar
zmian w stezeniu 1 widmie absorbancji. Wykazano, ze trwalo§¢ wszystkich badanych
zwigzkOw jest czaso i temperaturo zalezna, jednak w przypadku 612Br obserwowano
znacznie wieksza trwalo$é niezaleznie od temperatury przechowywania. W temperaturze 23°
C spadek stezenia obserwowano dopiero w 42 dniu przechowywania, a w temperaturze 4° C
spadek stezenia zaobserwowano W 56 dniu przechowywania. W przypadku TauBr spadek
stezenia W temperaturze 23° C obserwowano juz po 7 dniach przechowywania, natomiast
w temperaturze 4° C po 14 dniach przechowywania. Podobne wyniki uzyskano w pracy

Marcinkiewicz i wsp. 2008, gdzie po 14 dniach przechowywania w 4° C obserwowano okoto
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30% spadek stezenia TauBr. Uzyskane wyniki §wiadczg o zdecydowanie lepszej trwato$ci

612Br w porownaniu do TauBr.

W roztworach wodnych o pH zasadowym TauBr i TauCl nie ulegaja reakcji
dysproporcjonowania (Thomas i wsp 1995; Gottardi i wsp. 2013A). Podobng tendencje
zaobserwowano w przypadku 612Br. W pH zasadowym 8 lub 9, nie obserwowano zadnych
zmian w widmie absorbcji 612Br. Wraz ze spadkiem pH 612Br, podobnie jak TauBr, ulega
reakcji dysproporcjonowania. W pH 3 zaréwno 612Br jak i TauBr ulegaja reakcji
dysproporcjonowania, w ktorej powstaja dwubromaminy. W przypadku 612Br reakcje
dysproporcjonowania obserwowano juz w pH 7,4, pozostaje to w zgodzie z obserwacjami
Gottardiego i wsp. 2013A, Thomasa 1995 oraz De Carvalho Bertozo i wsp. 2016, ktorzy
opisali, ze bromowe i chlorowe pochodne aminokwaséw w zakresie pH od 4 do 8 moga
ulegaé reakcjom dysproporcjonowania.

Marcinkiewicz 1 wsp. w 2005 wykazali, ze TauBr, w przeciwienstwie do TauCl,
wchodzi w reakcje z H202.Obserwacja ta potwierdzita sie takze w przypadku 612Br, ktora

podobnie jak TauBr reaguje z H20-, ulegajac rozktadowi.

o Ocena wplywu 612Br na zywotno$¢ komorek

W nastepnym etapie badan oceniano wiasciwosci biologiczne 612Br w porownaniu
do TauBr i TauCl. TauBr i TauCl wykazujg stabsze wlasciwosci cytotoksyczne niz HOBr
oraz HOCI. Cytotoksycznos¢ TauCl i TauBr zalezy od typu komorek (Kontny i wsp. 2006),
w zaleznosci od stgzenia i rodzaju komorek TauCl roznie wplywa na ich losy, indukujac
apoptoze lub nekroze. W wybranym modelu badawczym oceniano wplyw 612Br na

zywotno$¢ komoérek pelniacych istotng role w odpowiedzi immunologicznej. Oceniano
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wplyw 612Br na zywotno$¢ makrofagdéw otrzewnowych, makrofagow linii J774.A1
i keratynocytow linii HaCaT. W Przypadku makrofagéw otrzewnowych i makrofagow linii
J774.A1 uzyskano wyniki poréwnywalne do TauBr i TauCl. 612Br, podobnie do TauBr
i TauCl, w zakresie stezen do 300uM, nie wplywa znaczgco na zywotnos¢ komorek.
Natomiast, w przypadku keratynocytow ludzkich, zakres st¢zen niecytotoksycznych ulegt
przesunigciu. Wykazano, ze stezenia zarowno 612Br jak i TauBr i TauCl w zakresie do
1000uM sg dla komorek linii HaCaT niecytotoksyczne. Podsumowujac przeprowadzone

badania wykazaty, ze 612Br wykazuje podobny do TauBr wptyw na zywotnos$¢ komorek.

o Ocena wlasciwosci immunomodulacyjnych 612Br

TauBr i TauCl obnizaja produkcj¢ mediatoréw zapalenia w roznych typach komorek
(Marcinkiewicz i wsp. 1995, 2005,2006; Choragzy-Massalska i wsp. 2002, 2004; Serban
I wsp. 2003, Quinn i wsp.2003; Kontny i wsp. 2006, 2007). W kolejnym etapie badan
oceniano wptyw 612Br na produkcje cytokin: 1L12p40, IL10, IL6, TNFa przez aktywowane
LPS makrofagi mysie oraz produkcj¢ IL8 przez aktywowane kearatynocyty linii HaCaT.
Wybrany model eksperymentalny odpowiada aktywacji makrofagéw i keratynocytow
aktywowanych in vivo w miejscu zapalenia wywotywanego przez bakterie Gram(-)
i Gram (+). Wykazano, ze 612Br, podobnie jak TauBr i TauCl, hamuje produkcje
mediatoréw zapalenia takich jak IL12p40, IL10, IL6 oraz TNFa w modelu aktywowanych
makrofagéw mysich oraz produkcje IL 8 w modelu aktywowanych keratynocytow ludzkich
linii HaCaT. Znamienne statystycznie dzialanie obserwowano zwlaszcza przy stezeniu
300 uM. Wiasciwosci przeciwzapalne 612Br sg wigc podobne do wiasciwosci TauBr, a takze

TauCl opisywanych w licznych pracach naukowych.
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Badania prowadzone w Katedrze Immunologii i innych zespotach badawczych
wykazaty, ze TauCl i TauBr w podobny dawkozalezny sposob indukujg ekspresje HO-1
w aktywowanych i spoczynkowych makrofagach mysich (Olszanecki i Marcinkiewicz 2004;
Olszanecki et al. 2008; Kim i wsp. 2010A, B; Marcinkiewicz i wsp. 2009; Barua i wsp. 2001).
Ponadto TauCl oraz TauBr hamuja indukcje indukowalnej syntazy tlenku azotu iNOS,
a tym samym produkcje tlenku azotu w aktywowanych makrofagach i neutrofilach (Kim
i wsp. 1996; Marcinkiewicz i wsp. 1995; Park i wsp. 1997; Olszanecki i wsp 2008) TauCl
i TauBr hamujg roéwniez synteze¢ COX-2, co prowadzi do zablokowania syntezy
prostaglandyn (PGE2) (Olszanecki i wsp. 2008). W niniejszej pracy doktorskiej wykazano,
ze 612Br, stosowana zwtaszcza w niecytotoksycznym stezeniu 300 pM, indukuje ekspresje
HO-1 w aktywowanych LPS makrofagach. Hamuje réwniez ekspresje iNOS,
a w konsekwencji produkcje NO. Co wigcej, stosowana w stezeniu 100 i 300uM hamuje
ekspresje COX-2 oraz obniza produkcje PGE2. Powyzsze wyniki pokazuja, ze 612Br ma

podobny do TauBr wptyw na ekspresj¢ HO-1, COX-2, iNOS oraz produkcj¢ NO i PGE2

. Ocena dzialania mikrobdjczego 612Br w porownaniu do TauBr.

TauBr wykazuje silne wlasciwosci mikrobojcze w stosunku do réznych gatunkéw
bakterii mi in P. acnes, S epidermidis, E. coli, S. mutans, P. gingivalis (Marcinkiewicz
i wsp. 2005, 2008,2006; Pasich i wsp. 2013). Wtasciwosci mikrobojcze TauBr sg silniejsze
niz whasciwosci mikrobojcze TauCl (Marcinkiewicz i wsp. 2006). Kolejnym celem pracy
doktorskiej bylo pordwnanie znanych wtasciwosci mikrobojczych TauBr z wtasciwosciami
612Br. Do badan wybrano bakterie Gram (+) i Gram (-), stanowigce flor¢ fizjologiczng

I patogenna skory: P. acnes S epidermidis, S aureus i P. aeruginosa. Bakterie te uczestnicza
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w patogenezie schorzen, w leczeniu, ktorych TauBr moze by¢ potencjalnie stosowana
(Marcinkiewicz i wsp. 2008, 2013)

S. epidermidis to bakteria Gram (+), nalezaca do rodzaju gronkowcoéw, wywotujaca
zakazenia oportunistyczne. Wystepuje powszechnie na btonach sluzowych jamy ustnej, nosa,
gardta; w drogach moczowo-piciowych w jelicie grubym oraz na skoérze. Powoduje infekcje
u osob z oslabiong odpornoscig. Izolowana jest tez czgsto ze zmian tradzikowych przy
tradziku pospolitym (Nishijima i wsp. 2000). Odpowiedzialna jest rowniez za formowanie
biofilmu na urzadzeniach medycznych typu cewniki, wktucia centralne, implanty
ortopedyczne, sztuczne zastawki serca itp., co prowadzi do powstania przewlekltego stanu
zapalnego, wymuszajacego konieczno$¢ wymiany stosowanego urzadzenia medycznego
(Van Mellaert i wsp. 2012).

P. acnes Gram (-), pateczka beztlenowa. Stanowi flor¢ fizjologiczng skory, uktadu
pokarmowego, oddechowego oraz drog moczowo-ptciowych. Jest jednym z gtownych
czynnikow etiologicznych tradziku pospolitego (Podstawy Mikrobiologii Lekarskiej 1979;
Jappe i wsp. 2002; Nishijima i wsp. 2000). P. acnes i S. epidermidis to dwa gatunki bakterii
izolowane najczesciej ze zmian tradzikowych (Nishijima i wsp 2000). P. acnes pobudzajac
komorki fagocytarne do wydzielania mediatorow zapalenia jest glowna przyczyna
powstawania stanu zapalnego w zmianach tragdzikowych. W badaniach pilotazowych
wykazano dobry efekt terapeutyczny TauBr podawanej miejscowo na zapalne zmiany
u pacjentow z tradzikiem pospolitym (Marcinkiewicz i wsp. 2008). Wykazano, ze P. acnes
jest bardzo wrazliwy na dziatanie TauBr w odroznieniu od TauCl. ( Marcinkiewicz 2006,
2008). 612Br wykazuje silne, silniejsze nawet niz TauBr, dziatanie mikrobdjcze w stosunku

do P. acnes i S. epidermidis.
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Kolejne wybrane do badan aktywnos$ci mikrobodjczej 612Br szczepy bakteryjne to P.
aeruginosa i S. aureus. S. aureus Gram (+) bakteria wystepujgca w jamie nosowo-gardlowe;j
oraz na skorze ludzi 1 zwierzat. Szacuje si¢, ze 10 do 50% populacji ludzkiej stale lub
okresowo jest nosicielami tych bakterii bez wystgpienia objawow chorobowych.
Nosicielstwo dotyczy najczesciej Sluzowki przedsionka jamy nosowej, moze réwniez
wystepowac przejsciowo na skorze, w gardle oraz w drogach rodnych u kobiet. Kolonizacja
szczepem gronkowca zlocistego moze, W niekorzystnych warunkach, stanowi¢ punkt
wyj$cia dla zakazenia. S. aureus to bakteria chorobotworcza najczesciej powoduje zakazenia
ropne skory, tkanek podskornych oraz tkanek migkkich, zakazenia uktadowe (posocznica,
ropowica), ropne zakazenia pluc ucha Srodkowego zakazenia, zakazenia szpitalne lub
zatrucia pokarmowe zwigzane z produkcja toksyn (Podstawy Mikrobiologii Lekarskiej 1979;
Cianciara i Juszczyk 2007).

P. aeruginosa pateczka ropy bigkitnej, Gram (-) bakteria oportunistyczna. Pateczki
P. aeruginosa moga tworzy¢ skomplikowane makrokolonie - biofilm przyczepione do
powierzchni albo bytowa¢ w formie wolnej, jako jednokomoérkowe organizmy (formy
planktoniczne). Bakteria w warunkach prawidlowych bytuje gldwnie w obrgbie jamy
nosowej. Powoduje czgsto zakazenia szpitalne, infekcje w obrgbie ucha $rodkowego
1 zewnetrznego, zakazenia ran oparzeniowych, cukrzycowych, zapalenie wsierdzia,
zakazenia gatki ocznej u pacjentdéw noszacych soczewki kontaktowe, zapalenie rogowki,
zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych, zakazenia ukladu moczowego (Podstawy
Mikrobiologii Lekarskiej 1979 C; Lister i wsp. 2009). Do czynnikow ryzyka rozwinigcia
procesu chorobowego naleza: oparzenia, cukrzyca, mukowiscydoza, obecno$¢ cewnikow
dozylnych oraz rurek intubacyjnych, zaburzenia odporno$ci. P. aeruginosa wybrano ze

wzgledu na fakt, iz jest to czesty czynnik etiologiczny zakazen ran lub trudno gojacych sig¢
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ran, zwlaszcza u pacjentow z cukrzycg. Wykazano, ze TauBr w stezeniu 300 uM hamuje
rozw6j biofilmu P. aeruginosa (Marcinkiewicz i wsp. 2013). Przeprowadzone badania
pokazaty, ze 612Br wykazuje bardzo silne, silniejsze niz TauBr, wlasciwosci mikrobdjcze
w stosunku do P. aeruginosa i S. aureus. Dodatkowo wykazano, ze szybkos¢ zabijania
bakterii S. aureus przez 612Br jest bardzo duza — wynosi kilkanascie minut (Walczewska i

wsp. 2017).

e Ocena wplywu 612Br na produkcj¢ ROS
W wyniku podania opsonizowanego zymosanu lub zabitych komoérek bakteryjnych,

aktywowane neutrofile zwickszaja luminolozalezng emisj¢ $wiatta indukowang gtownie
przez produkty systemu MPO neutrofilow uwalniane w trakcie fagocytozy. ROS sa
wytwarzane gtownie W celu zniszczenia drobnoustrojow infekujacych organizm. Jednakze,
w stanach zapalnych przyczyniaja si¢ do uszkodzenia i niszczenia wlasnych komorek oraz
tkanek. W wybranym modelu badawczym aktywowano neutrofile opsonizowanym
zymosanem lub zabitymi komoérkami bakterii. P. acnes S epidermidis, S aureus,
P. aeruginosa. W pracy Marcinkiewicz i wsp. 2006 wykazano, ze TauBr obniza produkcje
ROS przez neutrofile aktywowane opsonizowanym zymosanem. Podobny wynik uzyskano
w niniejszej pracy doktorskiej. Wykazano, ze 612Br, podobnie jak TauBr, hamuje produkcje
ROS przez neutrofile aktywowane opsonizowanym zymosanem.

Czynniki chemotaktyczne, ktérych produkcje indukuje P. acnes stanowig gltowny
chemoatraktant przyciggajacy neutrofile do gruczoldw lojowych. Nastepnie neutrofile
fagocytujg bakterie, a w czasie fagocytozy dochodzi do uwolnienia enzyméw lizosomalnych,
co prawdopodobnie pogtebia proces uszkodzenia naskérka w przebiegu tradziku pospolitego.
Co wigcej aktywowane neutrofile produkuja duze ilosci reaktywnych from tlenu, ktére moga

powodowa¢, w miejscu zmian tragdzikowych, uszkodzenia tkanek zwane uszkodzeniami
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autooksydacyjnymi. W przeprowadzonych badaniach pokazano, ze 612Br obniza
w dawkozalezny sposob produkcje ROS przez neutrofile aktywowane zabitymi komorkami
P. acnes i S. epidermidis. Nalezy tu nadmienié, iz we wczesniejszych badaniach wykazano,
ze clinadmycyna, antybiotyk uzywany w leczeniu tradziku pospolitego, stosowana w
stezeniu do 50ug/ml, nie wptywata na LCL (Marcinkiewicz i wsp. 2006). Rowniez w
przypadku aktywacji neutrofili zabitymi bakteriami P. aeruginosa i S. aureus obserwowano
znaczny spadek produkcji ROS w obecnos$ci 612Br, spadek produkcji ROS wynosit 87-90%.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze 612Br niezaleznie od uzytego stymulatora silnie hamuje
uwalnianie ROS.

W pilotazowych badaniach nad zastosowaniem TauBr w leczeniu tradziku
pospolitego stosowano formulacje TauBr w postaci kremu. Jednak niska trwato$¢ TauBr
wymuszata konieczno$¢ sporzadzenia nowej porcji kremu dla pacjentow co 7 dni
1 przechowywanie go w lodowce. Podjeto kolejne proby technologiczne, majace na celu
uzyskanie tatwych w aplikacji potstatych uktadow o zwigkszonej trwalosci TauBr,
z zastosowaniem innych substancji pomocniczych takich jak: alginiany, karageniany,
pochodne celulozy, syntetyczne kopolimery blokowe. Szczegdlnie interesujgca byta ocena
mozliwosci zastosowania poloksameru, jako nosnika zelujacego ,,in situ” o przedtuzone;j
szybko$ci uwalniania substancji czynnej, z niewielkim dodatkiem karbomeru, jako sktadnika
zwigkszajgcego bioadhezje. Jednak w Srodowisku wodnych roztworéw ww. substancji
no$nikowych TauBr ulegata szybkiemu rozktadowi, natomiast karbomer nie wptywat juz tak
bardzo na stabilnos$¢ klasycznie syntetyzowanej TauBr. Po uzyskaniu stabilnej, krystalicznej
formy TauBr — 612Br, opracowano recepture minitabletek zawierajacych migdzy innymi

karbomer, jako substancje zelotwodrczg. Skuteczno$¢ mikrobdjcza tak powstatych
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minitabletek nie zmieniala si¢ nawet po dlugim czasie przechowywania (Jamrdz 1 wsp.
2014).

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze 612Br nowa trwata forma
bromaminy tauryny posiada wiasciwo$ci przeciwzapalne podobne do witasciwosci TauBr.
Wiasciwosci mikrobojcze 612Br sg jeszcze silniejsze niz whasciwosci TauBr. Co wigcej
modyfikacja chemiczna przyczynita si¢ do znacznej poprawy trwatoSci 612Br. Nalezy
sadzi¢, ze 612Br jest obiecujagcym antyseptykiem w miejscowej terapii wielu schorzen skory
(m. in. tradzik pospolity i tuszczyca) oraz bton §luzowych (m. in paradontoza) o podtozu

zapalnym i infekcyjnym.
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. Whnioski

612Br wykazuje w temperaturze 23° C i 4° C najwicksza trwato$¢. Znacznie wyzsza
niz trwato$¢ klasycznie syntetyzowanej TauBr. Podobnie jak TauBr ulega reakcji
dysproporcjonowania w kierunku dwubromaminy w pH kwasnym, reaguje tez
z H202.

612Br wykazuje nieco mniejszg cytotoksyczno$¢ niz TauBr. Maksymalne
niecytotoksyczne st¢zenia 612Br zalezg od typu komorek (<300 uM dla makrofagow
mysich, < 1000uM dla keratynocytow ludzkich).

612Br hamuje w podobny dawkozalezny sposob produkcje cytokin przez
aktywowane makrofagi mysie oraz keratynocyty ludzkie linii HaCaT.

612Br, podobnie jak TauBr, indukuje ekspresje HO-1 jednocze$nie hamujac
ekspresj¢ COX-2 i produkcje PGE>, a takze hamuje ekspresj¢ iNOS oraz produkcje
NO.

612Br wykazuje silne dziatanie mikrobdjcze w stosunku do bakterii Gram(+)
i Gram(-), silniejsze niz dziatanie TauBr.

612Br, podobnie jak TauBr, silnie hamuje produkcj¢ ROS przez aktywowane
neutrofile.

Trwato$¢ oraz porownywalne z TauBr wlasciwosci przeciwzapalne, silniejsze niz
TauBr dziatanie przeciwbakteryjne powoduja, ze 612Br moze znalez¢ zastosowanie
w dermatologii (stany zapalne skory o réoznym podiozu), w stomatologii (leczenie

stanow zapalnych dziaset — przyzebica).

86



7. Streszczenie

Tauryna jest gldwnym wolnym aminokwasem w cytozolu leukocytow, o kluczowym
znaczeniu w wielu procesach biologicznych. Tauryna odgrywa istotng role w regulacji ostre;j
reakcji zapalnej. Wychwytuje HOCI i HOBr, wysoce reaktywne oksydanty o silnych
wlasciwosciach mikrobdjczych, produkowane w miejscu zapalenia przez aktywowane
neutrofile i eozynofile. W wyniku tej reakcji powstaja mniej toksyczne haloaminy tauryny:
chloramina tauryny (TauCl) i bromamina tauryny (TauBr). Obie haloaminy tauryny
wykazuja wlasciwosci przeciwzapalne i mikrobdjcze. Dodatkowo TauCl i TauBr indukuja
ekspresje oksygenazy hemowej-1 (HO-1), enzymu indukowanego strebtad s$redni
oksydacyjnym,

o wlasciwos$ciach przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych.

Ze wzgledu na wiasciwosci biologiczne TauCl prowadzono wiele badan nad jej
zastosowaniem w miejscowym leczeniu zakazen w okulistyce i1 laryngologii (np. w leczeniu
zapalenia ucha zewnetrznego, zapalenia spojowek, przewleklego zapalenia zatok). TauBr
wykazuje silniejsze wlasciwosci mikrobojcze niz TauCl, jednak efektywnos$¢ terapeutyczna
TauBr w leczeniu chorob o podlozu zapalnym i infekcyjnym jest organiczna ze wzgledu na
jej niskg trwatos¢. W celu pokonania tego ograniczenia grupa profesoréw Nagla
i Gottardiego z Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku zsyntetyzowata stabilng postac¢
bromaminy tauryny N- monobromo - dimetylotauryng (612Br).

Synteza trwatej postaci bromaminy tauryny - 612Br otworzyla nowe mozliwosci
w badaniach nad wtasciwo$ciami i zastosowaniem TauBr w leczeniu schorzen o podtozu

zapalnym i infekcyjnym. Konieczne byto jednak sprawdzenie czy modyfikacja chemiczna,
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ktora umozliwiata syntez¢ 612Br, nie spowodowala utraty lub zmiany jej potencjalnych
wlasciwosci biologicznych.
Celem pracy doktorskiej bylo poréwnanie wilasciwosci fizykochemicznych,
przeciwzapalnych i mikrobojczych 612Br z whasciwosciami TauBr i TauCl.
W pierwszym etapie badan oceniano wlasciwosci fizykochemiczne 612Br
w porownaniu z TauBr i TauCl. Wykazano, ze 612Br wykazuje dlugoterminowg trwatos¢
w temperaturze ponizej 23°C i pH powyzej 7. Podobnie jak TauBr w zakresie pH od 3 do 7
ulega reakcji dysproporcjonowania w wyniku, ktorej powstajg dwubromaminy. Dodatkowo
612Br, podobnie jak TauBr, reaguje z H20:
W kolejnym etapie badan poréwnano wiasciwosci biologiczne 612Br do TauBr
i TauCl. Porownywano wptyw 612Br oraz TauBr i TauCl na zywotnos¢ komorek oraz
produkcje mediatoréw zapalenia przez mysie makrofagi i ludzkie keratynocyty aktywowane
LPS in vitro. Wykazano, ze 612Br wykazuje podobny wpltyw na zywotnos¢ komorek jak
TauCl i TauBr. 612Br, jest niecytotoksyczna w stezeniach do 300 uM dla makrofagéw i do
1000 uM dla keratynocytow. 612Br zachowala wszystkie wlasciwos$ci przeciwzapalne
TauBr:
e 612Br hamuje produkcje TNFa, IL6, 1L12p40 oraz I1L10 przez stymulowane LPS
makrofagi, oraz produkcje IL8 przez stymulowane LPS keratynocyty ludzkie.
e 612Br hamuje produkcje NO 1 ekspresje iNOS
e 612Br obniza produkcj¢ PGE2 oraz hamuje ekspresj¢ COX-2, co jest zwigzane z
indukcja ekspresji HO-1
e 612Br hamuje produkcje ROS przez neutrofile aktywowane opsonizowanym

zymosanem lub zabitymi komodrkami bakterii.
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Wykazano ponadto, ze 612Br wykazuje silne dziatanie mikrobdjcze w stosunku do
wszystkich badanych szczepéw bakteryjnych. Wiasciwosci mikrobdjcze 612Br badano
w stosunku do wybranych szczepoéw bakteryjnych: P. acnes, S epidermidis, S aureus
i P. aeruginosa.

Podsumowujac, przeprowadzone badania udowodnity, ze synteza 612Br stabilnej
formy TauBr nie spowodowata utraty unikalnych biologicznych wiasciwos$ci naturalnej
TauBr. Co wazne, potencjal przeciwzapalny 612Br jest bardzo podobny do potencjatu
TauBr, dodatkowo 612Br wykazuje silniejsze wtasciwosci mikrobdjcze niz TauBr 1 TauCl.
Nalezy sadzi¢, ze 612Br dzigki swoim wilasciwosciom biologicznym i trwaloéci jest
obiecujacym antyseptykiem w miejscowej terapii wielu schorzen o podtozu zapalnym i

infekcyjnym (np. tradzik 1 parodontoza).
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8. Abstract

Taurine is the most abundant free amino acid in leukocyte cytosol with a great impact
on many biological processes. Taurine plays an important role in the regulation of acute
inflammation. It acts like a scavenger and traps hypohalous acids (HOCI and HOBr), the
microbicidal products of activated neutrophils and eosinophils, to produce less toxic taurine
chloramine (TauCl) and taurine bromamine (TauBr), respectively. Both haloamines show
anti-microbial and anti-inflammatory properties. In addition, TauBr and TauCl are able to
induce expression of heme oxygenase-1 (HO-1), a stress-inducible enzyme, which also has
anti-oxidative and anti-inflammatory capacities.

TauCl, due to its biological properties, has been used in topical treatment of various
infections, mainly in ophthalmology and laryngology (e.g. otitis externa,
keratoconjunctivitis, chronic rhinosinusitis). TauBr shows stronger microbicidal activity than
TauCl. However, TauBr therapeutic effectiveness in infectious and inflammatory diseases is
limited due to its poor stability. To overcome this disadvantage of TauBr, the stable form of
taurine bromamine, namely, N-monobromo-dimethyltaurine (612Br) was synthesized by the
group of Prof. W. Gottardi and Prof. M. Nagl from Medical University of Innsbruck.

Synthesis of the stable 612Br opened new possibilities in application of TauBr in the
treatment of inflammatory and infectious diseases. However, it was necessary to test whether
the chemical modification did not alter biological properties of 612Br.

The aim of this study was to compare physical and chemical, anti-inflammatory

and microbicidal properties of 612Br, with those of TauBr and TauCl.
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Stability of 612Br,TauBr and TauCl in various conditions of pH and temperature has
been investigated:

e 612Br shows long-term stability at temperature below 23°C and pH above 7.0

e 612Br, like TauBr, at pH range from 3-7 undergoes disproportionation
reaction to form dibromamines

e 612Br and TauBr reacts with H2O5.

We have also compared the effect of 612Br with that of TauBr and TauCl on the cell
viability and production of the inflammatory mediators by mouse macrophages and human
keratinocytes activated with LPS in vitro. The effect of 612Br on the cell viability was found
to be similar to the cytotoxicity of TauBr and TauCl. It is non-cytotoxic at concentrations
up to 300 uM for macrophages and up to 1000 uM for keratinocytes. 612Br retained all
anti-inflammatory properties of TauBr:

e 612Br suppressed the production of TNFa, IL6, IL12p40 and IL10 by LPS-stimulated
murine macrophages, and IL8 production by LPS-stimulated keratinocytes.

e 612Br significantly inhibited the production of NO and expression of iNOS.

e 612Br markedly reduced generation of ROS in activated cells. It was shown that
612Br inhibits the production of ROS by neutrophils stimulated with both opsonized
zymosan and killed bacterial cells.

e 612Br decreased the production of PGE>, and reduced the expression of COX-2

which was associated with enhancement of HO-1 expression.

Moreover, 612Br exerted strong microbicidal activity against all tested bacteria. Microbicidal
activity was tested against the selected bacterial strains of P. acnes, S. epidermidis, S. aureus

and P. aeruginosa.
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Finally, this study proved that synthesis of 612Br, the stable derivative of TauBr, did
not cause the loss of the unique biological properties of native TauBr. Importantly, while
anti-inflammatory potential of 612Br is very similar to that of TauBr, it shows much stronger
microbicidal activity than TauBr and TauCl. Therefore, in our opinion, these biological
properties and long term stability make 612Br a very promising agent in the local treatment

of inflammatory and infectious diseases (e.g. acne vulgaris, periodontitis).
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