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Streszczenie

Skora jako najbardziej zewnetrzna powtloka ciata jest nieustannie narazona na urazy.
Integralno$¢ zranionej skory zostaje przywrdcona poprzez gojenie reperacyjne/naprawcze,
w wyniku ktorego powstaje blizna lub sporadycznie obserwowane wsrod ssakow gojenie
regeneracyjne (bezbliznowe). Jednym z czynnikéow transkrypcyjnych zaangazowanych
w bliznowe gojenie urazoéw skory jest czynnik Foxnl, ktorego brak w skorze objawia sie

niewyjasnionym jak dotagd mechanizmem gojenia bezbliznowego — regeneracyjnego.

Jednym  z kluczowych czynnikow $rodowiskowych, ktore mogg kierowaé
naprawczym Vs regeneracyjnym procesem gojenia ran jest obnizona dostepnos¢ tlenu
(hipoksja). Indukowany hipoksja czynnik Hif-1a. (ang. Hypoxia-inducible factor-1a), jako
glowny regulator homeostazy tlenowej, bierze udziat we wszystkich etapach gojenia urazow
skory, a nieprawidtowosci w jego ekspresji skutkuja niegojacymi si¢ ranami (niskie poziomy
Hif-1a) lub bliznami przerostowymi (wysokie poziomy Hif-1a). Uzyskane przez Zespét
Biologii Regeneracyjnej wyniki wykazaly znaczace réznice w ekspresji genéw zwigzanych
z hipoksja (m.in. Hif-la) pomiedzy myszami wykazujacymi ekspresje czynnika
transkrypcyjnego  Foxnl  (Foxnl**),  aosobnikami  z nieaktywnym  czynnikiem
transkrypcyjnym Foxnl (Foxnl”), co wskazuje na obecno$é¢ interakcji pomiedzy Foxni,

a czynnikami/genami zwiazanymi z niskg dostepnoscia tlenu.

Celem podjetych w pracy badan bylo wykazanie wspoldziatania indukowanego
hipoksja czynnika Hif-1a oraz czynnika transkrypcyjnego Foxnl na przekierowanie procesu

gojenia regeneracyjnego (bezbliznowego) na gojenie naprawcze (bliznowe).

W oparciu o przeprowadzone doswiadczenia in vivo wykorzystujace wycigcie jako
model urazu skory (ang. excisional skin wound model) potwierdzono, ze myszy Foxnl™” goja
urazy skorne na drodze regeneracji, ktora charakteryzuje si¢ m.in. szybka re-epitelializacja,
zmodyfikowanymi, charakterystycznymi dla gojenia bezbliznowego poziomami ekspresji:
transformujacego czynnika wzrostu B3 (TgfB-3), metaloproteinaz macierzy (MMPS) oraz ich
inhibitorow (TIMPS).



Przeprowadzone analizy oparte na doswiadczeniach in vivo oraz in vitro wskazaty, iz
Foxnl stymuluje bliznowe gojenie urazow skory poprzez regulacje ekspresji czynnikow
zwigzanych z obnizong dostepnoscig tlenu: Hif-1a, Ep300 oraz Fih-1. Ponadto doswiadczenia
in vitro wykazaty, ze Foxnl w warunkach obnizonej dost¢pnosci tlenu spowalnia procesy
zwigzane z odbudowsg naskorka (migracja keratynocytow) oOraz angiogeneza (obnizona
ekspresja Vegfa), cechami charakterystycznymi dla naprawczego gojenia urazéw skory.
Przeprowadzone analizy proteomiczne: keratynocytow transdukowanych adenowirusem
niosgcym Foxnl (Ad-Foxnl), a nastepnie hodowanych w warunkach hipoksji lub normoksji,
atakze odpowiadajacych im Kkeratynocytowych mediéw pohodowlanych (KCM; ang.
keratinocyte conditional media) pozwolity na wykazanie wczesniej nierozpoznanej funkcji
Foxnl jako elementu regulujacego ochrong antyoksydacyjng w skorze. Przedstawione wyniKi
sg pierwszymi, ktore wskazuja na udziat Foxnl w indukcji systemu obrony antyoksydacyjnej
poprzez aktywacj¢ uktadu tioredoksyn w skorze, atakze identyfikuja Foxnl jako glowny
regulator reduktazy tioredoksyny 3 (Txnrd3) w procesie gojenia urazoéw skory.

W prezentowanej pracy doktorskiej wykazano, iz Foxnl w skorze reguluje czynniki
zwigzane z obnizong dostgpno$cig tlenu wplywajac przez to na wybor $ciezki gojenia:
regeneracyjny vs reperacyjny. Ponadto, dane wskazuja na mozliwy mechanizm molekularny,
w ktorym Foxnl wraz zhipoksja uczestnicza w aktywacji obrony antyoksydacyjnej
I kontrolujg wtasciwosci funkcjonalne keratynocytow. Przyszie badania moga dostarczyé
nowych rozwigzan w zakresie antyoksydacyjnej ochrony oraz poprawy gojenia si¢ ran skory.



Summary

The skin, as the outermost barrier of the body, is exposed to threats from the external
environment including injuries. The integrity of the wounded skin is restored through
a reparative healing process, which results in scar formation or the regenerative healing (scar
free) observed occasionally in mammals. One of the transcription factors involved in scar
wound healing process is Foxnl, which lack in skin is manifested by scar-free healing —

regeneration, that mechanisms is still unexplained.

One of the major factors that may guide reparative vs regenerative skin wound healing
is reduced availability of oxygen (hypoxia). Hypoxia inducible factor-1a (Hif-10) as a master
regulator of oxygen homeostasis, is involved in all stages of skin wound healing. The
abnormalities in Hif-1o expression may lead to adverse healing as unhealing ulcers (Hif-1a
underexpression) or hypertrophic scars (Hif-1a overexpression). The results obtained by the
Regenerative Biology Team showed the significant differences in the expression of genes
associated with hypoxia (Hif-1a) between skin of Foxnl” and Foxnl** mice. This data
indicates an interaction between Foxnl and factors/genes associated with low oxygen

availability.

The purpose of the present research was to demonstrate interplay/interaction between
Foxnl and Hif-1a which may direct the outcome of cutaneous repair: reparative (scar-

forming) vs regenerative (scarless).

Performed in vivo experiments that were based on excisional skin wound model
confirmed that mice with inactive transcription factor Foxnl (Foxn1™) heal skin injuries by
regeneration, which is characterized by: rapid re-epithelialization, and modified characteristic
for scar-free healing process, expression levels of transforming growth factor B (Tgfp-3),

matrix metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPS)

The analyzes based on in vivo and in vitro experiments indicated that Foxnl, as
a potential regulator of factors related to hypoxia: Hif-10, Ep300 and Fih-1, regulates scar
wound healing process. Moreover, in vitro experiments have shown that Foxnl1 under hypoxic
conditions, slows down processes related to epidermal reconstruction (keratinocyte migration)

and angiogenesis (reduced Vegf expression), which are characteristic for the skin wound



repair. The proteomic analyzes of keratinocytes transduced with adenoviral vector carrying
Foxnl-eGFP (Ad-Foxnl) cultured under hypoxic or normoxic conditions as well as
corresponding  keratinocyte conditional media (KCM) demonstrated a previously
unrecognized function of Foxnl as aregulator of antioxidant defense in the skin. These
findings highlight the newly defined role of Foxnl as an important regulator in the anti-ROS
response through regulation of the thioredoxin system (Txn). Furthermore, the results indicate
Foxnl as a major regulator of thioredoxin 3 reductase (Txnrd3) during skin wound healing

process.

In the presented doctoral dissertation, it was demonstrated that Foxnl in the skin
regulates factors related to hypoxia thus influencing/affecting the choice of the healing path:
regenerative vs reparative. Moreover, the results indicate a possible mechanism by which
Foxnl and/or hypoxia participates in activation of antioxidant defense system and regulates
physiological changes in keratinocytes. Future studies may provide new solutions for

antioxidative skin protection and improvement in skin wound healing.
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1. Wstep

1.1. Skora: budowa i funkcje

Skora jako najwickszy organ ijednoczesnic najbardziej zewnetrzna powtoka ciata
stanowi barier¢ ochronng organizmu przed czynnikami zewnetrznymi (lbrahim i wsp. 2021).
Do glownych funkcji skory mozemy zaliczy¢ ochrone organizmu przed infekcjami, utrata
ciepta, promieniowaniem ultrafioletowym iurazami mechanicznymi (Cho iwsp. 2009;
Romanovsky iwsp. 2014; Piipponen iwsp. 2020). Ponadto jako narzad neuro-immuno-
endokrynny skoéra peini istotng role w odbiorze sygnatow ze $rodowiska zewnetrznego
(temperatura, dotyk) i wewnetrznego (neurony, hormony) zapewniajac przy tym utrzymanie

homeostazy ogolnoustrojowej (Stominski i wsp. 2012; Stominski i wsp. 2015).

W skorze ssakow wyrdznia si¢ trzy podstawowe warstwy: naskorek (ang. epidermis),
skore wiasciwa (ang. dermis) oraz podskorng tkanke thuszczowsa (ang. hypodermis) (Rycina
1) (Cooper iwsp. 2002). Najbardziej zewne¢trzng warstwe skory stanowi naskorek, Ktory
utworzony jest przez nabtonek wielowarstwowy ptaski rogowaciejacy. Jego gtowng mase
komorkowa stanowia Keratynocyty a zaraz obok nich komorki Merkla (receptory dotyku),
melanocyty (komorki pigmentowe) oraz komoérki Langerhansa (komorki dendrytyczne)
(Leigh iwsp. 1994). Obecne w warstwie podstawnej naskorka komorki macierzyste
i progenitorowe bedace prekursorami dojrzatych keratynocytow warunkuja ciagla jego
odnowe iwymiang. Nowopowstajagce Keratynocyty opuszczajag warstwe podstawng
I rozpoczynaja wedrowke w kierunku zewnetrznej powierzchni skory, ulegajac procesowi
stopniowego réznicowania. W zaleznosci od stopnia zréznicowania, keratynocyty w naskorku
uktadajg si¢ w kilka warstw (Rycina 1): (1) warstwe podstawng (bazalng) (fac. stratum
basale), (2) warstwe kolczystg (fac. stratum spinosum), (3) warstwe ziarnistg (fac. stratum
lucidum), (4) warstwe jasng (fac. stratum spinosum) oraz (5) warstwe rogowa (najbardziej
zewnetrzng) (fac. stratum corneum) po czym obumieraja, ulegaja keratynizacji i ztuszczaniu
(Bochenek 1989; Czarnecka-Operacz 2006).

Podczas procesu roéznicowania keratynocyty podlegaja  Szeregowi zmian
czynnosciowych i strukturalnych m.in. ulegaja transformacjom morfologicznym (zmiana
ksztaltu), a takze tracg zdolnos$¢ do podziatu. w zaleznosci od stopnia zrdznicowania, inicjujg
ekspresje odmiennych markerow naskorka. Stad tez w komoérkach warstwy podstawnej

dominujg keratyna 5 i 14, zas w warstwie kolczystej keratyna 1 i10. Natomiast, biatkami



markerowymi komorek warstwy ziarnistej sg inwolukryna, lorikryna i filagryna (Yuspa i wsp.
1989; Lechler i wsp. 2005; Btaszczyk 2013).

Tuz pod btong podstawng oddzielajaca naskorek znajduje si¢ skora wiasciwa, bogata
w komorki tkanki tacznej — fibroblasty skory, komorki ttuszczowe, komorki odpornosciowe
oraz liczne skupiska naczyn inerwoéw. Fibroblasty, jako najwieksza populacja komorek
rezydujgcych  w skorze  wilasciwej, produkujg iwydzielaja komponenty macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) m.in. kolagen, proteoglikany
I fibronektyng (Sawicki 2005; McAnulty iwsp. 2007). w obrebie skory wilasciwej mozna
wyodrebni¢ dwie warstwy: brodawkowata (fac. stratum papillare) oraz utozona pod nig
warstwe siateczkowatg (fac. stratum reticulare). Warstwa brodawkowata zbudowana jest
z tkanki wiloknistej i sktada si¢ z licznych wiokien kolagenowych (gtownie typu ii IlI),
elastynowych i retikulinowych oraz komoérek uktadu odpornosciowego. Nizej potozona
warstwa siateczkowata zbudowana jest z tkanki tacznej zbitej o znacznie grubszym utkaniu
wilokien kolagenowych zapewniajac skorze rozciagliwos¢ i odporno$é na urazy (Cichocki
i wsp. 2009). Badania ostatnich kilku lat wyodrebnily nowa populacje komoérek wchodzaca
w sktad skory wilasciwej — $rodskorne komorki ttuszczowe (dWAT, ang. dermal White
Adipose Tissue) (Wojciechowicz iwsp. 2013), ktore zaangazowane sa M.in. W procesy
gojenia urazow, cykliczng regeneracje wtosow oraz termoregulacje (Schmidt i wsp. 2013;
Kasza i wsp. 2014, Walendzik i wsp. 2020; Gawronska-Kozak i wsp. 2022).

Podskorna warstwa tlhuszczowa to najglebiej potozona warstwa skory (Rycina 1),
zbudowana gtownie z tkanki tacznej wlasciwej luznej oraz tkanki tluszczowej. Peini role
magazynu substancji zapasowych, izolatora termicznego oraz chroni przed urazami

mechanicznymi (Bochenek 2018).
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Rycina 1. Budowa skéry myszy. Opracowanie wlasne wykonane w programie Biorender na
podstawie kompendium histologii Cichocki i wsp. 2009 oraz Mescher 2020.

1.2. Gojenie urazow skornych

1.2.1. Gojenie bliznowe

Przerwanie cigglosci skory wywotane urazem, ingerencja chirurgiczng czy tez chorobg
moze skutkowac¢ zaburzeniami homeostazy. Integralno$¢ zranionej skory zostaje przywrocona
dzigki skutecznym systemom naprawy i niezwyklemu mechanizmowi interakcji komorek,
cytokin i czynnikéw wzrostu (Piipponen iwsp. 2020; Tottoli i wsp. 2020). Zraniona skora
dorostych ssakow Qoi si¢ W procesie naprawczym (reperacyjnym), ktorego efektem jest
wytworzenie blizny. Proces gojenia ran skornych zostal scharakteryzowany jako szereg
postepujacych izachodzacych na siebie faz: fazy zapalnej, fazy migracji i proliferacji
komoérkowej oraz fazy przebudowy i dojrzewania tkanki bliznowej (Rycina 2) (Singer i wsp.
1999; Gurtner iwsp. 2008). Bezposrednim nastgpstwem zranienia jest powstanie
miejscowego krwotoku i niedotlenienia tkanek spowodowanego przerwaniem ciggtosci
naczyn krwiono$nych. Powstaty w miejscu zranienia skrzep stanowiacy siatke fibryny wraz

z osadzonymi w niej ptytkami krwi przywraca homeostaze istaje si¢ rusztowaniem dla
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komorek infiltrujacych obszar zranienia (Singer i wsp. 1999; Gurtner i wsp. 2008). Obecne
w miejscu urazu komoérki uktadu immunologicznego (neutrofile, makrofagi, limfocyty)
zapobiegaja infekcji iuwalniajg liczne mediatory: cytokiny iczynniki wzrostu, mig¢dzy
innymi: ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor), naskorkowy
czynnik wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor), transformujace czynniki wzrostu
(TGFB, ang. transforming growth factor /) oraz czynnik wzrostu fibroblastow-7 (FGF-7, ang.
fibroblast growth factor 7) ktére mobilizuja makrofagi, neutrofile i fibroblasty inicjujac
zapalng faze gojenia (Park iwsp. 2004). w kolejnej fazie procesu gojenia nastepuje
intensywna migracja i proliferacja keratynocytow celem odbudowy uszkodzonego naskorka
(ang. re - epithelialization). w tym samym czasie dochodzi réwniez do procesu odbudowy
naczyn krwiono$nych (ang. angiogenesis) i wytworzenia tkanki ziarninowej. Pojawiajace si¢
w miejscu zranienia fibroblasty i miofibroblasty produkuja iwydzielaja kolagen typu Ill,
glikozoaminoglikany oraz proteoglikany stanowigce gtéwne sktadniki macierzy
zewnatrzkomorkowej, tworzac ziarning (Singer i wsp. 1999; Gurtner i wsp. 2008; Guo i wsp.
2010).

Ostatnim etapem procesu gojenia urazéw skornych jest przebudowa tkanki bliznowej.
Ta faza kontrolowana jest przez metaloproteinazy macierzy (Mmps, ang. matrix
metalloproteinases) iich inhibitory tkankowe (Timps, ang. tissue inhibitor of
metalloproteinases). Fibroblasty produkujace sktadniki macierzy zewngtrzkomoérkowej (w
tym kolagen) przeksztatcajg si¢ w bardzo aktywne miofibroblasty, zdolne do obkurczania
rany. Poczatkowo rusztowanie rany stanowi kolagen typu Ill, ktory jest czgsciowo
zastepowany przez kolagen typu i przy udziale enzymoéw, gtownie metaloproteinaz macierzy
oraz ich inhibitorow. Nastepnie wigkszos¢ komorek w tozysku rany (makrofagi, komorki
srodbtonka i miofibroblasty) ulega zaprogramowanej $mierci komorkowej i powstaje blizna
przywracajaca cigglos¢ skory i jej funkcje ochronne (Gurtner i wsp. 2008). Jednakze powstata
blizna nieodwracalnie uposledza prawidtowe funkcjonowanie skory jako narzadu neuro-

immuno-endokrynnego.
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Rycina 2. Fazy gojenia urazow skornych. Opracowanie wlasne wykonane w programie

Biorender na podstawie Singer i wsp. 1999 oraz Gurtner i wsp. 2008.
1.2.2. Gojenie bezbliznowe - regeneracyjne

Regeneracja (gojenie bezbliznowe) urazow skory przywraca budowe i funkcje
tozsamg z tkankami niezranionymi. Jednakze zdolno$¢ do regeneracji jest cecha spotykang
glownie U bezkregowcOw I nizszych kregowcow m.in. u przedstawicieli ryb Danio
pregowany (fac. Danio rerio) (Poss iwsp. 2003) oraz gadow i ptazéw ogoniastych —
jaszczurki (fac. Lacertilia), aksolotla (fac. Ambystoma) (Brockes i wsp. 2002, Kato i wsp.
2003). Zjawisko regeneracji u ssakow jest ewenementem (Brockes i wsp. 2002; Kato i wsp.
2003). Dotychczasowe badania wykazaty, ze ludzkie ptody, ktore rozwijaja si¢ W srodowisku
wewnatrzmacicznym O obnizonej dostepnosci tlenu (hipoksja), sa zdolne do regeneracji
urazoéw Skory, jednak tracg ta zdolno$¢ w trzecim trymestrze rozwoju ptodowego (Rowlatt
i wsp. 1979; Lorenz i wsp. 1992). Podobnie ptody myszy i szczurow sg zdolne do regeneracji
urazow skory przez pierwsze dwa trymestry, czyli do odpowiednio 16 i18 dnia rozwoju
ptodowego (lhara i1wsp. 1990). Dotychczas wykazano, ze unikalne cechy wlasne
regenerujacej si¢ skory anie srodowisko (ptyn owodniowy), w ktorym rozwija si¢ ptod

warunkujg bezbliznowy proces gojenia. Na charakterystyke tego procesu sktadajg sie¢ m.in.
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obnizona odpowiedz immunologiczna, odmienna charakterystyka fibroblastow, zwigkszony
poziom Tgf-B3 i zwigkszona ilos¢ kwasu hialuronowego (HA, ang. hyaluronic acid) (Tabela
1) (Lorenz iwsp. 1993). Jednak pomimo obszernych badan, ktore wskazuja na potencjalne
przyczyny unikatowej predyspozycji ptodow do regeneracji zranionej skory, doktadny
mechanizm tej zdolnosSci wcigz nie zostat poznany. U dorostych ssakéw gojenie bezbliznowe
ran jest bardzo rzadkie, i jak dotad wykazane u: (1) krolikéw w matzowinie usznej (Goss
I wsp. 1975), (2) ludzi i myszy — regeneracja opuszek palcow (Han i wsp. 2005; Han i wsp.
2008), (3) myszy kolczastych (Acomys) (Seifert i wsp. 2012) oraz (4) myszy pozbawionych
aktywnosci Foxnl (Foxnlnu; Foxnl™), tzw. myszy nagich (ang. nude mice) (Gawronska-
Kozak 2004; Gawronska-Kozak i wsp. 2006; Manuel i Gawronska-Kozak 2006; Gawronska-
Kozak 2011).

Tabela 1. Poréwnanie elementow skltadowych procesu gojenia wurazow skory

w modelu bliznowym oraz bezbliznowym

Gojenie bezbliznowe

Elementy
skladowe procesu | Gojenie Ssaki
gojenia urazéw bliznowe | Nizsze Doroste
skory kregowce | pjoqy Myszy kolczaste

-
Myszy Foxn1 (Acomys cahirinus)

Obnizona odpowiedz
immunologiczna
Przyspieszony

proces - + + + +
re-epitelializacji
Wysoki stosunek

- + + + +

kolagenu Ill do - + + + +
kolagenu
Wysoki poziom
TGFp3 - + + + +

(pro-regeneracyjny)
Wysoki poziom
TGFp1 + - - - -
(pro-bliznowy)
Wysoki poziom
kwasu - + + + +
hialuronowego
Odmienne w
stosunku do gojenia

bliznowego poziomy - + + + +
MMP/TIMP
Obecnos¢ blizny + - - - -

Opracowano na podstawie: Manuel iwsp. 2006, Roy iwsp. 2008, Seifert i wsp. 2012, Gawroriska-
Kozak i wsp.2006 i 2014, Bukowska i wsp. 2017, Yoon i wsp. 2020
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1.3. Czynnik transkrypcyjny Foxnl

Czynniki transkrypcyjne stanowig grupe niezwykle istotnych regulatoréw procesu
gojenia urazow skornych, w ktorej wyrdznia si¢ m.in. kompleks biatkowy — AP-1 (ang.
activator protein 1), receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow - Pparp/d (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor p/6), geny homeotyczne - HoxA3 i HoxD3
(ang. homeobox genes), grupe mediatorow — Smad2 (ang. mothers against decapentaplegic
homolog 2) i Tcf/Lef (ang. T cell factor/lymphoid enhancer factor family) (szlak sygnatowy
Wnt/B-katenina), czynniki nalgzace do rodziny Foxol i 3 (ang. forkhead box O family) oraz
Ovoll i 2 (ang. ovo-like transcriptional repressor 1 and 2) (Teng i wsp. 2007; Schafer i wsp.
2007; Bellavia i wsp. 2014; Lee i wsp. 2014; Mori i wsp. 2014; Donati i wsp. 2014).

Jednym z czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanym w utrzymywaniu homeostazy
skory jest naskorkowy czynnik Foxnl (forkhead box N1) nalezacy do rodziny
Forkhead/winged helix (Nehls iwsp. 1994). Ekspresja Foxnl ogranicza si¢ do komorek
nabtonkowych grasicy i skory. w grasicy Foxnl peini funkcje regulatora réznicowania sig¢
komorek nabtonkowych warunkujacych dojrzewanie limfocytow typu T (Nehls i wsp.1996).
Badania wykazaty, ze wraz z fizjologicznym procesem inwolucji grasicy nast¢puje
zmniejszona produkcja limfocytow T (niedoboér odpornosci), ktora koreluje z jednoczesnym
spodkiem poziomu mRNA Foxnl (Pignata i wsp. 1996; Sun i wsp. 2010; Zhang i wsp. 2012;
Bredenkamp i wsp. 2014).

W skorze czynnik transkrypcyjny Foxnl ulega ekspresji w pierwszej warstwie
keratynocytow tworzacych warstwe kolczystg (warstwa przypodstawna), w pojedynczych
komorkach warstwy podstawnej oraz w mieszkach wiosowych (Rycina 3) (Lee i wsp. 1999;
Prowse iwsp. 1999; Gawronska-Kozak iwsp. 2016). Dane literaturowe wykazaty, ze
w skorze niezranionej Foxnl: (1) reguluje rownowage migdzy proliferacja a réznicowaniem
si¢ keratynocytow (Prowse i wsp. 1999; Lee i wsp. 1999), (2) stymuluje proliferacj¢ poprzez
kontakt komorka-komorka i sekrecje parakrynng (Prowse i wsp. 1999; Lee i wsp. 1999), (3)
bierze udzial w procesach pigmentacji skory i wlosow (Weiner iwsp. 2007), atakze (4)
w rozwoju mieszkow wtosowych (Lee i wsp. 1999; Weiner i wsp. 2007). Ponadto wykazano,
iz W procesie gojenia urazéw skornych Foxnl uczestniczy w odbudowie naskorka aktywujac
keratyne 6 116 (markery proliferacji imigracji keratynocytow), atakze W przejéciu
nabtonkowo-mezenchymalnym  (EMT, ang.  Epithelial-Mesenchymal  Transition)

(Gawronska-Kozak i wsp. 2016; Kopcewicz i wsp. 2017).
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Rycina 3. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego Foxnl w skérze. Opracowanie wiasne
wykonane w programie Biorender na podstawie Lee iwsp. 1999; Prowse iwsp. 1999;

Gawronska-Kozak i wsp. 2016.

Inaktywujaca mutacja w obrebie genu Foxnl (myszy Foxnl”) ma dziatanie
plejotropowe i prowadzi do powstania tzw. fenotypu nagiego charakteryzujacego si¢ brakiem
wlosow, deficytem odpornosci immunologicznej oraz zmianami w budowie skory (Frank
i wsp. 1999; Brissette iwsp. 1996; Pignata iwsp. 1996; Nehls iwsp. 1994). Badania
prowadzone przez Prof. Barbar¢ Gawronskg-Kozak wykazaly, ze myszy pozbawione
czynnika Foxnl posiadaja zdolno$¢ do regeneracji owalnych wycie¢ w matzowinie usznej
zZ nastepujaca regeneracja chrzastki (Gawronska-Kozak 2004) oraz do gojenia bezbliznowego
urazow skory (Gawronska-Kozak i wsp. 2006; Manuel i wsp. 2006; Gawronska-Kozak 2011).
Co niezwykle istotne, brak aktywnosci czynnika Foxnl jest cechg wspolng przedstawicieli
ssakow wykazujacych zdolno$¢ do gojenia regeneracyjnego (bezbliznowego): ptodow
ssaczych (dwa pierwsze trymestry ciazy) oraz myszy Foxnl”. Wykazano réowniez, ze

pojawienie si¢ ekspresji Foxnl w skorze w okresie zycia ptodowego pokrywa sie z tzw.
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punktem przejscia (ang. transition point), w ktorym zanika zdolno$¢ do gojenia
bezbliznowego arozpoczyna si¢ gojenie naprawcze (bliznowe) (Lee 1wsp. 1999).
Wspomniany punkt przejscia nastgpuje miedzy 16,5 a 18,5 dniem zycia ptodowego u myszy
i szczurow (lhara iwsp.1990), a24 tygodniem u ludzi (Lorenz iwsp.1992). Zatem, czy
ekspresja Foxnl w skorze warunkuje bliznowe gojenie urazow skory, a jego brak odpowiada

za fenomen regeneracji?

Chcac odpowiedzie¢ na to pytanie wdalszych analizach Zesp6t Biologii
Regeneracyjnej pod kierownictwem Prof. B. Gawronskiej-Kozak poréownat transkryptomy
skory myszy zdolnych do regeneracji (ptody myszy Foxn1** z 14 dnia zycia ptodowego oraz
doroste myszy pozbawione aktywnej formy Foxnl (myszy Foxnl”)) do transkryptomow
skory myszy gojacych urazy skorne z wytworzeniem blizny (ptody myszy Foxn1** z 18 dnia
zycia ptodowego; oraz doroste myszy Foxn1**) (Kur-Piotrowska i wsp. 2017).

Wyniki wykazaty, iz dwa modele gojenia bezbliznowego (ptody myszy w 14 dniu
rozwoju oraz doroste myszy Foxnl”) posiadaja liczne podobienstwa w profilach
transkryptomicznych m.in. taczyt je zmieniony profil ekspresji genow skory zwigzanych
z przebudowa tkanek, budowa cytoszkieletu, gojeniem urazéw, odpowiedzig immunologiczng
I roznicowaniem (Kur-Piotrowska iwsp. 2017). Te charakterystyczne zmiany w ekspresji
genow sugeruja, iz Foxnl stanowi istotny element na drodze przekierowania szlakow
bezbliznowych na szlaki naprawcze podczas procesu gojenia urazow skornych. Jednakze
rozpoznanie genéw docelowych czynnika Foxnl, a w konsekwencji ich funkcji w procesie

gojenia urazow skory wcigz oczekuje na wyjasnienie.

1.4. Hipoksja i indukowany hipoksja czynnik Hif-1a

Jednym z kluczowych bodzcow srodowiskowych, ktore moga kierowaé zdolnosciami
naprawczymi vs regeneracyjnymi gojenia ran jest obnizona dostepno$¢ tlenu (hipoksja). Ostre
niedotlenienie uszkodzonych tkanek, w tym skory, jest czynnikiem wyzwalajgcym proces
gojenia si¢ ran (Lokmic i wsp. 2012). Jak wskazuja dane literaturowe gtéwnym regulatorem
homeostazy tlenowej jest indukowany hipoksja czynnik Hif-1a. Czynnik transkrypcyjny Hif-
1 jest heterodimerem ztozonym z dwaéch podjednostek, Hif-1a i Hif-1p (Xiao i wsp. 2013).
w tkankach, w warunkach normalnej dostepnosci tlenu (normoksja), Hif-1o ulega szybkiej
degradacji (proces potranslacyjny) w reakcji katalizowanej przez prolilo-4-hydroksylazy HIF
(PHD) i czynnik hamujacy Hif-1 (Fih-1, ang. factor-inhibiting hypoxia-inducible factor)
w sposob zalezny od tlenu. Obnizona dostepnos¢ tlenu blokuje degradacje Hif-1o wskutek
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niedoboru PHD i Fih-1 prowadzac ostatecznie do jego akumulacji. Dodatkowo stabilizacja
poziomu biatka Hif-1lo jest uzyskiwana przez aktywnos$¢ tioredoksyny 1 (Txnl, ang.
thioredoxin 1) (Welsh i wsp. 2002). Wskutek niedoboru tlenu podjednostka Hif-1a nie ulega
degradacji i mozliwa jest jej heterodimeryzacja z podjednostkg B, a nastepnie przylgczenie
koaktywatora Hif-1o. — Ep300 (p300/CBP; Kallio i wsp. 1998). Taki kompleks wigze si¢ do
specyficznej sekwencji DNA — HRE (ang. hypoxia response element), powodujac aktywacje
transkrypcji wielu genow regulowanych hipoksja, m.in. czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (Vegf, ang. vascular endothelial growth factor), ptytkowego czynnika wzrostu
B (Pdgf-b, ang. platelet derived growth factor-B) oraz biatka szoku cieplnego 90 (Hsp-90,
ang. heat shock protein 90) (Semenza 2004; Chen iwsp. 2012; Dengler iwsp. 2014).
Ponadto, jako gléwny regulator homeostazy tlenowej, Hif-1a bierze udzial we wszystkich
stadiach gojenia: migracji, proliferacji keratynocytow i fibroblastow, uwalniania cytokin oraz
syntezy elementow macierzy zewnatrzkomorkowej. Liczne doniesienia wykazaty, iz niedobor
Hif-1a. prowadzi do chronicznej hipoksji, aw konsekwencji do niegojacych si¢ ran.
Natomiast, wysoka ekspresja Hif-1a jest odpowiedzialna za tworzenie blizn przerostowych
(Hong i wsp. 2014). Dane te wskazuja, ze srodowisko hipoksji oraz poziomy ekspresji Hif-1a.
determinujg gojenie urazow skornych.

Wspomniane we weczesniejszym rozdziale badania Prof. Gawronskiej-Kozak
wykazaty, ze myszy z nieaktywnym czynnikiem transkrypcyjnym Foxnl (Foxnl”) sa
dorostymi przedstawicielami modelu gojenia regeneracyjnego (bezbliznowego) (Gawronska-
Kozak iwsp. 2004, 2006, 2011). Co niezwykle istotne, brak aktywno$ci czynnika
transkrypcyjnego Foxn1 jest cecha wspolna myszy nagich (Foxn1™) oraz ptodéw ssakéw (do
trzeciego trymestru rozwoju plodowego), ktore rozwijaja si¢ W srodowisku O obnizonej
dostepnosci tlenu. Bioragc pod uwage mozliwe powigzanie aktywnosci Foxnl i hipoksji
w procesie gojenia urazéw skornych, Zespot Biologii Regeneracyjnej przeprowadzit
szczegdtowe analizy  ekspresji  genow wskérze myszy Foxnl” i Foxnl'*.
Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji, wykazato znaczace roznice
w ekspresji genéw zwigzanych z hipoksja (m.in. Hif-la oraz Txn 1) pomigdzy myszami
Foxn1** i Foxn1” (Kur-Piotrowska i wsp. 2017). Ponadto, do$wiadczenia in vitro wykazaty,
ze ekspresja Foxnl w hodowlach pierwotnych keratynocytéw jest indukowana warunkami
obnizonej dostepnosci tlenowej (Kur-Piotrowska iwsp. 2018). Zatem, jesli hipoksja
w warunkach in vitro indukuje ekspresjc Foxnl, to czy hipoksja majgca miejsce
w poczatkowych etapach procesu gojenia urazow skory moze angazowaé czynnik Foxnl?

Wspomniane badania rzucity nowe $wiatlo na fenomen bezbliznowego procesu gojenia,
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sugerujac, iz interakcje pomiedzy Foxnl a czynnikami zwigzanymi z niskg dostepnos$cig tlenu
(np. Hif-1a) warunkujg fizjologiczny wybor sposobu gojenia skory: regeneracyjny vs

reperacyjny.

1.5. Tioredoksyny- obrona antyoksydacyjna skory

Jedng z wazniejszych rol jakie odgrywa uktad tioredoksyn w skorze, jest obrona
komorek przed stresem oksydacyjnym wywotanym hipoksjag w miejscu urazu. Wiele badan
wykazalo, ze Srodowisko 0 zredukowanych poziomie tlenu wptywa na stabilizacj¢ Hif-1a,
zwlaszcza poprzez aktywnos¢ tioredoksyny 1 (Welsh i wsp. 2002; Zhou i wsp. 2007; Cao
i wsp. 2020). Tioredoksyny stanowig grupg biatek enzymatycznych, ktorych kluczowa rola
polega na utrzymaniu homeostazy oksydoredukcyjnej. System tioredoksyn obejmuje:
tioredoksyny (Txns, ang. thioredoxins), reduktazy tioredoksynowe (Txnrds, ang. thioredoxin
reductases), fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADP, ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) i biatka oddziatujace z tioredoksynami. Do tej pory
zidentyfikowano i opisano w komaérkach ssakéw dwie izoformy Txns: cytozolowa Txnl (12
kDa) i mitochondrialng Txn2 (15,5 kDa) oraz ich reduktazy — Txnrdl i Txnrd2. Warto
nadmieni¢, ze dane literaturowe wskazuja na obecnos¢ trzeciej niedawno zidentyfikowanej
izoformy reuktazy tioredoksyny 3 (Txnrd3), jednak jak dotad nie ustalono jej doktadnej

funkcji i lokalizacji tkankowe;j.

Nalezy podkresli¢, ze prawidtowo dziatajacy system tioredoksyn chroni komorke
przed stresem oksydacyjnym, reguluje migracje, proliferacje iapoptoze komorek, a takze
uczestniczy w transmisji sygnatu poprzez regulacj¢ aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych.
Skora narazona na zagrozenia Srodowiskowe, W tym urazy i stres oksydacyjny, rozwija
skuteczny, ale nie do konca rozpoznany system naprawczy i antyoksydacyjny. w wyniku
zranienia aktywowane sa czynniki indukowane hipoksja m.in. Hif-1a, cytoplazmatyczna
forma Txnl wzmacniajgca aktywno$¢ Hif-la oraz bedaca gtownym niszczycielem wolnych
rodnikow tlenowych. Wspomniane w poprzednich rozdziatach badania zespotu Prof.
Gawronskiej-Kozak wykazaty, iz hipoksja moduluje ekspresj¢ Foxnl w keratynocytach (Kur-
Piotrowska i wsp. 2017). Dalsze badania zespotu wykazaly obecnos¢ aktywnej formy Txn
w keratynocytach stymulowanych przez Foxnl (Kur-Piotrowska iwsp. 2018). Tak wigc
nasuwa si¢ pytanie czy istnieje mozliwosé¢ interakcji uktadu tioredoksyn z czynnikiem
transkrypcyjnym Foxnl i warunkami obnizonej dostgpnosci tlenowej? w niniejszej rozprawie

poszukuje si¢ odpowiedzi na to pytanie.
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Biorgc pod uwage przytoczone dane literaturowe oraz badania wiasne Zespotu
Biologii Regeneracyjnej wskazujace na szeroki zakres dziatania Foxnl zatozono, ze czynnik
transkrypcyjny Foxnl poprzez wspotdziatanie z indukowanym hipoksja czynnikiem Hif-1a
ijego genami docelowymi moze wplywaé na przekierowanie procesu gojenia

regeneracyjnego (bezbliznowego) na gojenie naprawcze (bliznowe).

20



2. Hipoteza i cele badawcze

W oparciu 0 badania wiasne i dostgpne dane literaturowe, w ramach przedstawionej

pracy doktorskiej, postawiono nadrzedna hipoteze badawczg, iz:

Indukowany hipoksja czynnik Hif-la poprzez wspoéldzialanie z czynnikiem
transkrypcyjnym Foxnl przekierowuje proces gojenia regeneracyjnego (bezbliznowego)

na gojenie reperacyjne (bliznowe).

Szczegotowe hipotezy sformutowano i poddano weryfikacji w dwoch zadaniach

badawczych:
Hipoteza I:

Interakcja miedzy czynnikiem transkrypcyjnym Foxnl, aindukowanym

hipoksja czynnikiem Hif-1a reguluje proces gojenie si¢ ran skory

Zadania badawcze:

1. Porownanie procesu gojenia ran skornych pomiedzy myszami pozbawionymi

aktywnosci czynnika Foxnl (Foxn1™), a osobnikami kontrolnymi (Foxn1*'*);

2. Wykazanie zaleznosci pomigdzy aktywnoscig czynnika Foxnl a ekspresja

genow regulowanych hipoksja (1% O2) w skorze niezranionej i pourazowej;

3. Zbadanie wptywu czynnika Foxnl oraz zmiennych warunkow dostepnosci
tlenu (hipoksja vs normoksja) na poziomy ekspresji mMRNA czynnikow zwiazanych
zZ obnizong dostepnoscia tlenu w keratynocytach.

Hipoteza I1:

Czynnik transkrypcyjny Foxnl oraz hipoksja reguluja zmiany fizjologiczne

w keratynocytach na poziomie molekularnym i funkcjonalnym.

Zadania badawecze:

1. Wykazanie réznic w profilach biatkowych keratynocytow transdukowanych
wektorem adenowirusowym: Ad-Foxnl lub Ad-GFP (kontrola), a nastepnie

hodowanych w warunkach: normoksji (21% O>) lub hipoksji (1% O>);
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2. Wylonienie i usystematyzowanie biatek zgodnie z petniong funkcjg przy

zastosowaniu ogolnodostgpnych baz bioinformatycznych (G:profiler, Panther, String);
3. Zbadanie udziatu Foxnl w regulacji funkcji antyoksydacyjnej keratynocytow;

4. Wykazanie regulujacego wptywu Foxnl oraz hipoksji na cechy funkcjonalne

keratynocytow w procesach zwigzanych z gojeniem urazéw skory:

o proliferacja
o migracja
. regulacja aktywnosci szlakow proangiogenicznych
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3. Material i metody

3.1. Material badawczy

3.1.1. Zwierzeta

W serii doswiadczen in vivo wykorzystano 4-6 miesigczne myszy szczepu Balb/c:
CBy.Cg-Foxnl <nu>/cmdb (Foxnl1™) oraz Balb/c/cmdb (Foxnl**). Zwierzeta przebywaty
w indywidualnie wentylowanych klatkach (IVC) z kontrolowang temperaturg (22°C)
I wilgotnoscig (55%), atakze regulowanym oswietleniem (12-godzinny cykl dzien/noc) ze
statym dostgpem do wody ipozywienia. Doswiadczenia na zwierzetach laboratoryjnych
przeprowadzono w Centrum Medycyny Doswiadczalnej (CMD) Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku.

W serii do$wiadczen in vitro wykorzystano skér¢ pobrang od nowonarodzonych
myszy szczepu C57BL/6 (Foxn1**; w celu izolacji keratynocytow) oraz skore pochodzaca od
8-11 tygodniowych myszy CBy.Cg-Foxnl <nu>/cmdb (Foxnl”; wecelu izolacji
fibroblastow). Zwierzeta przebywaly w pomieszczeniach o temperaturze 22+2°C oraz
wilgotnosci 35-65%, atakze regulowanym os$wietleniu (12-godzinny cykl dzief/noc) ze
statym dostgpem do wody i pozywienia W Zwierz¢tarni Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan

Zywnosci PAN w Olsztynie.

Procedury doswiadczalne na zwierzetach zostaty przeprowadzone za zgoda Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie (zgoda nr 68/2018).
Zwierzetarnie spelniajg standardy utrzymania zwierzat oraz prowadzenia do$wiadczen
okreslone w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/EU z dnia 22 wrze$nia
2010 roku.

Doswiadczenie 1
o Procedura wykonywania ran skérnych oraz pobierania tkanek

W celu poréownania przebiegu procesu gojenia ran skornych pomiedzy myszami
pozbawionymi aktywnosci czynnika Foxnl (Foxnl”), a osobnikami kontrolnymi (Foxn1*"),
zwierzgta zostaly poddane zranieniu stosujac wycigcie jako model urazu skory (ang.
excisional skin wound model), (Rycina 4). Dzien przed eksperymentem myszy Foxnl**
usypiano poprzez wziewne podanie izofluranu. Siers¢ w czgséci grzbietowej usuwano przy

uzyciu golarki elektrycznej, a ogolong czes¢ skory dezynfekowano wacikiem nasaczonym
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70% etanolem. Nastepnego dnia, myszy Foxnl** (n=48) i Foxnl”" (n=48) usypiano poprzez
wziewne podanie izofluranu, po czym skore myszy dezynfekowano 70% etanolem. Przy
pomocy sterylnych 4 mm sztanc biopsyjnych wykonano cztery przezskorne rany na
grzbietach myszy. Wyciete wten sposob fragmenty skory stanowily kontrole (tkanka
niezraniona, dzien 0). Po wykonaniu ran skornych zwierzeta zostaly przeniesione do
indywidualnych klatek i obserwowane do czasu wybudzenia. Nastepnie, w dniach 1, 3, 5, 7,
14, 21 136 po zranieniu (n=6/dzien zranienia/grupa myszy), zwierzgta usypiano przez
wziewne podanie izofluranu (dawka poczatkowa 3-4 %; dawka podtrzymujaca 2,5 %) oraz
usmiercano poprzez dekapitacje. Tkanki pourazowe pobierano przy uzyciu Sztanc
biopsyjnych o $rednicy 8 mm (Rycina 4). Pobrane probki skory: (1) umieszczano w ciektym
azocie iprzechowywano do czasu izolacji RNA oraz biatka, lub (2) utrwalano w 10%
formalinie  badz 4%  paraformaldehydzie @ wcelu  przeprowadzenia  analiz

immunohistochemicznych oraz immunofluorescencyjnych.

Zranienie

_¥ ‘ { ! * ! ' t Oni po aranien

0 1 3

Foxn1**

2

4mm

Rycina 4. Schemat ranienia zwierzgt oraz pobierania tkanek pourazowych od myszy Foxnl-

-TFoxn1**. Opracowanie wlasne wykonane w programie Biorender.
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Doswiadczenie 2

o Procedura  wykonywania ran skoérnych oraz znakowania

bromodeoksyurydyna (BrdU)

Aby zidentyfikowa¢ oraz porowna¢ odsetek aktywnie proliferujacych komoérek
w zranionej skoérze myszy Foxnl” iFoxnl** zastosowano przyzyciowe znakowanie
bromodeoksyurydyng (BrdU). w celu ustalenia optymalnego czasu inkorporacji BrdU do
proliferujacych komorek wykonano doswiadczenie wstgpne z wykorzystaniem myszy
szczepu C57BL/6 (Foxnl**), ktore na 2 lub 4 godziny przed u$mierceniem otrzymywaty
dootrzewnowa iniekcje BrdU. Dzien przed wykonaniem do$wiadczenia wstepnego myszy
ogolono, anastepnie W dniu do$wiadczenia zwierzgta usypiano poprzez wziewne podanie
izofluranu. Ogolong skoreg zdezynfekowano 70% etanolem. Na grzbiecie zwierzat przy uzyciu
sztanc biopsyjnych, wykonano cztery rany skorne o srednicy 4 mm. w dniach 1 (n=4), 3
(n=2), 5 (n=2) i 7 (n=2) po zranieniu myszy ponownie usypiano i podano dootrzewnowo
znacznik BrdU (4 mg BrdU w 300 pl soli fizjologicznej/na mysz). Tkanki pourazowe skory
zbierano posmiertnie w drugiej (n=10) lub czwartej (n=10) godzinie po podaniu znacznika
BrdU.

Zawiesiny komorek skory uzyskane w wyniku enzymatycznego trawienia kolagenaza
(1,36 mg/ml, 80 minut) analizowano metoda cytometrii przeptywowej z zastosowaniem
przeciwcial anty-BrdU. Najwiekszy odsetek komoérek BrdU pozytywnych uzyskano
w probach izolowanych 2 godziny po przyzyciowym wstrzyknigciu znacznika, dlatego tez

czas ten zastosowano w doswiadczeniu wlasciwym.

W  gléwnym  doéwiadczeniu  wykorzystano myszy  Foxnl’ (CBy.Cg-
Foxnl<nu>/cmdb; n=28) i myszy kontrolne Foxn1** (Balb/c/cmdb; n=28) (Rycina 5). Proces
ranienia zwierzat przeprowadzano zgodnie z procedurg zastosowang W doswiadczeniu
wstepnym. Ranione zwierzgta otrzymaty dootrzewnowa iniekcj¢ BrdU na 2 godziny przed
usmierceniem W dniach 1, 2, 3, 51 7 po zranieniu (Rycina 5). Tkanki pobierano przy uzyciu
sztanc biopsyjnych o srednicy: 4 mm w dniu O (tkanka niezraniona; n=3/grupa doswiadczalna
myszy) oraz 8 mm wdniach 1, 2, 3, 5 i7 po zranieniu (n=5/dzien zranienia/grupa
doswiadczalna myszy). Jedng z czterech préb (pourazowych obszarow) utrwalano w 10%
formalinie w celu przeprowadzenia analiz histologicznych. Pozostate fragmenty skory
zawierajagce 3 obszary zranienia przeznaczono do izolacji komorek oraz analizy

z zastosowaniem cytometrii przeptywowe;j.
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gamm ~ Foxn1+

Pobieranie tkanek

I%f Brdy Brd B;é//)f Brd
’ ’ Dni po zranieniu

1 2 3 5 7

Pobieranie tkanek
8mm Foxn1**

Rycina 5. Schemat ranienia zwierzgt, iniekcji BrdU oraz pobierania tkanek pourazowych

od myszy Foxnl”'Foxnl1**. Opracowanie wlasne wykonane w programie Biorender.

3.2. Metody

3.2.1. Hodowle komorkowe

W przeprowadzonych doswiadczeniach in vitro wykorzystano:

a) komorki naskorka — keratynocyty;

b) komorki skory wiasciwej — fibroblasty (ang. dermal fibroblasts; DFs);
Keratynocyty

Keratynocyty izolowano ze skéry nowonarodzonych (1-5 dniowych) myszy Foxn1**
i Foxn1” u$miercanych przez dekapitacje. Wycieta skoére ptukano w 70% etanolu oraz
w sterylnym, cieptym buforze fosforanowym (PBS) o pH 7,4 z dodatkiem antybiotyku (1%
penicyliny/streptomycyny). Pobrane probki skory inkubowano w roztworze dispazy (6 U/mL)
przez noc w temperaturze 4°C. Oddzielony naskorek trawiono w 0,05% trypsynie-2mM
EDTA (37°C) w serii 3x trawien po 3 minuty. Dzialanie enzymu neutralizowano poprzez
dodanie medium DMEM/F12 zdodatkiem 15% FBS 11% roztworu penicyliny
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i streptomycyny. Uzyskang zawiesing komorek filtrowano przez filtr o $§rednicy poréw 70 pum,
nastepnie wirowano przy 270 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu
nadsacz usuwano, a wyizolowane keratynocyty liczono przy uzyciu bigkitu trypanu i licznika
komorek Countess. Komorki zawieszano, anastepnie wysiewano w medium DMEM/F12
wzbogaconym w 10% FBS z dodatkiem antybiotyku (Primocin; 0,2%) oraz 120uM B-
merkaptoetanolu (p=0). Po 24 godzinnej hodowli media byly zmieniane na medium
dedykowane do hodowli keratynocytow (CELLNTEC). Wszystkie doswiadczenia wykonano

z uzyciem hodowli pierwotnych keratynocytow (p=0).
Fibroblasty skory wlasciwej (DFs)

DFs izolowano ze skory mitodych myszy Foxnl” lub Foxnl** u$miercanych przez
przedawkowanie dwutlenku wegla. Tkank¢ pobierano z grzbietu i przeptukiwano w 70%
roztworze alkoholu etylowego oraz w sterylnym PBS, a nast¢pnie ci¢to na drobne fragmenty
przy pomocy nozyczek. Rozdrobniong tkanke poddawano trawieniu enzymatycznemu
w roztworze kolagenazy typu i (3,68 mg/ml) przez 80 minut w wytrzasarce inkubatora
w temperaturze 37° C. Uzyskang zawiesing komorek filtrowano przez filtr o srednicy porow
100 pum. Nastgpnie komorki wirowano przez 5 minut przy 270 x g w temperaturze pokojowej.
Nadsacz usuwano, aosad komorkowy zawieszano w medium DMEM/F12 z 15% FBS
z dodatkiem antybiotyku (gentamycyna/amfoterycyna). Komorki wysiewano na ptytki typu
Petri 0 $rednicy 60 mm badz 100 mm (p=0). Po osiggnieciu konfluencji, komorki
przeptukiwano w PBS oraz poddawano dziataniu 0.05% roztworu trypsyny przez 4 minuty
w temperaturze 37°C. Do zawiesiny komorek dodawano swieze medium, komorki liczono,
ponownie wirowano, anastgpnie zawieszano w medium do mrozenia, Ktore stanowito
DMEM/F12 z 15% FBS oraz 10% DMSO i przechowywano w ciektym azocie do dalszych

eksperymentow.
Transdukcja keratynocytow

Transdukcj¢ przeprowadzono z wykorzystaniem adenowirusow: Foxnl-GFP (Ad-
Foxnl) oraz kontrolnego (Ad-GFP) ktore otrzymano od Profesor Janice L. Brissette (Harvard
Medical School, Boston, MA/State University of New York Downstate Medical Center:
Brooklyn, NY) (Li i wsp. 2007). Namnazanie adenowiruséw zostato przeprowadzone przez dr
Artura Padzika (Turku Center for Biotechnology, Turku, Finlandia/Biovian Oy, Turku,
Finlandia). Keratynocyty (p=0) wysiewano w insertach (membrana PET 0,4 um).

Konfluentne keratynocyty (70%) przeptukiwano sterylnym roztworem PBS, a nast¢pnie
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transdukowano adenowirusem niosgcym Foxnl-GFP (Ad-Foxnl) lub wektorem kontrolnym
(Ad-GFP), zawieszonymi w medium podstawowym przeznaczonym do hodowli
keratynocytow (CELLNnTEC). Po 4 godzinach do kazdego insertu dodawano medium
przeznaczone do hodowli keratynocytow wzbogacone w suplementy zgodnie z zaleceniami

producenta .
Model kokultury

Keratynocyty Foxnl1** lub Foxnl” (p=0) wysiewano w insertach, ktére nastepnie
dzielono na 3 grupy: (1) keratynocyty nietransdukowane (2) keratynocyty transdukowane
adenowirusem Ad-Foxnl lub (3) keratynocyty transdukowane Ad-GFP (kontrola). Po 4
godzinnej inkubacji z adenowirusem keratynocyty zestawiano z DFs rosnagcymi na ptytkach
6-dotkowych (Rycina 6) i hodowano przez 12 (Publikacja 1, Figura 9), lub 24 (Publikacja 1,
Figura 9 i Publikacja 2, Figura 1 i 8) godziny w warunkach normoksji (21% O) lub hipoksji
(1% O3) w inkubatorach w temperaturze 37°C.

Normoksja 21%0, I Hipoksja 1%0,
n
Nietransdukowane Ad-Foxn1 Ad-GFP I Nietransdukowane Ad-Foxn1 Ad-GFP
| | | - | } }

keratynocyty keratynocyty keratynocyty keratynocyty keratynocyty keratynocyty
Ve Bl B TR LR B L7 WSr S7aE
\(-:-.-:- 9 \'/_.:-..:. > ‘\‘(-::-:-‘3/ \ _.:-_.:- J 7 \(.::.::’\/ \(.::.:- )

fibroblasty fibroblasty fibroblasty fibroblasty fibroblasty fibroblasty

Rycina 6. Schemat doswiadczenia in vitro z wykorzystaniem modelu kokultury i transdukcji

wektorem adenowirusowym. Opracowanie wlasne wykonane w programie Biorender.

3.2.2. Analiza proteomiczna

Model kokultury keratynocyty-DFs z przeznaczeniem do analiz proteomicznych

Keratynocyty wyizolowane od myszy Foxnl1** transdukowano Ad-Foxnl lub Ad-GFP
i hodowano wspélnie z DFs pochodzacymi od myszy Foxnl” (model kokultury) przez 24

godziny w warunkach normoksji (21% O3) lub hipoksji (1% O2) (Rycina 7).
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Ekstrakcja bialek keratynocytow

Keratynocyty przeptukiwano zimnym PBS i poddawano lizie przy uzyciu buforu 2%
SDS, 50mM Tris—HCI (pH 7,55) z dodatkiem inhibitoréw proteaz (1%), przez 10 minut na
lodzie. w kolejnym etapie, keratynocyty zeskrobywano zinsertu plastikowa skrobaczka,
a powstalg zawiesing komorek umieszczano w schtodzonych probowkach i poddawano
sonikacji w 3 seriach po 20 sekund, w amplitudzie 20kHz przy uzyciu sonikatora Vibra-Cell
VCX 130PB. Uzyskane lizaty komoérkowe inkubowano przez 45 minut na lodzie
I odwirowywano przy 10 000 x g przez 15 minut w 4°C. Powstaty supernatant przenoszono
do nowych probéwek iprzechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Koncentracje biatka mierzono przy uzyciu standardowego protokotu BCA.

Normoksja 21%0, Hipoksja 1%0,
transdukcja = transdukcja
Ad-Foxn1 Ad-GFP X Ad-Foxn1 Ad-GFP
l l 24h l l
keratynocyty keratynocyty keratynocyty keratynocyty
O W T 5 e
KCM s aeie 3 /KCM KCM\ u u /KCM
fibroblaé-.ty f'broblasty t"brublasty f'broblasty

‘ Kolekcja keratynocytow i pozywek pohodowlanych (KCM) ‘

Ker Ad-Foxn1 Ker Ad-GFP Ker Ad-Foxn1 Ker Ad-GFP
KCM Ad-Foxn1 KCM Ad-GFP KCM Ad-Foxn1 KCM Ad-GFP
| 2

LC-MS/MS |

> Identyfikacja e Analizy

iz biatek bioinformatyczne

intensity

Rycina 7. Schemat eksperymentu proteomicznego. Opracowanie wilasne wykonane

w programie Biorender.
Przygotowanie mediow pohodowlanych do analizy proteomicznej

Keratynocytowe media pohodowlane (KCM, ang. keratinocytes conditional medium)
zbierano z keratynocytow transdukowanych wektorem adenowirusowym: Ad-Foxnl lub Ad-
GFP i hodowanych w kokulturze z fibroblastami skory (model kokultury, Rycina 6) przez 24
godziny w warunkach normoksji (21% Oz) lub hipoksji (1% O2). Zebrane media

pohodowlane odwirowywano przy 300 x g przez 10 minut w 4°C, a nastgpnie filtrowano
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i przechowywano w-80°C wcelu przeprowadzenia precypitacji biatka do analiz

proteomicznych.
Precypitacja biatka z mediow pohodowlanych

Do rozmrozonych keratynocytowych mediéw pohodowlanych dodawano 2% roztwor
deoksycholanu sodu (v/v) i inkubowano na lodzie przez 30 minut. Nastepnie, do kazdej proby
dodawano kwas trichlorooctowy do stezenia 7,5% (v/v) i inkubowano ponownie na lodzie
przez 60 minut. Wytrgcone biatka odwirowywano przy 15000 x g przez 20 minut w 4°C,
a supernatanty odrzucano. Osady plukano w20 ml 100% aceton (-20°C), nastepnie
inkubowano przez 10 minut w temperaturze -20°C. Po odwirowaniu (15000 x g przez 5
minut w 4°C), supernatanty odrzucano. Ptukanie osadu biatkowego powtarzano dwukrotnie
poprzez dodanie 5 ml 100% acetonu (-20°C). Powstaty osad suszono na powietrzu przez 10
minut i rozpuszczano w 2% SDS i50mM Tris-HCI (pH 7,55). Stezenie biatek okreslano
metoda BCA.

Protokol mikrokolumnowy S-Trap

Proby biatek wyizolowanych z keratynocytow iich mediow pohodowlanych
rozmrazano, | sonikowano (5 minut w cyklach 30 sekundowych). Nast¢pnie proby wirowano
przez 10 min przy 16 000 x g. Biatka trawiono przy uzyciu trypsyny na mikrokolumnach S-
Trap. Objetos¢ probek wyréwnywano do objetosci 150 ul przy uzyciu 2% SDS w 100 mM
wodoroweglanie trietyloamoniowym (TEAB), pH 7,1. Redukcje mostkéw dwusiarczkowych
biatek przeprowadzano z uzyciem 55 mM lub 9,5 mM 14-ditiotreitolu (DTT, dla prob
keratynocytow i KCM odpowiednio) w 100 mM TEAB. Proby inkubowano w 37° C przez 1
godzing. Alkilacje reszt sulfhydrylowych cysteiny przeprowadzano z uzyciem 25mM lub 37
mM jodoacetamidu (IAA, dla préb keratynocytow i KCM odpowiednio) w 100 mM TEAB.
Proby inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Reakcjg¢ zatrzymywano przez
dodanie 25 mM lub 36 mM DTT. Nastgpnie do wszystkich probek dodawano wodny kwas
fosforowy do uzyskania st¢zenia 1,2%. w kolejnym etapie dodawano sze$¢ objetosci 90%
metanolu w 100 mM TEAB.

Proby nanoszono na kolumny S-Trap, ktore nastepnie wirowano przy 4 000 x g do
momentu przejscia catej objetosci prob przez kolumne. Zwigzane biatka przemywano
czterokrotnie 150 ul 90% MeOH w 100 mM TEAB, pH 7,1. Biatka trawiono w 20 pl 50mM

wodoroweglanu amonu zawierajacego 1 lub 1,5 pg trypsyny, a nastepnie inkubowano przez 2
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godziny w 47°C. Peptydy wymywano w trzech etapach. Po kazdym etapie nastepowato
odwirowanie przy predkosci obrotowej wiréwki 4000 x g. w pierwszym kroku na kolumneg
nanoszono 40 pul 50mM roztworu wodoroweglanu amonu i inkubowano przez 30 minut.
Nastepnie nanoszono wodny roztwoér kwasu mrowkowego. Peptydy hydrofobowe eluowano
z uzyciem 35 pl 50% acetonitrylu zawierajagcego 0,2% kwas mrowkowy. Wyeluowane

peptydy suszono poprzez odparowanie roztworu w SpeedVac.

Przed analizg do peptydow dodawano 0,1% kwas mrowkowy, a stgzenia peptydow
mierzono za pomoca Spektrofotometru NanoDrop One. w celu kalibracji czasu retencji
peptydow, probki wzbogacano peptydami iRT (Biognosys AG) w stosunku 1:40. Do analizy
spektrometrii masowej uzyto 400ng peptydow zprobek KCM i500ng peptydow
z keratynocytow.

Analiza bialka metoda LC-MS/MS

Analize LC-MS/MS przeprowadzano w systemie nanoflow HPLC w potaczeniu
z spektrometrem masowym Orbitrap Fusion Lumos z jonizacja przez elektrorozpylanie.
Peptydy zwigzano na kolumnie typu trapp, a nast¢pnie rozdzielono liniowo na kolumng C18
(75pmx15cm, ReproSil-Pur 5u 200 a C18-AQ, Dr. Maisch HPLC GmbH). Faza ruchoma
sktadata si¢ zwody z 0,1% kwasem mroéwkowym (rozpuszczalnik A) i acetonitryl/woda
(80:20; v/v) z 0,1% kwasem mrowkowym (rozpuszczalnik B). Peptydy wymywano stosujac
liniowy dwustopniowy gradient. Do KCM zastosowano gradient 80 minut natomiast do
lizatbow komorkowych zastosowano gradient 120 minut. Dane MS byly pozyskiwane
automatycznie przez oprogramowanie Thermo Xcalibur 4.1. Akwizycja niezalezna od danych
(Data Independent Acquisition — DIA) zawierata jeden kompletny skan (400-100 m.z) oraz 40
skanow MS/MS w zakresie 400-1000 m/z.

Parametry analizy danych

Dane proteomiczne zostaly przetworzone przy uzyciu oprogramowania Spectronaut
14.3. Przeprowadzono bezbiblioteczng analize directDIA z plikiem FASTA o Mus musculus
(SwissProt, 5.12.2019). Biatka z warto$cig q nizszg lub rowng 0.05 oraz bezwzglednym
stosunkiem log2 powyzej 0.58 uznano za istotnie r6znigce (Publikacja 2, Materiaty i Metody;
Sekcja 2.9).
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3.2.3. Analizy bioinformatyczne

Analize ontologii genéw (GO) zréznicowanych bialek przeprowadzono przy uzyciu
internetowych narzedzi bioinformatycznych: PANTHER (ang. Protein Analysis Through
Evolutionary Relationships) i g:Profiler (ang. Gene list functional enrichment analysis and
namespace conversion). Nast¢pnie zastosowano Encyklopedi¢ Kyoto Genow i Genomow
(KEGG, ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) do analizy $ciezek biologicznych
zaangazowanych W odpowiedz komoérkowa na transdukcje Ad-Foxnl lub Ad-GFP
w warunkach hipoksji lub normoksji. Do analizy potencjalnych interakcji biatko-biatko uzyto
internetowej bazy STRING (z odci¢ciem $redniego wyniku ufnosci 0,4). Sieci interakcji
biatko-biatko zbudowano za pomocg oprogramowania Cytoscape, za§ mape termiczng
(heatmap) zawierajaca wyselekcjonowane Dbiatka wyekstrahowane z keratynocytow
transdukowanych Ad-Foxnl w warunkach hipoksji lub normoksji stworzono przy uzyciu

programu GraphPad Prism w wersji 9.0.

Identyfikacje miejsc/motywow wigzania czynnika transkrypcyjnego Foxnl w obrebie
systemu tioredoksyn (Txnl, Txn2, Txnrdl, Txnrd2 iTxnrd3) przeprowadzono
z wyodrebnieniem sekwencji promotorowych tioredoksyn i ich reduktaz w zakresie od -3000
pz do +200 pz wzgledem miejsca startu transkrypcji (TSS) przy uzyciu bazy danych EPD-
Eukariotic Promoter Database. Okreslony region zostat skanowany w poszukiwaniu
dopasowan do miejsca wigzania Foxnl (GACGC) przy wartosci p odcigcia < 0,01 lub
warto$ci p < 0,001 przy uzyciu FIMO w obrebie MEME Suite 5.4.1.

3.2.4. Test wlasciwosci angiogennych

Ludzkie komorki $rodbtonka zyty pepowinowej (ang. Human Umbilical Endothelial
Vein; HUVEC) (p=2; komercyjnie dostepna linia komoérkowa; ScienCell Research
Laboratories) wysiewano na ptytce hodowlanej typu flask T25 w gestosci 1x10® w medium
dedykowanym do wzrostu komoérek srodbtonka EBM™-2, Po 3 dniowej hodowli, medium
pelnowartosciowe usuwano i przez 1 godzing komorki inkubowano w niepetnowarto$ciowym
(pozbawionym suplementéow) medium hodowlanym EBM™-2 z 0,5% FBS (Wisniewska
i wsp. 2021). Nastepnie komorki ptukano PBS oraz poddawano dziataniu roztworu trypsyny
0.05%, przeliczano i wysiewano na ptytce 96 dotkowej p-Plate Angiogenesis w ilosci 2,5x10*
komorek / dotek. Przed wysianiem komorek kazdy dotek ptytki optaszczano 10 ul Geltrex™

Reduced Growth Factor Basement Membrane. Komoérki inkubowano z mediami
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pohodowlanymi keratynocytéw (opisane w sekcji: przygotowanie mediow pohodowlanych do

analiz proteomicznych):
1. KCM-hipoksja Ad-Foxnl
2. KCM-hipoksja Ad-GFP
3. KCM-normoxia Ad-Foxnl
4. KCM-normoksja Ad-GFP

rozcienczonymi W stosunku 1:1 z medium dedykowanym do hodowli HUVEC
(EBM™-2), Jako probe kontrolng zastosowano medium przeznaczone do hodowli
keratynocytow (CELLNTEC) rozcienczone w stosunku 1:1 w medium EBM™-2, z dodatkiem
antybiotyku (1% penicylina/streptomycyna). Przebieg powstawania przestrzennych struktur
kapilarnych byt monitorowany i fotografowany w czasie rzeczywistym przy uzyciu
mikroskopu  Zeiss Axio Observer.Zl (Carl Zeiss Microscopy) wyposazonego
w oprogramowanie ZEN2.6 (wersja Blue) (Carl Zeiss Microscopy). Zdjgcia wykonywano
w punktach czasowych 0, 6, 12 i 18 godzin. Obrazy analizowano za pomoca oprogramowania
CellSens Dimension wzbogaconym o modut do analizy struktur przestrzennych (np. sieci
neuronowej) TruAl. w przestrzennych, kuboidalnych strukturach utworzonych przez komorki
endotelialne wyodrebniono na podstawie pola powierzchni (um?) trzy typy form: mate (2000
10 000 um?), érednie (10 000-50 000 um?) i duze (>50 000 pm?).

3.2.5. Aktywnos¢ metaboliczna komorek (MTT)

Keratynocyty izolowano ze skory nowonarodzonych myszy Foxnl** (p=0)
usmiercanych przez dekapitacj¢. Komorki wysiewano na 24-dotkowych ptytkach w gestosci
3x10°. Po osiagnieciu 50%-60% konfluencji, keratynocyty transdukowano wektorem
adenowirusowym: Ad-Foxnl lub Ad-GFP ihodowano przez 24 godziny w warunkach
normoksji (21% O3) lub hipoksji (1% O>). Nastepnie do kazdego dotka dodawano po 10 pl
sterylnego roztworu MTT (bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy; 5
mg/ml) i inkubowano przez 4 godziny w warunkach normoksji lub hipoksji. Po inkubacji
medium usuwano, apowstate krysztaty formazanu rozpuszczano poprzez 30 minutowa
inkubacje w100 pl DMSO w 37° C zdelikatnym wytrzasaniem (30 obrotow/minute).
Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 570 nm za pomoca spektrofotometru
mikroptytkowego (spektrofotometr mikroptytkowy Multiskan Sky).
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3.2.6. Migracja keratynocytow

Keratynocyty izolowano ze skory nowonarodzonych myszy Foxnl** (p=0)
usmiercanych przez dekapitacj¢. Komorki wysiewano na 12-dotkowych ptytkach w gestosci
0,6x10%. Po osiagnieciu 50%-60% konfluencji keratynocyty transdukowano za pomoca
wektora: Ad-Foxnl lub Ad-GFP. Keratynocyty inkubowano przez 3 godziny z mitomycyng C
(10 pg/ml; inhibitor replikacji DNA) zawieszong w medium keratynocytowym (CELLNTEC)
wraz z suplementami. w nastgpnym etapie przy uzyciu koncowki pipety 200ul wykonywano
tzw. test zarysowania polegajacy na wykonaniu prostego zadrapania biegnacego przez srodek
kazdego dotka ptytki 12-dotkowej. Komorki jednokrotnie przeptukiwano PBS, a nastepnie
dodawano swieze medium z suplementami. Ptytki umieszczono w inkubatorach w warunkach
normoksji (21% O2) lub hipoksji (1% O2). w 3, 6, 20, 24 oraz 30 godzinie po wykonaniu testu
zadrapania wykonywano zdjecia mikroskopowe. Szybkos¢ migracji komorek obliczono na
podstawie odlegtosci pomiedzy zarysowanymi krawedziami w miejscu wykonania

zadrapania. Odlegltos¢ w godzinie 0 uznano za faz¢ poczatkowa testu zarysowania.

3.2.7. Cytometria przeplywowa

Niezranione (dzien 0; n=3) lub pourazowe (dni 1, 3, 5, 7; n=5/na kazdy dzien ranienia)
tkanki skorne pobrane od myszy Foxnl’ oraz Foxnl1** trawiono w roztworze kolagenazy i o
stezeniu 3,68 mg/mL przez 80 minut w 37°C. Wyizolowane komorki skory filtrowano przez
filtr o Srednicy porow 100 pm i70 um, przesacz wirowano przy 270 x g przez 5 minut
w temperaturze pokojowej, za$ uzyskane komorki liczono. Nastepnie, komoérki zawieszano
w cieptym sterylnym PBS iinkubowano ze znakowanymi fluorochromami przeciwciatami
anty: -CK6, -CD68, -CD44-PE, -CD45-PE-Cy7, -BrdU postepujac zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta (BD Pharmingen BrdU Kit). Wszystkie wybarwione komorki
analizowano za pomoca cytometru przeptywowego BD LSR Fortessa wyposazonego

w oprogramowanie BD FACSDiva TM v6.2.

3.2.8. Proliferacja komorkowa

Keratynocyty izolowano ze skory nowonarodzonych myszy Foxnl** (p=0),
a nastepnie komorki wysiewano na plytkach 6-dotkowych 0 gestosci 1x10°. Po osiggnieciu
okoto 70% konfluencji komorki transdukowano wektorem: Ad-Foxnl lub Ad-GFP,
a nastgpnie hodowano w warunkach hipoksji lub normoksji. Po 8 godzinnej hodowli, do
komorek dodawano 10 pul BrdU (10mM) i inkubowano przez kolejne 16 godzin. Nastepnie
keratynocyty trypsynizowano (0,05% trypsyny), zneutralizowano w medium DMEM/F12
z15% FBS i1% penicyliny/streptomycyny i policzono. w kolejnym kroku keratynocyty

34



wirowano przy 270 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej i zawieszano w cieptym,
sterylnym PBS zgodnie z z protokotem dostarczonym przez producenta (BD Pharmingen
BrdU Kit). Komorki analizowano za pomoca cytometru przeptywowego BD LSR Fortessa
wyposazonego W oprogramowanie BD FACSDiva TM v6.2.

3.2.9. Makroskopowa analiza procesu gojenia urazow skornych

Proces gojenia ran monitorowano makroskopowo, analizujac zdjgcia cyfrowe
wykonane w dniach 1, 3, 5, 7, 14, 21 i 36 po urazie. Do pomiarow wielkosci ran stosowano
ogolnodostepne oprogramowanie ImageJ. Rozmiar rany (mm?) obliczano na podstawie pola
elipsy wg wzoru:promien dlugosci x promien szerokosci x m (Gawronska-Kozak iwsp.
2016).

3.2.10. Izolacja RNA oraz lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym
z odwrotng transkrypcja (RT-qPCR)

Catkowite RNA ekstrahowano z pobranych tkanek skoérnych oraz hodowli
komorkowych z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent w oparciu 0 zmodyfikowang
metod¢ Chomczynski i Sacchi (1987). llos¢ oraz jakos¢ otrzymanego RNA oceniano
odpowiednio przy uzyciu spektrofotometru Nano Drop oraz wykonujac elektroforez¢ w zelu
agarozowym. cDNA syntetyzowano z 500 ng catkowitego RNA stosujac zestaw High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Analize
ekspresji mMRNA badanych genéw (Foxnl, Fih-1, Arnt-2, Collagen 1, Collagen 3, Mmp-9,
Timp-1, a-SMA, Vegfa, Ker 10, Ker 14, Txnl, Txnrdl, Txn2, Txnrd2, Txnrd3, Ep300, 7TgfB-1,
Tgfp-3, CD68) wykonywano z zastosowaniem komercyjnych sond Single Tube TagMan®
Gene Expresion Assays. Jako najbardziej stabilny gen referencyjny wybrano
fosforybozylotransferaze  hipoksantynowo-guaninowg  (Hprtl). Reakcje amplifikacji
przeprowadzono w termocyklerze 7900HT Fast Real-Time PCR System stosujac nastepujace
warunki: wstepna denaturacja przez 10 minut w 95° C; 40 cykli po 15 sekund w95° C i1
minute W 60° C. Wartosci ekspresji badanych genow odczytano z krzywej standardowej,
a normalizacj¢ wykonywano wzgledem genu referencyjnego Hprtl, mnozac wynik przez 10.

3.2.11. Analiza ekspresji bialek metoda Western Blot

Prébki skory pobrane w dniach 0, 1, 3, 5, 7, 14, 21 i 36 po zranieniu od myszy Foxn1”-
oraz Foxn1**, rozdrabniano w oparach ciektego azotu i homogenizowano w buforze RIPA
(ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) zawierajgcym inhibitory proteaz. Keratynocyty
z hodowli in vitro przeptukiwano PBS, anastepnie poddawano lizie w buforze RIPA

35



z inhibitorami proteaz i fosfataz. Natomiast do oszacowania poziomu biatka Hif-1lo (biatko

jadrowe) frakcje¢ jadrowa z probek skory z doswiadczenia in vivo ekstrahowano poprzez lize
tkanek w buforze NE-PER (odczynniki do ekstrakcji jadrowej i cytoplazmatycznej)
uzupelionym inhibitorami proteaz. Dalszg cze$¢ procedury wykonano zgodnie z protokotem

zatgczonym przez producenta.

Wszystkie proby, zaréwno rozdrobnione tkanki jak i materiat pochodzgcych z hodowli
komorkowej poddawano procesowi sonikacji (3 cykle po 5 sekund przy amplitudzie 40%),
Z nastepujaca 45 minutowa inkubacja na lodzie. Uzyskane lizaty wirowano przy 10 000 x g
przez 15 minut w temperaturze 4°C, a uzyskany supernatant zbierano do nowej probowki.
Stezenie biatka mierzono przy uzyciu spektrometru Direct Detect. Nastepnie do prob o
koncentracji 35-50 pg biatka dodawano bufor redukujacy Laemmliego. Biatka denaturowano
w termocyklerze przez 5 minut w temperaturze 95°C. w kolejnym kroku dokonywano
rozdziatu elektroforetycznego biatek w 9% zelu trycynowym. Biatka przenoszono na drodze
mokrego transferu na aktywowang uprzednio w metanolu membrang z polifluorku winylidenu
(PVDF). Membrane po transferze blokowano w roztworze Odyssey Blocking Buffer
W potaczeniu z buforem PBS w stosunku 1:1. Nast¢pnie membrany inkubowano przez noc
Z przeciwciatami pierwszorzgdowymi (anty-Mmp 9, anty-ker 10, anty-ker 14, anty-VE-
cadherin, anty-Vegfa, anty-Txnl, anty-Hif-1a, anty-Ccn2, anty-p-aktyna) w temperaturze 4°
C. Nastepnego dnia membrany inkubowano 1 godzing z drugorzgdowymi przeciwciatami
fluorescencyjnymi (Alexa Fluor 594, IRDye 800 oraz Cy5.5). Wizualizacje membran
przeprowadzono w aparacie ChemiDoc Imaging System ianalizowano za pomoca

oprogramowania Image Lab wersja 6.0.

3.2.12. Histologia

Barwienie immunohistochemiczne

Probki skory utrwalano w formalinie, zatopiano w parafinie zgodnie ze standardowym
protokotem i cieto na skrawki 0 grubosci 3 um. Przed rozpoczeciem barwien skrawki
poddawano deparafinizacji poprzez inkubacj¢ preparatow w dwoch zmianach ksylenu (2 x 15
minut) oraz uwodnieniu w szeregu alkoholi etylowych o malejacych stgzeniach 100%, 100%,
96%, 96%, 70%, 70%, 50% (po 5 minut w kazdym ze st¢zen). Preparaty przeznaczone do
wykrywania kolagenu wybarwiano trojbarwng metoda wg Massona zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta (kit Masson trichrome). Pozostate preparaty plukano

w buforze PBS (3 x 5 minut), a nastepnie gotowano w buforze cytrynianowym o pH 6.0 przez
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30 minut w celu odstonigcia determinant antygenowych. Po 10 minutowym chlodzeniu,
preparaty ptukano w wodzie destylowanej i PBS, a nastgpnie przeprowadzono inaktywacje
endogennej peroksydazy poprzez inkubacje skrawkow w 3% roztworze nadtlenku wodoru.
Niespecyficzne miejsca wigzace antygeny blokowano poprzez inkubacje w 10% mieszaninie
surowicy koziej lub konskiej z 1% BSA przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Zaraz po
inkubacji, skrawki trzykrotnie ptukano w buforze PBS (3 x 5 minut) oraz inkubowano
Z przeciwciatami pierwszorzgdowymi (anty-Ki67, anty-CD68, anty-keratyna 16, anty-BrdU,
anty-Txnl, anty-Ccn2) przez noc w temperaturze 4°C. Po inkubacji preparaty trzykrotnie
ptukano w buforze PBS (3 x 5 minut). Po czym na szkietka naktadano biotynylowane
przeciwciala drugorzedowe oraz odczynnik awidyna — biotynylowana peroksydaza
chrzanowa wchodzace w sktad komercyjnego zestawu detekcyjnego (tzw. kompleks ABC).
w skrawkach stanowigcych negatywna kontrole barwienia przeciwciata pierwszorzedowe
zastgpowano niespecyficzng immunoglobuling G (IgG). Do wizualizacji aktywnosci
peroksydazy  chrzanowej  zastosowano  inkubacj¢  z tetrachlorowodorkiem  3,3'-
diaminobenzydyny (DAB) w roztworze nadtlenku wodoru. w ostatnim etapie, skrawki
podbarwiano hematoksyling (20 sekund), przeptukiwano w wodzie destylowanej i w buforze
PBS oraz poddawano dehydratacji w szeregu wzrastajacych stezen alkoholi (po 5 minut
w 50%, 70%, 70%, 96%, 96%, 100%, 100% alkoholu etylowego), a nastepnie w ksylenie (2 x
15 minut). Preparaty zamykano w DPX lub Entelanie.

Pomiar tempa re-epitelializacji

Detekcja biatka keratyny 16 w tkankach pourazowych pozwolita na wykrycie
komorek aktywnie odbudowujacych zraniony naskorek. w celu okreslenia szybkosci procesu
re-epitelializacji (odbudowy) naskoérka zmierzono oraz zsumowano dtugo$¢ nowo powstatego
naskorka na obu brzegach rany, anastgpnie podzielono przez catkowita dlugos¢ rany

I pomnozono przez 100 (Gawronska-Kozak i wsp. 2016).
Barwienie immunofluorescencyjne

Probki skory utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu, ptukano w PBS,
anastepnie przechowywano w 18% roztworze sacharozy z dodatkiem azydku sodu
w temperaturze 4°C. Tkanke mrozono w medium osadzajacym — Tissue-Tek, krojono przy
uzyciu Kkriostatu na skrawki o grubosci 5-10 pum w temperaturze -20°C. Preparaty
przeznaczone do wybarwienia inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym

trzykrotnie ptukano w PBS iinkubowano w roztworze blokujacym (mieszanina 10%
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surowicy koziej oraz konskiej w roztworze 0,1% albuminy bydlecej) przez 1 godzing.
Nastepnie naktadano przeciwciata pierwszorzedowe: anty-eGFP, anty-a-SMA, anty-Ccn2,
anty-Vimentin lub anty-Cd31. Po catonocnej inkubacji w temperaturze 4°C, preparaty
ptukano w PBS (3 x 5minut) i inkubowano odpowiednio z przeciwciatami drugorz¢dowymi
wyznakowanymi fluorochromami: Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 488 przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej w zaciemnionym pomieszczeniu. Po zakonczonej inkubacji
skrawki ponownie plukano wPBS (3 x 5minut) izamykano wykorzystujac medium

zamykajace z ProLong™ Gold Antifade Mountant z wybarwiajagcym jadra komoérkowe DAPI.

Immunofluorescencyjna kolokalizacja Foxnl iCcn2 oraz Foxnl iTxnl zostala
przeprowadzona na prébkach skoéry pobranych od miodych transgenicznych myszy
Foxnl::Egfp w3 i5 dniu po zranieniu, ktére pochodzity ze wczesniejszych doswiadczen

Zespotu Bologii Regeneracyjnej (Kopcewicz i wsp. 2016 ; Walendzik i wsp. 2020).

3.2.13. Oznaczanie koncentracji bialka chemotaktycznego monocytow 1 (MCP-1)
Koncentracje biatka MCP-1 oznaczono w homogenatach skory: niezranionej (dzien 0)
oraz pourazowej (dzien 1, 3, 5, 7, 14 i21 po zranieniu) pobranej od myszy Foxnl”
i Foxn1**. Probki skory wazono i rozdrabniano w mozdzierzu w oparach cicklego azotu,
a nastepnie homogenizowano w buforze PBS w stosunku: 50 mg tkanki na 0,5 ml PBS.
Homogenaty tkankowe przechowywano w temperaturze -20°C przez noc, a nastepnie PO
rozmrozeniu wirowano przy 5000 x g w temperaturze 4°C przez 5 minut. Supernatant
zbierano, wykonywano seri¢ rozcienczen i przechowywano w temperaturze —80°C do
momentu wykonania analizy. Test immunoenzymatyczny (ELISA) wykonywano zgodnie

z protokotem zatagczonym przez producenta (Elisa kit).

3.2.14. Oznaczanie zawartoS$ci hydroksyproliny

Zawarto$¢ kolagenu przy zastosowaniu biochemicznej analizy poziomow
hydroksyproliny oznaczano w homogenatach skory: niezranionej (dzien 0) oraz w1, 3, 5, 7,
14 i21 dniu po zranieniu u myszy Foxnl” iFoxnl**. Probki skory rozdrabniano
w mozdzierzu W oparach ciektego azotu. Rozdrobnione tkanki zawieszano w 1ml buforu PBS
i przechowywano w temperaturze 4°C przez noc. w kolejnym dniu 0,5ml porcje homogenatu
przenoszono do probowek zawierajacych 0,25ml 6N HCI i hydrolizowano przez 4,5 godziny
w temperaturze 120°C. wcelu przygotowania krzywej standardowej przygotowywano
rozcienczenia gldwnego stoku hydroksyproliny w stezeniu od 0 do 20mg/ml w roztworze

buforu PBS i 6N HCL (2:1). Na ptytke¢ 96-dotkowa nanoszono odpowiednio w duplikatach po
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20ul proby oraz 20ul kolejnych punktow krzywej standardowej po czym inkubowano 20
minut z dodatkiem 50ul roztworu chloraminy T. Nastepnie do kazdej proby dodawano po 50
ul roztworu Ehrlicha i inkubowano przez 15 minut w temperaturze 65°C. Po schtodzeniu

dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosci fali 550nm na spektrometrze Multiskan Sky.

3.2.15. Analiza statystyczna
Analiza statystyczna zostata wykonana przez firme¢ Biostat, Polska.

W celu okreslenia wptywu Foxnl (poréwnanie Foxnl” vs Foxnl**) iczasu (dni
pourazowe) na parametry skory (badania in vivo) oraz cechy funkcjonalne (badania in vitro)
(Publikacja 1) zastosowano modele liniowe, w ktorych uwzgledniono interakcje miedzy tymi
wspotzmiennymi. Na podstawie uzyskanych modeli obliczono oraz poréwnano wartosci
Ismeans (Srednie najmniejszych kwadratow — $rednie obliczone na podstawie
wspolczynnikow modelu). Za poziom istotnosci przyjeto p=0,05, wskazujac réwniez na
wyniki statystycznie istotne dla poziomow p=0,01 oraz p=0,001. Wszystkie obliczenia
wykonano w programie R (wersja 3.5.3) przy uzyciu nastepujacych pakietow: emmeans

(wersja 1.4.1) i tidyverse (wersja 1.2.1).

Do zbadania zaleznosci pomigdzy zmiennymi w przypadku braku wspoétzaleznosci
grup wykorzystano model regresji liniowej dla wynikow uzyskanych w Publikacji 2: Txnrdl
(Figura 4G), Txn2 (Figura 4H), Txnrd2 (Figura 41), Txnrd3 (Figura 4J), Ep300 (Figura 5C),
MTT (Figura 7E), BrdU (Figura 7F), Vegfa (Figura 8C). w celu dokonania poréwnan parami
miedzy poszczegolnymi grupami, zostaty obliczone s$rednie marginalne. Nastepnie
zastosowano liniowy model efektow mieszanych (LMM) z korekta Tukeya dla wielokrotnych
porownan. Poziom istotnosci ustalono na p<0,05. Wszystkie obliczenia zostaty wykonane
w programie R (wersja 4.0.2). Szacowane marginalne srednie (dostosowane do wielokrotnych

testow w dowolnym modelu) byty obliczone przy uzyciu pakietu Ismean (wersja 2.25).

Analize statystyczng wynikow uzyskanych w Publikacji 2 dotyczacych: Foxnl
(Figura 1A), Txnl (Figura 4B), Txnrdl (Figura 4C), Txn2 (Figura 4D), Txnrd2 (Figura 4E),
Txnrd3 (Figura 4F), Ep300 (Figura 5B), Vegfa (Figura 8B), migracja keratynocytow (Figura
7B) itworzenie tub $rodbtonka (Figura 8D'-F') przeprowadzono za pomocg programu
GraphPad Prism, wersja 9.0, gdzie dokonano oceny pod katem zgodnosci rozktadow
zmiennej zrozkladem normalnym za pomoca testu Shapiro—-Wilka. Nastepnie, w celu
okreslenia istotnych roznic migdzy otrzymanymi wartosciami zastosowano jedno- lub

dwuczynnikowg analize wariancji (odpowiednio one way lub two way ANOVA). Uzyskane
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dane wyrazono jako $redniatodchylenie standardowe (SD). Za poziom istotnosci przyjeto

p=<0,05.

Producenci sprzetéw, odczynnikéw oraz stezenia zastosowanych przeciwcial
zostaly opisane w poszczegélnych publikacjach stanowigcych element niniejszej pracy

doktorskiej.
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4. Wyniki

4.1.Poréwnanie procesu gojenia ran skérnych myszy z aktywnym (Foxn1*")
i nieaktywnym (Foxn1™") czynnikiem transkrypcyjnym Foxnl
4.1.1. Analiza przebiegu odpowiedzi immunologicznej

W celu poréwnania pozioméw odpowiedzi zapalnej w niezranionych i pourazowych
probkach  skory pomiedzy myszami  Foxnl” iFoxnl** przeprowadzono: (1)
immunoenzymatyczng analize pozioméw biatka MCP-1, (2) immunohistochemiczng
lokalizacje makrofagow (CD68; marker makrofagow) oraz (3) oznaczenie procentowej
zawartosci komorek wykazujacych ekspresje biatka CD68 przy zastosowaniu cytometrii
przeptywowej (Publikacja 1, Figura 5). Badania wykazaly, iz skoéra niezraniona, jak
i pourazowa, u obu szczepoéw myszy ujawnita podobne poziomy chemokiny MCP-1 oraz
podobny odsetek komorek CD68-pozytywnych (Publikacja 1, Figura 5A-B). Istotny wzrost
procentowy komorek CD68-pozytywnych w dniu 5 i 7 po zranieniu w porownaniu ze skora
niezraniong zaobserwowano zaréwno u myszy Foxnl” jak i Foxn1** (Publikacja 1, Figura
5B). Analiza immunohistochemiczna wykazata obecno$¢ komorek CD68-pozytywnych
w skorze  wiasciwej, naczyniach krwionosnych i warstwie $rodskornych — komorek
thuszczowych (dAWAT) u obu grup do$wiadczalnych myszy. Jednakze najwiekszg akumulacje
komorek CDG68-pozytywnych obserwowano u myszy Foxnl”™ wdniu 5 po zranieniu
(Publikacja 1, Figura 5C).

4.1.2.Porownanie przebiegu procesu re-epitelializacji

Re-epitelializacja obejmuje intensywng migracje, proliferacj¢ oraz réznicowanie sig
keratynocytow do nowego naskorka. w celu poréwnania szybkosci odbudowy uszkodzonego
naskorka przeanalizowano makroskopowo i mikroskopowo obszar zranienia skory myszy
Foxnl” oraz Foxnl**. Analiza makroskopowa skory pourazowej wykazata szybsze tempo
zamykania si¢ ran u myszy Foxnl” w poréwnaniu do myszy Foxn1**%dniu 3 po zranieniu
(p<0,01) (Publikacja 1, Figura 3A,B). Immunodetekcja keratyny 16 (marker aktywowanych
keratynocytow) przeprowadzona na utrwalonych preparatach skory pobranych w dniu 1, 2, 3
oraz 5 po zranieniu potwierdzita w obrazach mikroskopowych wyzszy procent powierzchni
rany pokrytej nowo uformowanym nabtonkiem w skorze myszy Foxnl” w poréwnaniu do
myszy Foxnl**. Calkowite zamknigcie rany zaobserwowano w dniu 5 po zranieniu u obu
szczepow myszy (Publikacja 1, Figura 3C,D). Aby poréwnaé potencjat proliferacyjny

komorek oraz zidentyfikowa¢ komorki aktywnie proliferujace zastosowano przyzyciowe
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znakowanie myszy Foxnl** i Foxnl” roztworem bromodeoksyurydyny (BrdU). Nastepnie
izolaty komorkowe uzyskane z niezranionej i pourazowej skory myszy Foxnl” i Foxnl**
przeanalizowano przy zastosowaniu metody cytometrii przeptywowej (Publikacja 1, Figura
4A.B). Niezraniona skora zarowno myszy Foxnl™”, jak i Foxn1** wykazata podobny odsetek
komorek aktywnie proliferujacych (BrdU-pozytywnych) (Publikacja 1, Figura 4A, B, Tabela
S9). Natomiast analiza tkanek pourazowych wykazata wyzszy procent komorek
proliferujgcych (BrdU*/CD45"; CD45 marker linii krwiotwoérczej) w skorze myszy Foxnl”
w porownaniu do Foxnl1** wdniach pourazowych 1, 2 i3 ze statystycznie istotnymi
réznicami w dniu 2 (4,94% +0,58 % vs 2,40% + 0,58; p<0,05) (Publikacja 1, Figura 4A, B,
Tabela S9). Charakterystyka fenotypowa komorek BrdU-pozytywnych wykazata, ze odsetek
komorek dodatnich pod wzgledem cytokeratyny 6 (CK6; marker aktywowanych
keratynocytow) (Freedberg iwsp. 2001) w populacji komorek znakowanych BrdU byt
wyzszy W zranionej skorze myszy Foxnl** niz Foxnl” wdniu 2 (p<0,05) i3 (p<0,01)
(Publikacja 1, Figura 4D, Tabela S10). Celem zidentyfikowania lokalizacji proliferujacych
komorek wykonano immunodetekcje BrdU i Ki67 w pourazowych tkankach skornych myszy
Foxnl” iFoxnl1** (Publikacja 1, Figura 4E-G). Pozytywna reakcje zaobserwowano
w naskorku oraz w mieszkach witosowych u obu szczepéw myszy. w naskorku komorki
BrdU-pozytywne wystgpowaty W warstwie podstawnej isporadycznie w warstwie
ponadpodstawnej, a takze w mieszkach wtosowych niezaleznie od szczepu myszy. Najwyzsza
akumulacje komoérek BrdU- i Ki67- pozytywnych obserwowano w dniu 2 i 3 po zranieniu
(Publikacja 1, Figura 4E-G). Obecno$¢ komorek BrdU- pozytywnych obserwowano
w naskorku sasiadujacym z regionem uszkodzenia, ale nie wrejonie nowo powstatego
nabtonka (Publikacja 1, Figura 4E-G).

4.1.3. Porownanie przebiegu angiogenezy

W celu poréwnania przebiegu angiogenezy w pourazowych prébkach skory myszy
Foxnl” i Foxn1** dokonano analizy: (1) ekspresji mMRNA oraz biatka: czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego (Vegfa) i kadheryny komorek srodbtonka naczyniowego (VE-
kadheryny) przy zastosowaniu metod gRT-PCR i Western blot, (2) immunofluorescencyjnej
detekcji komorek CD31-pozytywnych (marker komorek srodbtonka). Poziomy ekspresji
MRNA (Publikacja 2, Figura 8C), jak i biatka VVegfa (Publikacja 1, Figura 2D) nie wykazatly
istotnie statystycznych roznic w skoérze niezranionej i pourazowej u obu Szczepow myszy.
Jakkolwiek poziomy mRNA Vegfa w dniach 5-21 byty wyzsze u myszy pozbawionych

czynnika Foxnl (Foxnl”). Natomiast, zaobserwowano zmniejszona akumulacje komoérek
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CD31-dodatnich (Publikacja 2, Rycina S6A) inizsze poziomy biatka VE-kadheryny
(Publikacja 2, Figura S6B) w skorze niezranionej myszy Foxnl1**.

4.1.4. Analiza zmian ekspresji mRNA i pozioméw bialka czynnikéw bioracych udzial

w tworzeniu i degradacji ECM

Kolagen

W celu wykazania potencjalnych roéznic w poziomach kolagenu pomigdzy myszami
Foxnl1** a Foxnl” przeprowadzono: analize ekspresji mRNA kolagenu ii Ill, okreslono
catkowitg zawartos¢ kolagenu (analiza poziomoéw hydroksyproliny w skorze), atakze
przeprowadzono detekcje lokalizacji kolagenu metoda histologiczng wg. Massona
w probkach skory niezranionej oraz pobranych wdniu 1, 3, 5, 7, 14 i21 po zranieniu.
Niezraniona (dzien 0) skora myszy Foxnl” wykazala wyzsza w poréwnaniu do myszy
Foxnl1** ekspresjc MRNA kolagenu i (Publikacja 1, Figura 6A). w trakcie procesu gojenia
ran, najwyzsze poziomy ekspresji kolagenu i wykryto w skorze myszy Foxnl** Wdniu 5 po
zranieniu (Publikacja 1, Figura 6A). Poziomy ekspresji mRNA kolagenu Il w skorze
niezranionej byty podobne u obu szczepéow myszy (Publikacja 1, Figura 6B). Stopniowy
wzrost ekspresji mMRNA kolagenu 1l (dni 3-5) anastgpnie spadek (dni 5-7) wykazano
wylacznie w skorze myszy Foxnl**, podczas gdy u myszy Foxnl” poziomy te byty niskie
i stabilne w trakcie catego procesu gojenia urazow skoérnych (Publikacja 1, Figura 6B).
Znacznie wyzszg zawarto$¢ catkowitego kolagenu (mierzong poziomami hydroksyproliny)
obserwowano w niezranionej skorze myszy Foxn1** w poréwnaniu z Foxn1” (Publikacja 1,
Figura 6C). Natomiast w dniach pourazowych (dni 3-21) zawarto$¢ hydroksyproliny byta
porownywalna u obu szczepéw myszy (Publikacja 1, Figura 6C). Analiza histologiczna
z zastosowaniem metody barwienia trojbarwnego wg Massona wykazata podobne
nagromadzenie si¢ wiokien kolagenowych w pourazowych tkankach zaréwno u myszy
Foxnl1™ jak i Foxn1** (Publikacja 1, Figura 6D).

Mmp-9, Timp-1

Metaloproteinazy macierzy (MMPSs) oraz ich inhibitory tkankowe (TIMPS) stanowig
liczng rodzing enzymow proteolitycznych zaangazowanych w wiele procesow fizjologicznych
m.in. gojenie urazow skory. MMPs posiadaja zdolnos¢ do degradacji elementow sktadowych
macierzy pozakomorkowej (kolagen, proteoglikany), dzieki czemu mozliwa jest m.in.

migracja komorkowa.
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W poprzednich badaniach Prof. Gawronskiej-Kozak, w ktoérych zastosowano nacigcie
przezskorne (ang. incisional) jako model gojenia rany, wykazano réznice w ekspresji Mmp-9
i Timp-1 pomiedzy myszami Foxnl™* iFoxnl”™ (Manuel iGawronska-Kozak 2006,
Gawronska-Kozak 2011). w obecnej pracy zastosowano model wyciecia (Rycina 4),
a pourazowe proby skory stanowity 8um dyski zawierajace miejsce zranienia pobrane od
myszy Foxn1**i Foxnl” wdniach 1, 3, 5, 7, 14 i 21. Wykazano, iz niezraniona skora myszy
Foxnl” w poréwnaniu do Foxn1** charakteryzowata sie wyzsza ekspresja Mmp-9 zaréwno
poziomoéw MRNA, jak i biatka (Publikacja 1, Figura 7 A-C). Zranienie spowodowato szybki
wzrost poziomow mRNA i biatka Mmp-9 w pourazowych dniach 1-5, anastepnie spadek
miedzy dniem 7, a 21 u obu szczepow myszy (Publikacja 1, Figura 7A). Pomimo, ze profil
ekspresji Mmp-9 w skorze byt podobny u obu grup myszy to pourazowa skora myszy
Foxnl** odpowiadata na zranienie gwattownym ibardzo wysokim wzrostem Mmp-9
szczegolnie w dniu 5 (p<0,001) po zranieniu w poréwnaniu do myszy Foxnl” (Publikacja 1,
Figura 7A). Ekspresja inhibitora metaloproteinazy 1 (Timp-1) w odpowiedzi na zranienie
wykazata podobny profil zmian ekspresji u obu szczepow myszy, jednak ze znacznie
wyzszymi poziomami mRNA w skorze myszy Foxn1**" poréwnaniu do Foxnl” w dniach 1-

5 po zranieniu (Publikacja 1, Figura 7B).

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 i 3 (TGFB-1,3)

Analiza mRNA Tgfp-1 wykazata podobne poziomy ekspresji u obu szczepow myszy,
jedynie wdniu 5 po zranieniu zaobserwowano spadek ekspresji Tgff-1 w skorze myszy
Foxnl” (Publikacja 1, Figura 6E). Jednak najbardziej istotne roznice pomigdzy myszami
Foxnl1**, a Foxnl™ zaobserwowano analizujac ekspresje TgfB-3. Cho¢ wzér ekspresji Tgfp-3
byt podobny migdzy dwiema grupami myszy, to poziom ekspresji byt znacznie wyzszy u
myszy Foxnl” niz Foxnl** zarowno w skorze niezranioneji pourazowej (Publikacja 1,
Figura 6F). Najistotniejszy wzrost ekspresji mRNA Tgff3-3 zaobserwowano w skorze myszy
Foxnl1” w dniach 5, 7 i 21 po zranieniu (Publikacja 1, Figura 6E).

Przeprowadzone analizy wykazaly zmienno$¢ w procesie gojenia ran pomig¢dzy
myszami Foxnl” a Foxn1** w aspekcie roznic w poziomach kolagenu, Mmp-9/Timp-1 oraz
TgfB-3. Wykazano réwniez szybszy proces re-epitelializacji ran skornych myszy Foxnl™.
Wyniki te potwierdzaja oraz rozszerzaja zaobserwowane uprzednio roznice W procesie

gojenia ran skérnych pomiedzy myszami Foxn1**, a Foxn1™.
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4.1.5. Analiza wplywu transformujacych czynnikow wzrostu beta 1 i3 (Tgfp-1 i3) na
aktywnos¢ fibroblastow skory

Fibroblasty stanowigce jeden z gtownych rodzajow komorek skory wiasciweyj,
odpowiedzialne sg miedzy innymi za syntez¢ kolagenu, elastyny i kwasu hialuronowego (Xue
i wsp. 2015). Bioragc pod uwage dane literaturowe i przedstawione powyzej wyniki badan in
vivo, w kolejnym etapie oceniono wptyw TgfB-1 i TgfB-3 na fibroblasty skory (DFs) myszy
Foxnl** oraz Foxnl” (Publikacja 1, Figura 8). Immunofluorescencyjna lokalizacja
wimentyny (marker fibroblastow) oraz oaSMA (aktyna miesni gladkich; marker
miofibroblastow) zostata wykazana zarowno w DFs kontrolnych (nietraktowanych TGFp
i pochodzacych zaréwno od myszy Foxn1**1Foxn1™), jak i traktowanych TgfB-1 lub Tgfp-3
(Publikacja 1, Figura 8A). wcelu wykazania potencjalnych réznic pomigdzy DFs
kontrolnymi (pochodzacymi od myszy Foxnl** iFoxnl™), atakze traktowanymi Tgfp-1
i TgfB-3 przeanalizowano: (1) ekspresjc MRNA aSMA i kolagenu 11l (Publikacja 1, Figura
8B,C) oraz (2) oznaczono koncentracj¢ kolagenu iw mediach pohodowlanych (ELISA)
(Publikacja 1, Figura 8D). Zarowno fibroblasty Foxn1” jak i Foxn1*"* traktowane TgfB-1 lub
TgfB-3 odpowiadaty na stymulacje istotnym wzrostem ekspresji mMRNA aSMA (Publikacja 1,
Figura 8B) oraz obnizeniem poziomu ekspresji kolagenu Il (Publikacja 1, Figura 8C)
w porownaniu do komorek kontrolnych. w celu wykazania potencjalnych réznic w produkcji
kolagenu 1, DFs wyizolowane ze skoéry myszy Foxnl** lub Foxnl” byly hodowane
w obecnosci TgfB-1 lub 3 przez 24, 48 i 72 godziny (w tych samych punktach czasowych
zebrano media pohodowlane) (Publikacja 1, Figura 8D). Analiza immunoenzymatyczna
(ELISA) wykazata, iz stezenie kolagenu i byto istotnie wyzsze w mediach pohodowlanych
z grupy fibroblastow Foxnl” traktowanych TgfB-3 (48 i72 godziny) w poréwnaniu
z mediami z grupy fibroblastow Foxnl1**. Natomiast, TgfB-3 (48 godzin) i Tgfp-1 (72
godziny) wykazaty hamujacy wptyw na wydzielanie kolagenu i w mediach pohodowlanych

tylko z grupy Foxn1** ¥ poréwnaniu do medium kontrolnego (Publikacja 1, Figura 8D).

4.2. Analiza zmian ekspresji czynnikow regulowanych hipoksja w przebiegu

1" a Foxnl™”"

procesu gojenia ran pomi¢dzy myszami Foxn

Obnizona dostgpnos¢ tlenu (hipoksja) to jeden zgtownych elementow
srodowiskowych uruchamiajacych proces gojenia si¢ ran skornych (Lokmic iwsp. 2012).
Weczesniejsze doniesienia Zespotu Biologii Regeneracyjnej wykazaly, ze to wilasnie niska
dostepno$¢ tlenu indukuje ekspresje Foxnl w keratynocytach, a aktywacja Foxnl zwigksza

poziomy Dbiatek regulowanych hipoksja (Hif-1a, Arnt-2, Fih-1 iTxn) w pierwotnych
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hodowlach  keratynocytow  (Kur-Piotrowska iwsp. 2018). w pierwszym etapie
prezentowanych badan porownano ekspresj¢ genow zwigzanych z hipoksja (Hif-1a, Fih-1,
Arnt-2) w niezranionej (dzien 0) i pourazowej (dni 1-21) skorze myszy Foxnl1** i Foxnl™.
Niezraniona skéra myszy pozbawionych czynnika Foxnl” wykazata nizsza ekspresjc mMRNA
Hif-1a (p<0,001, Publikacja 1, Figura 1A, Tabele S1-S2) oraz biatka (Publikacja 1, Figura
1B) w poréwnaniu do myszy Foxnl1**. Podczas procesu gojenia urazow, poziomy ekspres;ji
mMRNA Hif-1a byly znacznie nizsze w skérze myszy Foxnl” w poréwnaniu do myszy
Foxnl** co obserwowano w dniach 1 (p<0,001), 3 (p<0,01) i 5 (p<0,001) po zranieniu
(Publikacja 1, Figura 1A, Tabela S1). Analiza obecnosci biatka Hif-lo. w ekstraktach
jadrowych uzyskanych ze skéry myszy Foxnl** i Foxnl” potwierdzita wyniki uzyskane dla
MRNA Hif-1o. (Publikacja 1, Figura 1A i 1B). Wykazano zdecydowany wzrost poziomow
biatka Hif-10. w skorze myszy Foxnl** w pourazowych dniach 1-5 przy znikomym wzroscie
w skorze myszy Foxnl” (Publikacja 1, Figura 1B). Ponadto skéra myszy Foxnl”
wykazywata brak ekspresji biatka Hif-lo juz wdniu 5 po zranieniu (Publikacja 1, Figura
1B).

Poziomy ekspresji mRNA Fih-1 (czynnik hamujacy Hif-1lo, ang. factor-
inhibiting hypoxia-inducible factor) u myszy Foxnl” utrzymywaty si¢ na tym samym
poziomie zaréowno w skorze niezranionej, jak ipourazowej. w skérze myszy Foxnl**
odnotowano znaczny spadek poziomu mRNA Fih-1 wdniu 1 (p<0,05) i5 po zranieniu
(p<0,01; Publikacja 1, Figura 1C, Tabela S3). Translokator jadrowy receptora
weglowodoréw arylowych 2 — Arnt-2 (sygnalizator posredniczacy w niedotlenieniu)

wykazywat podobne poziomy mRNA u obu szczepow myszy (Publikacja 1, Figura 1D).

4.3. Czynnik transkrypcyjny Foxnl oraz hipoksja moduluja ekspresje

mRNA czynnikow zwigzanych z obnizong dostepnoscia tlenu

Bioragc pod uwage wczesniejsze dane wskazujace na udzial hipoksji w regulacji
ekspresji Foxnl w keratynocytach, zbadano wptyw dostepnosci tlenu (21% Oz vs 1% O»)
i czasu hodowli (12 vs 24 godziny) na ekspresj¢ Foxnl, Hif-1a i Fih-1 w keratynocytach
izolowanych ze skéry myszy Foxnl1** (Publikacja 1, Figura 9A,C,E) lub Foxn1™ (Publikacja
1, Figura 9B,D,F) i hodowanych w ko-kulturze z DFs. Keratynocyty wyizolowane ze skory
myszy Foxnl” byty transdukowane wektorem Ad-Foxnl lub Ad-GFP (kontrolnym),
a nastgpniec hodowane w kokulturze z DFs w warunkach hipoksji lub normoksji.

Przeprowadzone badania wykazaty, iz niskie poziomy tlenu whodowli (1% O>)
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spowodowaty wzrost ekspresji mMRNA Foxnl zaréowno w keratynocytach pochodzacych od
myszy Foxnl**, jak iw keratynocytach Foxnl” z wprowadzonym na drodze transdukcji
czynnikiem Foxnl (Publikacja 1, Figura 9A 9B, Tabele S35-S36). Ekspresja Hif-1a,
w keratynocytach Foxnl1** wzrastata wraz z czasem hodowli (12 < 24 godziny) niezaleznie
od warunkow: normoksja/hipoksja (Publikacja 1, Figura 9C). z kolei keratynocyty Foxnl™,
transdukowane Ad-GFP wykazaty znaczny wzrost mRNA Hif-1a w normoksji w poréwnaniu
z hipoksja (p<0,01) (Publikacja 1, Figura 9D, Tabele S39-S42). Przeciwnie, keratynocyty
Foxnl™ transdukowane Ad-Foxnl wykazaly znaczna redukcje ekspresji mRNA Hif-1a
w warunkach normoksji w stosunku do hipoksji (p<0,05; Publikacja 1, Figura 9D, Tabele
$39-S42). Ponadto podwyzszona ekspresja Fih-1 mRNA w keratynocytach Foxnl”
transdukowanych Ad-Foxnl ihodowanych w warunkach normoksji (21% 02), ale nie
hipoksji (1% 02) (Publikacja 1, Figura 9F, Tabele S43-S44) sugeruje, ze w warunkach

normoksji czynnik Foxnl jest czynnikiem ograniczajacym ekspresje Hif-1a.

4.4. Analiza profili proteomicznych keratynocytow transdukowanych
wektorem adenowirusowym: Ad-Foxnl lub Ad-GFP (kontrola)
w warunkach normoksji (21% O3) lub hipoksji (1% O)

W celu wyboru najbardziej odpowiedniego modelu pozwalajacego na zbadanie
mechanizmu, w ktorym Foxnl i/lub hipoksja reguluja zmiany fizjologiczne w keratynocytach,
przeprowadzono eksperyment z wykorzystaniem pierwotnej hodowli keratynocytow
izolowanych od nowonarodzonych myszy Foxn1** oraz transdukowanych Ad-Foxnl lub Ad-
GFP hodowanych przez 24 godziny w warunkach hipoksji (1% O2) lub normoksji (21% O>)
(Publikacja 2, Figura 1A). w pierwszym etapie oceniano skuteczno$¢ transdukcji wektora
Ad-Foxnl wprowadzanego do keratynocytow. Analiza qRT-PCR potwierdzita bardzo
wysokie poziomy ekspresji mMRNA Foxnl w keratynocytach transdukowanych Ad-Foxnl
i niskie poziomy w keratynocytach Ad-GFP (kontrola) oraz nietransdukowanych (Publikacja
2, Figura 1A).

Czynnik transkrypcyjny Foxnl jest zlokalizowany w pojedynczych komorkach
warstwy podstawnej oraz w pierwszej warstwie komorek kolczystych naskorka (warstwa
przypodstawna), gdzie stymuluje roznicowanie si¢ keratynocytow (Lee iwsp. 1999;
Gawronska-Kozak iwsp. 2016). Aby oceni¢ lokalizacje oraz funkcjonalno$¢ Foxnl
w hodowanych  keratynocytach  przeanalizowano poziom markeréow roznicowania

keratynocytow: keratyny 10 (marker przypodstawnych keratynocytow) i keratyny 14 (marker
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podstawnych keratynocytow). Wzrost ekspresji mRNA, jak ibiatka keratyny 10 zostat
wykazany wytacznie w keratynocytach transdukowanych Ad-Foxnl, potwierdzajac tym
samym skutecznos¢ transdukcji Foxnl (Publikacja 2, Figura S1).

Szczegotowa analiza proteomiczna (LC-MS-MS) keratynocytow i keratynocytowych
mediow pohodowlanych pozwolita na identyfikacj¢: 5200 bialek w keratynocytach
hodowanych w normoksji oraz 5000 biatek w keratynocytach hodowanych w hipoksji, oraz
2025 biatek w KCM w normoksji 12100 w KCM w hipoksji (Publikacja 2, Figura 1C).
w grupie keratynocytow transdukowanych Ad-Foxnl wykryto obecnos¢: w warunkach
hipoksji 567 biatek, a w warunkach normoksji 540 biatek (Publikacja 2, Figura 1D). w celu
wylonienia r6znic (wzrost lub spadek) w poziomach ekspresji biatek w keratynocytach oraz
w ich mediach pohodowlanych (KCM) uzyto bazy danych Mus Muculus (SwissProt).
Sposrod grupy biatek stymulowanych Foxnl: w warunkach hipoksji wykazano wzrost 411
biatek i spadek 156 biatek, natomiast w warunkach normoksji wzrost wykazato 371 biatek
a spadek 169 biatek (Publikacja 2, Figura 1D). Wsrod biatek zidentyfikowanych w KCM
pobranym z keratynocytéw transdukowanych Ad-Foxnl, a hodowanych w hipoksji wykazano
obnizenie ekspresji 8 z 11 oraz 3 z 7 bialek hodowanych w warunkach normoksji. (Publikacja
2, Figura 1D).

4.4.1. Charakterystyka funkcjonalna bialek o zréoznicowanej ekspresji w keratynocytach
i keratynocytowych mediach pohodowlanych (KCM)
W kolejnym etapie okreslono wptyw Foxnl iwarunkéw hodowli (hipoksja vs

normoksja) na profil biatkowy keratynocytow i KCM.
Wyodrebniono 4 gtdéwne kategorie funkcjonalne biatek:
1) Funkcje molekularne (Publikacja 2, Figura 2A)
2) Procesy biologiczne (Publikacja 2, Figura 2B)
3) Sktadnik komérkowy (Publikacja 2, Figura S2A)
4) Klasa biatek (Publikacja 2, Figura S2B)

W kategorii ,,funkcje molekularne” wprowadzenie Foxnl do keratynocytow
spowodowato zmiany w poziomach biatek petniacych rolg: katalityczna, wiazaca oraz
regulujacg funkcje molekularne (Publikacja 2, Figura 2A). w grupie aktywatorow

katalitycznych zidentyfikowano biatka przynalezace do systemu redoks m.in. uktad
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tioredoksyn (Txn) i glutationu (GSH) (Publikacja 2, Figura 2A). Podobnie w KCM, wzrost
ekspresji  Foxnl stymulowal wzrost poziomu biatek zaangazowanych W aktywnosc¢
katalityczng, wiazanie iregulacje molekularne (Publikacja 2, Figura S3C). Szczegodtowa
analiza biatek nalezgcych do Kategorii procesow biologicznych ujawnita grupe biatek m.in.
macierzy zewnatrzkomorkowej: Ccn (Ccnl, ang. Cellular communication network factor 1),
(Ccn2, ang. Cellular communication network factor 2), regulatora transkrypcyjnego Yapl
(Yapl, ang. Yesl associed protein 1), Vegfa, bialka wigzacego angiostatyne (Amotl2, ang.
Angiostatin-binding protein), receptora nabtonkowego czynnika wzrostu (Egfr, ang.
Epidermal growth factor receptor), 3-fosfoinozytozydowa kinaz¢ biatkowa-1 (Pdpkl, ang.
Phosphoinositide-dependent kinase-1), 1-fosfatydyloinozytol-4,5-bisfosforan fosfodiesterazy
delta-1 (Plcdl, ang. 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase delta-1), ktore
zaangazowane sg W procesy: komunikacji komorkowej, transdukcji sygnatu oraz odpowiedzi
na bodzce (Publikacja 2, Figura 2B).

4.4.2. Analiza interakcji bialkowych przy uzyciu modeli sieciowych

Kyoto encyklopedia genow i genomow (KEGG, ang. Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) pozwolita na zbadanie interakcji miedzy biatkami stymulowanymi Foxnl
w warunkach hipoksji lub normoksji przy uzyciu modeli sieciowych zdeponowanych w bazie
danych  STRING (http://string-db.org). Silne korelacje  biatkowe W potaczeniu
z wezesniejszymi danymi (Kur-Piotrowska i wsp. 2018) umozliwily skonstruowanie mapy

sieci biatkowych (ang. heatmap).

Mapa sieciowa zobrazowata kaskadowa aktywacje biatek zaangazowanych w procesy
komorkowe m.in. gojenie urazéw skornych (Publikacja 2, Figura 3A,B). Biatka te zostaty

usystematyzowane w dwa oddziatujace ze soba zespoty/klastery tworzace:
1. Grupe oksydoreduktaz
2. Grupe funkcjonalna

Pierwsza grupa zawiera biatka indukowane Foxnl zaangazowane W aktywnosc¢
tancucha transportu elektronéw (Ndufal3, Ndufb5, Ndufb4, Ndufa2, Ndufbl, Ndufv2,
Romo1l) oraz uktad oksydoreduktaz: system tioredoksyn i glutationu (Txnl, Txnrdl, Txn2,
Txnrd2 Glrx5, Txnrd3, Srxnl) (Publikacja 2, Figura 3B). Istotym jest, ze wigkszos¢ z tych
biatek zostata zidentyfikowana w warunkach hipoksji i jest charakterystyczna dla pierwszych

etapow gojenia urazow skornych.
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Druga grupa biatek zostata zdefiniowana jako system funkcjonalny, gdzie wyrdznié
mozna biatka biorgce udzial m.in. w procesach migracji i proliferacji (Ccnl, Ccn2, Yapl),
sygnalizacji (Egfr, Pdpkl, Plcdl) i angiogenezy (Vegf, Timp3, Amotyl2). Interesujagcym jest,
iz wiekszos$¢ biatek nalezacych do tej grupy wykazata obnizong ekspresje w odpowiedzi na
stymulacj¢ Foxnl niezaleznie od warunkéw hodowli (hipoksja/normoksja) (Publikacja 2,

Figura3aiB).

4.5. Czynnik Foxnl regulatorem systemu antyoksydacyjnego
w Kkeratynocytach (in vitro) i w skorze (in vivo)
Analiza z zastosowaniem spektrometrii mas do badania biatek wyekstrahowanych

z keratynocytow transdukowanych Ad-Foxnl wykazata silng regulacje biatek nalezacych do

grupy oksydoreduktaz, w tym systemu Txn (Txn2 i Txnrd3) (Publikacja 2, Figura 4A).

W celu weryfikacji uzyskanych danych proteomicznych przeprowadzono analize¢ qRT-
PCR na probach uzyskanych z niezaleznych eksperymentow in vitro: (1) keratynocyty
izolowane ze skory myszy Foxnl**, transdukowane: Ad-Foxnl lub Ad-GFP oraz
nietransdukowane, (2) keratynocyty izolowane ze skory myszy Foxnl’ transdukowane: Ad-
Foxnl lub Ad-GFP (Publikacja 2, Figura 4B—F). Keratynocyty hodowano w warunkach
hipoksji lub normoksji przez 24 godziny (Publikacja 2, Figura 4B—F).

Analiza ekspresji mMRNA Txnl (Publikacja 2, Figura 4B) i Txnrdl (Publikacja 2,
Figura 4C) w keratynocytach izolowanych od myszy Foxnl*”* lub Foxnl” nie wykazaty
roznic niezaleznie od transdukcji (Ad-Foxnl vs Ad-GFP) lub warunkow hodowli (1% O vs
21% 0,). Wykazano wzrost ekspresji mRNA mitochondrialnej Txn2 w keratynocytach
Foxn1*"* transdukowanych Ad-Foxnl w poréwnaniu z keratynocytami nietransdukowanymi
w warunkach obnizonej dostepnosci tlenu (Publikacja 2, Figura 4D). Natomiast,
w przypadku keratynocytow Foxnl” transdukowanych Ad-Foxnl odnotowano obnizenie
ekspresji Txn2 w warunkach hipoksji (Publikacja 2, Figura 4D). Najwyzszy poziom ekspresji
Txnrd2 zaobserwowano w nietransdukowanych keratynocytach Foxnl1** w hipoksji
(Publikacja 2, Figura 4E). Ponadto, odnotowano obnizone poziomy ekspresji Txnrd2 mRNA
niezaleznie od zastosowanego wektora adenowirusowego (Ad-Foxnl Ilub Ad-GFP)
(Publikacja 2, Figura 4E). Jednak najbardziej spektakularne wyniki uzyskano w analizie
ekspresji mRNA Txnrd3, ktéra wykazala, iz niezaleznie od pochodzenia keratynocytow
(myszy: Foxn1** lub Foxnl”) wprowadzony na drodze transdukcji czynnik Foxnl (Ad-

Foxnl) spowodowat znaczny wzrost ekspresji Txnrd3 (Publikacja 2, Figura 4F). Ponadto
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zaobserwowano, ze wzrost ekspresji mMRNA Txnrd3 byt znacznie wyzszy w keratynocytach

transdukowanych Foxnl w warunkach normoksji (Publikacja 2, Figura 4F).

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych analiz in vitro (model komorkowy-
keratynocyty) =zostalty zestawione zwynikami analiz in vivo (model systemowy)
przeprowadzonymi na dwoéch szczepach myszy: Foxnl** iFoxnl” zaréwno w skorze
niezranionej (dzien 0) jak pourazowej (dzien 1, 3, 5, 7, 14, 21) (Publikacja 2, Figura 4G-J,
Tabele S1-S5). Przeanalizowano system tioredoksyn: cytoplazmatyczng tioredoksyng 1
(Txnl) ijej reduktaze (Txnrdl), mitochondrialng tioredoksyn¢ 2 (Txn2) ijej reduktaze
(Txnrd2) oraz reduktaze tioredoksyny 3 (Txnrd3) stanowigce uktad oksydoredukcyjny

aktywowany w warunkach hipoksji.

Analiza Western blot wykazala wyzsze poziomy biatka Txnl w skoérze myszy
Foxn1** (Publikacja 1, Figura 2C, Rysunek S3). Immunohistochemiczna detekcja wykazata
obecnos¢ Txnl w naskorku imieszkach wtosowych w skorze niezranionej, z widocznym
silniejszym produktem reakcji w skorze myszy Foxnl** w poréwnaniu do Foxnl”
(Publikacja 1, Figura 2A). Zranienie wywotato wzrost pozioméw biatka Txnl w naskorku
przylegajacym do brzegu rany, a takze w nowo powstatym naskorku. Biorge pod uwage, ze
zarowno czynnik transkrypcyjny Foxnl jak iTxnl wykryto w naskoérku oraz mieszkach
wlosowych  w kolejnym kroku wykonano immunofluorescencyjng analize¢
wspotwystepowania (kolokalizacji) Txnl z biatkiem GFP (posredni wskaznik/marker
ekspresji Foxnl w skorze myszy Foxnl::Egfp). w tym celu uzyto preparatow histologicznych
skory pochodzacej od myszy transgenicznych Foxnl::Egfp, u ktorych ekspresja genu eGFP
znajduje si¢ pod kontrolg sekwencji regulatorowej w genie Foxnl (Gawronska-Kozak i wsp.
2016; Kopcewicz i wsp. 2020; Walendzik i wsp. 2020). Pozwolito to na $ledzenie ekspresji
czynnika Foxnl poprzez wizualizacje obecnosci biatka eGFP. Obrazowanie konfokalne
wykazato, ze Txnl iFoxnl wspolwystepuja W warstwie przypodstawnej i warstwie
réznicujacych sie keratynocytow, co wskazuje na mozliwe wspoétdziatanie obu czynnikéw
(Publikacja 1, Figura 2B).

Analiza ekspresji transkryptu Txnrdl wykazata wyzsze poziomy mRNA w skorze
myszy Foxn1** w dniach 3-21 po urazie (Publikacja 2, Figura 4G, Tabela S1) w poréwnaniu

do myszy Foxn1*".

Analiza ekspresji Txn2 mRNA w skorze nie wykazata roznic pomiedzy myszami Foxn1*’*

i Foxnl” zaréwno w skorze niezranionej, jak ipourazowej (Publikacja 2, Figura 4H).
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Poziomy ekspresji MRNA Txnrd2 byty podobne u obu szczepéw myszy, z wyjatkiem wzrostu
ekspresji, ktory zaobserwowano wdniu 1 po zranieniu u myszy Foxnl** (Publikacja 2,
Figura 41, Tabele S2 i S3).

Najistotniejsze zmiany w ekspresji mMRNA odnotowano dla reduktazy tioredoksyny 3
(Txnrd3). Wykazano istotnie wyzsze poziomy Txnrd3 w skoérze niezranionej (dzien O;
p<0,001) oraz pourazowej (dni 3, 5, 21) myszy Foxnl1** w porownaniu do myszy Foxnl™
(Publikacja 2, Figura 4J, Tabele S4 i S5). Uzyskane dane in vivo potwierdzity wyniki analiz
proteomicznych keratynocytow in vitro (Publikacja 2, Figura 4B-F vs 4G-J).

Uzyskane wyniki in vitro i in vivo wraz z wczesniejszymi badaniami Zespotu Biologii
Regeneracyjnej (Kur-Piotrowska i wsp. 2018) wykazuja, iz Foxnl moze regulowaé dziatanie
uktadu tioredoksyn (Txn) wptywajac przez to na aktywnos¢ obrony antyoksydacyjnej

komorek.

4.6. Wplyw aktywnosci czynnika Foxnl oraz hipoksji na regulacje
funkcjonowania Kkeratynocytow w procesach zwigzanych z gojeniem
urazow skory
4.6.1. Wplyw Foxnl1 na aktywnos$¢ bialek Cen

Szczegotowa analiza z zastosowaniem spektrometrii mas wykazata zalezne od
aktywnosci Foxnl obnizenie poziomoéw biatek Ccnl iCcn2 w keratynocytach i KCM,
niezaleznie 0od dostepnosci tlenowej (Publikacja 2, Figura 6A). Biorac pod uwage wyniki
analiz proteomicznych dokonano oceny poziomu biatka Ccn2 w niezranionej (dzien O
i pourazowej (1- 21 dzien) skorze myszy Foxn1** i Foxnl”. Analiza Western blot wykazata
nizsze poziomy biatka Ccn2 w pourazowej skérze (dzien 3, 5 i21) myszy Foxnl**
W poréwnaniu do myszy Foxnl” (Publikacja 2, Figura 6B). Dane te s zgodne z wynikami
proteomicznymi (keratynocyty) wskazujgcymi, iz obecno$¢ Foxnl obniza poziomy biatka
Ccn2 (Publikacja 2, Figura 6A,B). Obecnos¢ komorek Ccn2 pozytywnych wykazano
w nieuszkodzonym naskorku i mieszkach wlosowych, zas w skorze zranionej w nowo
powstajagcym naskorku u obu szczepow myszy (Publikacja 2, Figura 6C). Jednakze silniejsza
reakcje na obecnosé biatka Ccn2 obserwowano w skorze myszy Foxnl™. w zwigzku z tym, iz
ekspresja Foxnl i Ccn2 lokalizuje si¢ w komorkach naskorka oraz mieszkach wtosowych,
w kolejnym etapie wykonano podwojne barwienie immunofluorescencyjne w celu wykazania
mozliwego wspotwystepowania obu biatek. Podobnie jak w przypadku kolokalizacji biatka
Txnl oraz Foxnl (eGFP) uzyto preparaty histologiczne skoéry pobranej od myszy
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transgenicznych Foxnl::Egfp. Obrazowanie konfokalne wykazato silng kolokalizacje eGFP
(Foxnl) i Ccn2 w naskorku przylegajacym do obszaru rany i jej brzegu. Pozytywna eakcja
byta ograniczona do warstwy przypodstawnej, ale nie do warstwy podstawnej naskorka
(Publikacja 2, Figura 6D).

Uzyskane wyniki wykazaty: (1) kolokalizacje Foxnl z Ccn2 w naskorku (2) obnizong
ekspresje zarowno Ccnl, jak iCcn2 w keratynocytach wykazujacych ekspresje Foxnl
niezaleznie od warunkéw tlenowych (dane proteomiczne) oraz (3) nizsze poziomy biatka

Ccn2 w pourazowej skérze myszy Foxn1** W poréwnaniu do myszy Foxnl™,

4.6.2. Analiza przebiegu proliferacji i migracji keratynocytéow transdukowanych Ad-
Foxnl lub Ad-GFP

W celu okre$lenia wptywu czynnika Foxnl oraz dostgpnosci tlenu na proces
proliferacji i migracji, przeprowadzono doswiadczenie in vitro w ktorym keratynocyty
wyizolowane ze skory myszy Foxnl** transdukowano Ad-Foxnl lub Ad-GFP (kontrola)
i hodowano przez 24 godziny w warunkach hipoksji (1% O2) lub normoksji (21% O>).
Hipoksja stymulowata nieznacznie tempo metabolizmu (Publikacja 2, Rycina 7E)
i proliferacji keratynocytow (Publikacja 2, Figura 7F, Tabela S12) niezaleznie 0d obecnosci
Foxnl. Nastepnie oceniono wskaznik migracji keratynocytow poprzez wykonanie testu
zarysowania w badaniach in vitro (Publikacja 2, Figura 7A-D, Tabele S8-S11). Hipoksja
jako pojedyncza zmienna, stymulowata migracje keratynocytow, co obserwowano
szczegolnie w 3 i 6 godzinie hodowli (Publikacja 2, Figura 7A,B, Tabele S8). Transdukcja
Ad-Foxnl wtych samych warunkach (hipoksja) spowodowata znacznie spowolnione
zdolno$ci migracyjne keratynocytéow (3 i24 godzina hodowli) (Publikacja 2, Figura 7D,
Tabela S9). Natomiast nadekspresja Foxnl w keratynocytach w warunkach normoksji
przyspieszyta migracje, szczegolnie w3 i6 godzinie hodowli (Publikacja 2, Figura 7C,
Tabela S11).

4.6.3. Analiza aktywnosci szlakow proangiogennych

Nastgpnym etapem badan bylo okreslenie wptywu Foxnl oraz hipoksji na aktywnosc¢
szlakow  proangiogennych.  Analiza  z zastosowaniem  spektrometrii  mas  biatek
wyizolowanych z keratynocytéow myszy Foxnl*’*, ktére transdukowano Ad-Foxnl lub Ad-
GFP i hodowano przez 24 godziny w warunkach hipoksji (1% O2) lub normoksji (21% O>)
wykazala obnizong ekspresje gtownego regulatora angiogenezy Vegfa oraz Amotl-2

w keratynocytach transdukowanych Ad-Foxnl niezaleznie od warunkow tlenowych
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(Publikacja 2, Figura 8A, Suplement 2). Aby zweryfikowa¢ uzyskane wyniki proteomiczne
wykonano analize ekspresji mRNA Vegfa przy uzyciu techniki gqRT-PCR w niezaleznych
probkach biologicznych  keratynocytéw pobranych ze skéory myszy  Foxnl**:
nietransdukowanych lub transdukowanych Ad-Foxnl lub Ad-GFP oraz keratynocytow
wyizolowanych ze skéry myszy Foxnl”, ktore transdukowano Ad-Foxnl lub Ad-GFP
(Publikacja 2, Figura 8B). Odnotowano istotnie podwyzszona ekspresjc mMRNA Vegfa tylko
w warunkach hipoksji niezaleznie od pochodzenia keratynocytow (Foxn1** vs Foxnl”) czy
transdukcji wektorem wirusowym (Ad-Foxnl vs Ad-GFP) (Publikacja 2, Figura 8B).
Zaobserwowano  obnizony poziom mRNA  Vegfa zaréowno  w Kkeratynocytach
transdukowanych Foxnl, jak i keratynocytach Foxnl” Yporéwnaniu do keratynocytow
kontrolnych (GFP i nietransdukowanych) (Publikacja 2, Figura 8B).

Biorac pod uwage powyzsze dane, w kolejnym kroku zbadano mozliwy wpltyw
zebranych mediow pohodowlanych (KCM) z keratynocytow transdukowanych Ad-Foxnl lub
Ad-GFP w warunkach hipoksji lub normoksji na potencjat angiogenny ludzkich komorek
srodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC). w przeprowadzonym doswiadczeniu komorki
HUVEC hodowano z ré6znymi KCM:

1. KCM-Hyp-Foxnl - KCM pochodzace z keratynocytéow transdukowanych
Ad-Foxnl i hodowanych w hipoksji,

2. KCM-Hyp-GFP - KCM pochodzace z keratynocytéow transdukowanych
Ad-GFP i hodowanych w hipoksiji,

3. KCM-Nor-Foxnl - KCM pochodzace z keratynocytow transdukowanych
Ad-Foxnl i hodowanych w normoks;ji,

4. KCM-Nor-GFP — KCM pochodzace z keratynocytéow transdukowanych
Ad-GFP i hodowanych w normoksji

przez 6, 12 lub 18 godzin wcelu wykazania mozliwego wptywu mediow
pohodowlanych na tworzenie si¢ petli srodblonka (Publikacja 2, Figura 8D,E,F). Wyniki
wykazaly, ze 6-godzinna hodowla obfitowata w mate i $rednie typy sieci srodbtonka, lecz nie
zaobserwowano zadnych istotnych réznic w szybkoSci powstawania naczyn, niezaleznie od
typu zastosowanego KCM (Publikacja 2, Figura 8D—F). 12-godzinna hodowla ujawnita
wzrost liczby matych i srednich sieci srodbtonka w grupie HUVEC hodowanych w KCM-
Hyp-GFP w poréwnaniu do KCM-Nor-Foxnl (Publikacja 2, Figura 8E) i w porownaniu do
hodowli kontrolnych (Publikacja 2, Figura 8E). Natomiast, po uptywie 18 godzin
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obserwowano utrzymujacy si¢ efekt wigkszej liczby matych i $rednich sieci srodbtonka przy
zastosowanym medium KCM-Hyp-GFP (Publikacja 2, Figura 8F) przy jednoczesnym

wzroscie duzych sieci niezaleznie od zastosowanego KCM.

Wyniki wskazuja, iz obecno$¢ Foxnl koreluje z obnizonymi poziomami gléwnych
regulatorow angiogenezy (Vegfa, Amotyl2). Dane te korespondujg z wynikami in vivo
wskazujacymi na obnizone poziomy mRNA Vegfa u myszy Foxn1** w dniach pourazowych

5-21, jakkolwiek nie sg one istotne statystytcznie (Publikacja 2, Figura 8C).
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5. Dyskusja

Gojenie urazéw skory stanowi ztozony proces, ktory zachodzi na drodze reperacji
(powstanie blizny) badz regeneracji (brak blizny). Proces regeneracji, prowadzi do odbudowy
tkanek pourazowych odtwarzajac architekture i funkcjonalno$¢ identyczng z tkankami
niezranionymi. Natomiast, proces reperacji prowadzi do odbudowania bariery ochronnej
skory (wytworzenie blizny), jednakze skora pourazowa nie odzyskuje petnej funkcjonalnosci
skory niezranionej. Na przebieg, koordynacje, a w efekcie rezultat procesu gojenia, sktada sig¢
wiele elementow, szlakow oraz czynnikéw (komorki, geny, molekuty), ktore wykazuja
odmienng dynamike ekspresji w procesie naprawy i regeneracji. Pomimo licznych badan
mechanizm  odpowiedzialny za  przekierowanie szlakéw  regeneracyjnych  na
reperacyjne/naprawcze nie zostat jeszcze poznany.

Kaskada zdarzen wywotana zranieniem ico za tym idzie indukcjg procesu gojenia
urazow skornych aktywuje zespdt czynnikow transkrypcyjnych stanowigcych nadrzedny
element regulujacy wlaczanie/wylaczanie gendéw docelowych. Poznanie szlakoéw
regulowanych przez czynniki transkrypcyjne jest najwickszym wyzwaniem w obszarze tych
badan.

Jednym z czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w efektywno$¢ procesow
gojenia urazow skory jest omawiany w rozprawie doktorskiej naskorkowy czynnik Foxnl.
Natomiast, bodzcem $rodowiskowym, ktory aktywuje w miejscu zranienia proces gojenia si¢
ran jest hipoksja. Dotychczasowe badania prowadzone przez zespot Prof. Barbary
Gawronskiej-Kozak wykazaty iz: (1) myszy pozbawione czynnika Foxnl w skoérze wykazuja
zdolno$¢ gojenia na drodze regeneracji w modelu nacigcia (ang. incisional model)
(Gawronska-Kozak iwsp. 2006) oraz (ii) znaczace réznice W ekspresji genow zwigzanych
z hipoksja w skorze pomiedzy myszami Foxnl” amyszami kontrolnymi (Foxn1**) (Kur-
Piotrowska i wsp. 2018).

Dane te sugerujace, iz interakcje pomiedzy Foxnl a czynnikami/genami zwigzanymi
z niska dostepnoscig tlenu (np. Hif-la) moga warunkowac fizjologiczny wybor sposobu
gojenia urazow skory: regeneracyjny vs reperacyjny staty si¢ stymulatorem i podstawa
zaprezentowanych w mojej pracy doktorskiej badan.

Nadrzedng hipotezg badawczg przedstawionej rozprawy doktorskiej byto wykazanie
wspotudziatu i potencjalnego mechanizmu dziatania czynnika indukowanego hipoksja Hif-1a
oraz czynnika transkrypcyjnego Foxnl w wyborze S$ciezki gojenia urazow skory:

regeneracyjny vs reperacyjny zaréowno na poziomie komoérkowym (in vitro) oraz podczas
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procesu gojenia urazéw skory (in vivo). Zbadanie $ciezek taczacych hipoksje z czynnikiem
Foxnl moze pozwoli¢ na ukierunkowang ingerencje¢ W proces gojenia, ktoéra umozliwi
przekierowanie gojenia bliznowego na regeneracyjne, aniegojacych si¢ ran na gojenie
bliznowe.

Jednym z zadan badawczych (Zadanie badawcze 1) bylo przeanalizowanie
i porownanie procesu gojenia urazow skoéry myszy Foxnl” (model regeneracyjny)
i kontrolnych (Foxn1**; model reperacyjny) w aspekcie ekspresji genéw zwigzanych
z hipoksjg. Natomiast, seria doswiadczen in vitro (Zadanie badawcze 2) miata na celu
zbadanie mechanizmu, w ktorym hipoksja i Foxnl regulujg zmiany fizjologiczne
keratynocytow.

Skoéra niezraniona oraz pourazowa pobrana od myszy Foxnl” iFoxnl** zostala
przeanalizowana w kontek$cie przebiegu procesu gojenia oraz ekspresji czynnikow
zwigzanych z hipoksja. Badania in vivo przeprowadzone na zwierzgtach, u ktorych
zastosowano uraz skory oparty na modelu wycigcia potwierdzity wczesniejsze doniesienia
oparte na modelu nacigcia wskazujace na zdolno$¢ myszy Foxnl” do gojenia bezbliznowego
(regeneracyjnego; ang. scar-free) lub o zminimalizowanej bliznie obecnej w postaci
delikatnych wiokien kolagenowych jedynie w warstwie skory wiasciwej (ang. scar-less)
(Gawronska-Kozak i wsp. 2006; Manuel i Gawronska-Kozak 2006; Gawronska-Kozak 2011).

Bezposrednio po zranieniu pierwszoplanowa rol¢ odgrywaja ztozone mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej oraz rekonstrukcji uszkodzonego nablonka, wsrod ktorych
wyroznia si¢ m.in. zdolno$¢ komorek do migracji i proliferacji. Sposob gojenia urazu
skornego opartego na modelu wycigcia potwierdzit u myszy Foxnl” zdolnosci przypisywane
gojeniu regeneracyjnemu wykazanemu uprzednio w modelu nacigcia wskazujagc m.in. (i)
szybka odbudowe nablonka po urazie (re-epitelializacja), (ii) zwigkszong ekspresje TgfB-3
(izoforma pro-regeneracyjna), ktora korelowata ze spadkiem ekspresji Tgfp-1 (izoforma pro-
bliznowa), (iii) przesunigcie balansu Mmp-9/Timp-1 w kierunku wyzszych pozioméw Mmp-9
I nizszych poziomow Timp-1 (Manuel | Gawronska-Kozak 2006; Gawronska-Kozak 2011).
Procz podobienstw modelu wycigcia i nacigcia skornego wskazujacych na sciezke gojenia
bezbliznowego, zaobserwowano rowniez réoznice miedzy tymi modelami m.in. pod wzgledem
iloéci odktadanego kolagenu w pourazowej skérze myszy Foxnl”. Pourazowa skéra myszy
Foxn1” w dniu 21 po zranieniu (model naciecia) wykazywat prawie niewykrywalne wtokna
kolagenowe, wskazujac miejsce urazu (Gawronska-Kozak i wsp. 2011). Natomiast stosujac

model wyciecia skérnego u myszy Foxnl” w21 dniu po urazie ujawniono dobrze
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odgraniczone od otaczajacej tkanki odktadanie nowego kolagenu, chociaz obszar akumulacji
kolagenu byt mniejszy niz u myszy Foxnl**. Dane te potwierdzaja koncepcje, iz rodzaj
naci¢cia skory odzwierciedla profil gojenia (Ansell i wsp. 2014).

Wykazane w niniejszej pracy doktorskiej cechy gojenia regeneracyjnego urazéw skory
myszy Foxnl” sa spojne z wzorcowymi modelami bezbliznowej regeneracji tj. regeneracja
ptetw u Danio rerio (Poss i wsp. 2003), regeneracja konczyn aksolotla (Endo i wsp. 2004;
Kragl i wsp. 2009) oraz u ssakéw: regeneracja skory u myszy kolczastych (Seifert i wsp.
2012) w aspekcie przyspieszonej w porownaniu do gojenia bliznowego re-epitelializacji oraz

zwickszonych poziomow Tgff-3.

Kolejnym aspektem omawianym w pracy doktorskiej jest hipoksja, ktora regulujac
szereg procesoéw fizjologicznych i patofizjologicznych, zostata rozpoznana jako kluczowy
element sSrodowiskowy uruchamiajacy proces gojenia ran (Hong iwsp. 2014).
Przeprowadzone analizy ekspresji mRNA oraz pozioméw biatka wskazuja, ze czynniki
indukowane hipoksja (Hif-1a, Fih-1, Arnt-2, Ep300) moga by¢ réwniez regulowane
aktywnoscig czynnika transkrypcyjnego Foxnl. Zraniona skéra myszy Foxnl” wykazywata
stabilng i niezmienng pod wplywem urazu ekspresj¢ kluczowych czynnikow regulowanych
warunkami obnizonej dostgpnosci tlenowej (Hif-1a, Fih-1, Ep300). Natomiast skora myszy
Foxnl1** wykazata wzrost ekspresji mMRNA Hif-1a przy jednoczesnym spadku Fih-1 w tkance
pourazowej. Uwzgledniajac charakterystyke bezbliznowego gojenia myszy Foxnl”
przedstawione dane sugeruja, ze nieprawidtowosci w regulacji ekspresji Hif-1a spowodowane
brakiem Foxnl moga uruchamiaé¢ proces gojenia bezbliznowego (regeneracji). Ponadto,
analizy in vitro wykazaty, ze wprowadzenie Foxnl na drodze transdukcji do keratynocytow
pozbawionych endogennego Foxnl (keratynocyty pochodzace od myszy Foxnl™)
doprowadzitlo do obnizenia ekspresji mRNA Hif-la w warunkach normoksji, ale nie
w hipoksji, za§ w przypadku Fih-1 odnotowano zahamowanie ekspresji MRNA wylacznie
w warunkach hipoksji. Uzyskane dane wskazuja, iz w warunkach normoksji czynnik
transkrypcyjny Foxnl jest czynnikiem ograniczajacym ekspresj¢ Hif-1a. Podobne wyniki
przedstawili Wang i wsp., stosujac wyciszanie RNA jadrowego czynnika oddechowego-1
(NRF-1, ang. Nuclear respiratory factor 1) (Wang iwsp. 2016). Obnizenie NRF-1
w komorkach HEK293T zwigkszyto akumulacj¢ biatka Hif-1a w warunkach normoksji,

a efekt ten zostat dodatkowo wzmocniony w warunkach hipoksji (Wang i wsp. 2016).
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Dotychczasowa literatura dysponuje jedynie kilkoma opublikowanymi pracami,
w ktorych badano zwigzek miedzy hipoksja a aktywnoscia czynnika Foxnl, jednak dotyczyty
one aspektu niedoboru limfocytow T lub przebiegu nowotworzenia, ale nie samego czynnika
Foxnl (Muller i wsp. 2005; Szatvari i wsp. 2016). Zatem, kontekst korelacji Foxn1 i hipoksji
nigdy wczesniej nie zostat zbadany, a przedstawione w niniejszej pracy wyniki sg pierwszymi

wskazujacymi na mozliwe wspotudziatanie Foxnl i Hif-1o w skorze.

Jak dotad wykazano, ze Hif-lo jako gtéwny regulator homeostazy tlenowej
uczestniczy w procesie gojenia urazéw. Natomiast, wszelkie zaburzenia w ekspresji Hif-1a
wigzg si¢ z niekorzystnymi skutkami gojenia ran skory. Dane literaturowe wskazujg, ze
nadekspresja Hif-1a prowadzi do powstania blizn przerostowych, podczas gdy niedobor Hif-
la przyczynia si¢ do powstawania trudno gojacych si¢ ran (Hong i wsp. 2014; Rycina 8). Co
ciekawe, skora ptodow ssakow, ktore rozwijaja si¢ W srodowisku wewngtrzmacicznym O
obnizonej dostgpnosci tlenu (hipoksja), goi si¢ w sposob bezbliznowy (regeneracyjny)
(Scheid i wsp. 2002). Roznice w ekspresji Hif-la mi¢dzy gojeniem regeneracyjnym (ptody
ssacze), areperacyjnym (doroste ssaki) w skorze zostaty juz opisane (Scheid i wsp. 2002).
Badania Scheid i wsp. nie wykazaty wzrostu ekspresji Hif-1o. w pourazowej skorze ptodow
owiec (okres gojenia bez blizn). Przeciwnie, podwyzszony poziom Hif-1o. obserwowano
w skorze dorostych owiec (okres gojenia bliznowego). Wyniki naszych badan silnie korelujg
z badaniami Scheid i wsp. wskazujac na zwiazek pomi¢dzy pourazowym wzrostem ekspresji
czynnika Foxnl, stymulowanymi w warunkach hipoksji genami oraz tworzeniem blizny. Co
plasuje Foxnl jako potencjalny regulator Hif-1a, w naprawczym (bliznowym) gojeniu si¢ ran

skory (Rycina 8).

Brak blizny
(regeneracja)

Blizny przerostowe
keloidy

Regularna blizna

(reperacja) Niegojace sig rany

Rycina 8. Ekspresja Hif-la wroéznych typach gojenia urazow skory ssakow.

Opracowanie wlasne wykonane w programie Biorender.
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Istotnym aspektem gojenia urazéw skory jest zamykanie si¢ rany, osiggane dzigki
procesom migracji i proliferacji keratynocytow, na ktorag wptywa srodowiskowa dostepnosé
tlenu w miejscu urazu (O'Toole i wsp. 1997; Xia i wsp. 2001). Jednak mechanizm lezacy u
podstaw stymulacji migracji w warunkach hipoksji zaobserwowany w keratynocytach nadal
pozostaje niewyjasniony (O'Toole iwsp. 1997; Xia iwsp. 2001). Analiza funkcjonalna
keratynocytow (test zadrapania, ang. scratch assay) potwierdzita wczesniejsze doniesienia
wykazujac, iz migracja keratynocytéow jest stymulowana warunkami obnizonej dostgpnos$ci
tlenu (Cowburn iwsp. 2014; Guo iwsp. 2010). Podczas gdy hipoksja jako pojedyncza
zmienna indukowata migracj¢ keratynocytéw, to transdukcja Ad-Foxnl do keratynocytow
w warunkach hipoksji znacznie spowolnita tempo migracji (Publikacja 2, Figura 7A-D).
Przeciwnie, nadekspresja Foxnl w warunkach normoksji przyspieszyta migracj¢
keratynocytow. Wyniki te sugeruja udziat Foxnl jako elementu kontrolujacego i regulujacego
tempo migracji keratynocytow w zalezno$ci od warunkow: przyspieszajacy W normoksji,
a obnizajacy w hipoksji. Analiza proteomu keratynocytow wskazata rowniez grupe biatek
Ccn, ktore jako docelowe elementy szlaku hipoksja — Foxnl i normoksja — Foxnl mogg by¢
zaangazowane W regulacje migracji i proliferacji keratynocytow. Jak do tej pory dane
literaturowe wykazaty aktywny udzial biatlek Ccn w odbudowie pourazowego naskorka.
Badania Du iwsp. wykazaly, ze Ccnl moze bezposrednio stymulowaé re-epitelializacje
podczas gojenia si¢ ran skory (Du i wsp. 2018). Natomiast Kiwanuka i wsp. zidentyfikowali,
Ccn2 jako przejsciowo syntetyzowany przez hiperproliferacyjne keratynocyty podczas re-
epitelializacji rany (Kiwanuka i wsp. 2013). Wyniki przedstawionych danych proteomicznych
ujawnity, ze w keratynocytach transdukowanych Ad-Foxnl ekspresja biatek Ccnl i Ccn2 jest
obnizona niezaleznie od warunkow tlenowych (normoksja vs hipoksja). Pomimo wielu
doniesien, ekspresja Ccn w keratynocytach wcigz pozostaje kontrowersyjna. Wiele danych
z jednej strony wskazuje na obecnos¢ ekspresji Ccn2 na przyktad w ludzkim naskoérku (Quan
i wsp. 2009), podczas gdy inne badania wykazuja brak ekspresji tych biatek w keratynocytach
naskorka (Rittie i wsp. 2011). Zaprezentowane w pracy doktorskiej badania in vivo wykazaty,
stabilne poziomy biatka Ccn2 w skorze myszy Foxnl** podczas procesu gojenia urazow
skory. Natomiast, pourazowa skora myszy Foxnl 7 wykazata obnizony poziom biatka Ccn2,
co szczegolnie obserwowano w dniach 3 i 5 (Publikacja 2, Figura 6B). Uzyskane dane moga
wskazywa¢ na nowy szlak sygnatowy, w ktorym powstaly uraz i hipoksja zwiekszaja
ekspresj¢ Foxnl, powodujac obnizenie poziomu Ccn, co w konsekwencji wptywa na migracjg

keratynocytow (Rycina 9).
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Tuz obok migracji i proliferacji komorkowej, angiogeneza odgrywa kluczowa rolg
w gojeniu si¢ ran skory, pozwalajac na odtworzenie nowych naczyn wlosowatych
Z istniejacych naczyn krwiono$nych wspomagajac odzyskanie integralnosci tkanki (Tonnesen
i wsp. 2000). w naskorku angiogeneza jest prawie nieobecna (Rittie iwsp. 2011). Jednak
keratynocyty moga uwalnia¢ czynniki stymulujgce gitebsze warstwy skory tj. skore wiasciwag
wplywajac przez to posrednio na procesy angiogenezy (Johnson i wsp. 2014). Badnia Gillis
I wsp. wykazaty silny wzrost ekspresji mMRNA Vegf w nabtonku hiperproliferacyjnym podczas
gojenia sie ran (Gillis i wsp. 1999). Ponadto, zaobserwowano indukcje ekspresji Vegf po
potraktowaniu nieaktywnych komorek odpowiednio: EGF, TGFB-1, czynnikiem wzrostu
keratynocytow (KGF) lub czynnikiem martwicy nowotworu o (TNF-a). Jako ze wszystkie te
czynniki sg obecne w miejscu zranienia we wczesnej fazie gojenia, mogg by¢ rowniez
odpowiedzialne za indukcje Vegf po uszkodzeniu skory (Gillis iwsp. 1999). Obecnie
wiadomo réwniez, ze receptory Vegf (VEGFR) wystepuja na powierzchni innych typow
komorek zaangazowanych w gojenie ran. Na przykltad wykazano, iz Kkeratynocyty
I makrofagi, wykazuja ekspresj¢ VEGFR i sg zdolne do bezposredniej odpowiedzi na VEGF
(Johnson i wsp. 2014).

We wczesniejszych badaniach Zespotu Biologii Regeneracyjnej zaobserwowano
proangiogenny wptyw hipoksji na tworzenie przestrzennych sieci przez HUVEC
(Wisniewska iwsp. 2021). Prezentowana w niniejszej rozprawie analiza proteomiczna
wykazata spadek poziomow biatka Vegfa w keratynocytach stymulowanych Foxnl
i hodowanych w warunkach hipoksji. Test funkcjonalny przeprowadzony z wykorzystaniem
mediow pohodowlanych wykazat, iz stymulowane Foxnl Kkeratynocyty hodowane
w warunkach hipoksji uwalniajg czynniki odpowiedzialne za zmniejszenie potencjatu
proangiogennego komorek HUVEC w poréwnaniu z medium keratynocytowym kontrolnym.
Podobnie jak w przypadku regulacji migracji keratynocytow w zaleznosci od warunkow
dostepnosci tlenu, Foxnl nadzoruje proces angiogenezy przeciwstawiajac si¢ gwattownym

zmianom $rodowiskowym (hipoksja vs normoksja).

Przeprowadzone analizy proteomiczne zaréwno keratynocytow transdukowanych Ad-
Foxnl, hodowanych w warunkach hipoksji lub normoksji, a takze odpowiadajacych KCM
pozwolity na wykazanie wczesniej nierozpoznanej funkcji Foxnl jako elementu regulujacego
ochron¢ antyoksydacyjnag w skorze. Wyniki tych analiz wskazaty, ze Foxnl reguluje
ekspresje biatek nalezacych do kompleksu ii Il tancucha transportu elektronow (ETC, ang.

electron transport chain) oraz uczestniczy w ochronie antyoksydacyjnej poprzez
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synchronizacje uktadu tioredoksyn. w kompleksie i wykazany zostat stymulowany poprzez
Foxnl wzrost ekspresji/poziomow biatek Ndufv2, Ndufa2 i Ndufal3, ktorych geny kodowane
sg przez jadrowe DNA (Koopman i wsp. 2010). Jednak, aby spetni¢ swoja role, biatka te
muszg by¢ transportowane przez blone mitochondrialng. Wczesniejsze badania Zespotu
Biologii Regeneracyjnej wykazaty udziat Foxnl w stymulacji zaleznego od napigcia
anionselektywnego biatka kanatu 1 (Vdacl, ang. Voltage Dependent Anion Channel 1) (in
vitro) (Kur-Piotrowska i wsp. 2018).

Podobng zalezno$¢ obserwowano w badania in vivo wykazujac wysokie poziomy
ekspresji mMRNA Vdacl w skérze myszy Foxnl**, ale nie Foxnl” (Kur-Piotrowska i wsp.
2017). Bioragc pod uwage fakt, iz Vdacl tworzy kanaly umozliwiajace dyfuzje matych
czasteczek hydrofilowych przez zewngtrzng btong mitochondrialng i btong¢ plazmatyczna,

mozliwy jest udzial Foxnl w koordynacji proceséw zachodzacych w tancuchu oddechowym.

W mitochondriach do dominujacych systeméw buforujacych reaktywne formy tlenu
(RFT; ROS, ang. Reactive Oxygen Species) zaliczane sa: glutaredoksyny, glutation (GSH),
peroksyredoksyny (Prxs) i tioredoksyny (Koopman iwsp. 2010). Zas, redukcja nadtleneku
wodoru wystepuje przy udziale systemu redoks zawierajacego m.in. GSH czy
peroksyredoksyny. Aktywnos¢ Prxs jest utrzymywana przez sulfidoksyny (Srxnl), endogenne
biatka antyoksydacyjne hamujace apoptoze iprodukcje RFT (He iwsp. 2021). Sposrod
wymienionych systeméw buforujacych zaangazowanych w reakcje redoks najsilniejszym
uktadem oksydoredukcyjnym okazat si¢ by¢ uktad tioredoksyn, ktory jest zaangazowny
przede wszystkim w ochron¢ komorek przed stresem oksydacyjnym (Roussel i wsp. 2008).
Potencjalna rola Foxnl w regulacji uktadu Txn byta analizowana w poprzednich badaniach
Zespotu Biologii Regeneracyjnej, ktore wykazaty obecnos¢ aktywnej formy Txn
w keratynocytach stymulowanych Foxnl (in vitro) (Kur-Piotrowska iwsp. 2018). Jednak
dopiero szczegotowa analiza proteomu keratynocytow transdukowanych Ad-Foxnl pozwolita
na skonstruowanie mapy interakcji biatkowych. Na podstawie funkcjonalnego powigzania
biatek wykazano, ze Foxnl silnie aktywuje system redoks. Wsrod biatek silnie
stymulowanych przez Foxnl wyrdznione zostaty biatka uktadu tioredoksyn iich reduktaz,
ktore wraz z biatkami detoksykacyjnymi m.in. GIrx5 i Srxnl tworzg silny ispojny system

obrony antyoksydacyjnej keratynocytow.

Co ciekawe, analizujac profil biatkowy keratynocytow stymulowanych Foxnl

zaobserwowano silny wzrost ekspresji Txn2 i Txnrd3, szczegolnie w warunkach hipoksji.
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Dane literaturowe wskazuja, ze Txn2 odgrywa wazng rol¢ W regulacji potencjatu blonowego
mitochondriow oraz w ochronie przed apoptoza wywotang utlenieniem (Damdimopoulos
i wsp. 2002). Jednak najbardziej intrygujace wyniki zaobserwowano w przypadku Txnrd3,
ktora dziata nie tylko jako reduktor uktadu Txn, ale takze petni role utleniacza glutationu. Jak
dotad obecnos¢ Txnrd3 wykazano w narzadach piciowych (jadra, jajniki) (Su iwsp. 2005;
Rundlof 1wsp. 2004),w $ledzionie, nerkach, sercu iwatrobie (Rundlof iwsp. 2004).
Zaprezentowane W niniejszej rozprawie wyniki analiz proteomicznych wykazaty po raz
pierwszy obecno$¢ biatka Txnrd3 w keratynocytach, gdzie wzrost jego pozioméw byt
stymulowany Ad-Foxnl szczegolnie w warunkach hipoksji. Warto nadmieni¢, iz dotychczas
Txnrd3 wykryto jednie w komorkach ludzkich, psich i szympansich, a prezentowane wyniki
sa pierwszymi identyfikujacymi obecnos$¢ aktywnej formy Txnrd3 w komorkach mysich (Su
i wsp. 2005; Rundlof iwsp. 2004). Ponadto przeprowadzone analizy in silico wykazaty
mozliwe miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego Foxnl w uktadzie tioredoksyn (Txnl,
Txnrdl, Txn2, Txnrd2 i Txnrd3) (Publikacja 2, Figura S6).
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6. Podsumowanie

Celem rozprawy doktorskiej byto wykazanie wspotudziatu czynnika transkrypcyjnego
Foxnl oraz hipoksji w regulacji procesu gojenia urazéw skory. Przeprowadzone badania
wskazuja, iz: (i) Foxnl, jako potencjalny regulator Hif-1o/Fih-1, moduluje
naprawcze/reperacyjne (bliznowe) gojenie si¢ ran skory poprzez regulowanie procesow
zwigzanych z odbudowg naskorka (migracja keratynocytow) oraz angiogeneza (Rycina 9); (ii)
brak aktywnoéci Foxnl (myszy Foxnl”) skutkuje zaburzonymi/niestabilnymi poziomami

$ciezki sygnatowej Hif-1a/Fih-1 czego efektem jest bezbliznowe gojenie urazow skory.

Ponadto, otrzymane wyniki sg pierwszymi, ktore identyfikuja czynnik transkrypcyjny
Foxnl jako mozliwy regulator obrony antyoksydacyjnej skoéry zaangazowany w modulacje

uktadu tioredoksyn (Txn) (Rycina 9).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja na nowe Kkierunki badan
dotyczacych udzialu Foxnl iuktadu tioredoksyn w mechanizmach antyoksydacyjnych
specyficznych dla skory zarowno niezranionej, jak i pourazowej. Powszechnie wiadomo, ze
stres oksydacyjny w skorze odgrywa wazng role W procesie starzenia, co ma zwigzek
Z ostabionymi mechanizmami antyoksydacyjnymi w skoérze (Rinnerthaler iwsp. 2015).
Biorac pod uwagg, ze wigkszos$¢ przeciwutleniaczy wykazuje wyzsze stezenie W naskorku niz
w skorze wlasciwej, nasze dane identyfikuja Foxnl jako nowy sktadnik systemu

antyoksydacyjnego.
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7. Whnioski

Weryfikacja postawionej w pracy hipotezy badawczej pozwolita sformutowac

nastepujace Wnioski:

1. Myszy pozbawione czynnika Foxnl (myszy Foxnl”) goja urazy skérne w procesie
regeneracji, ktory charakteryzuje si¢ m.in. szybkag re-epitelializacjg, wysokimi
poziomami ekspresji TgfpB-3 (izoforma pro-regeneracyjna) oraz zmodyfikowanymi

charakterystycznymi dla gojenia regenaracyjnego poziomami Mmps/Timps.

2. Czynnik transkrypcyjny Foxnl nadzoruje procesy zwiazane z odbudowa pourazowego
naskorka (migracja i proliferacja keratynocytow) oOraz angiogeneza uczestniczac

W naprawczym gojeniu urazow skory.

3. Foxnl reguluje proces bliznowego (reperacyjnego/naprawczego) gojenia urazow
skory poprzez modulowanie ekspresji czynnikow indukowanych hipoksja: Hif-1a,
Ep300 oraz Fih-1.

4. Foxnl uczestniczy w indukcji systemu obrony antyoksydacyjnej poprzez aktywacje
uktadu tioredoksyn zarowno w skoérze niezranionej, jak ipodczas gojenia urazow

skory.

5. Czynnik Foxnl odgrywa nadrzedng role w stymulacji reduktazy tioredoksyny 3
(Txnrd3) uczestniczacej W regulacji potencjalu oksydoredukcyjnego w skorze

niezranionej, jak i pourazowe;j.
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Niniejszym oswiadczam, Ze publikacja:
Machcinska S, Kopcewicz M, Bukowska J, Walendzik K, Gawronska-Kozak B.

Impairment of the Hif-1a regulatory pathway in Foxnl-deficient (Foxnl1™") mice affects
the skin wound healing process.”” The FASEB Journal.2021;35:€21289 powstata w
wyniku ponizej okreslonego, indywidualnego wktadu wspotautorow:

Machcinska-Zielinska Sylwia- 55% - udzial w przeprowadzeniu doswiadczen in vivo;
wykonanie i analiza barwien immunohistochemicznych i immunofluorescencyjnych;
wykonanie analiz molekularnych oraz biochemicznych; analiza Western Blot;
przeprowadzenie do$wiadczen in vitro; zebranie, opracowanie i interpretacja wynikow;
przygotowanie manuskryptu; zatwierdzenie publikacji

Kopcewicz Marta - 15% - udzial w przeprowadzeniu doswiadczenia in vivo;
wykonanie analiz qRT-PCR ; zatwierdzenie publikacji

Wisniewska (rodowe Bukowska) Joanna - 5% - analiza komorek z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej; zatwierdzenie publikacji

Walendzik Katarzyna - 5% - wykonanie analizy hydroksyproliny; zatwierdzenie
publikacji

Gawronska-Kozak Barbara - 20% - udzial w przeprowadzeniu doswiadczen in vivo,

opracowanie koncepcji badan; administracja projektu; interpretacja wynikow;
przygotowanie manuskryptu; zatwierdzenie publikacji
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Niniejszym oSwiadczam, ze publikacja:

Machcinska S, Walendzik K, Kopcewicz M, Wisniewska J, Rokka A, Pidkkonen M,
Slowinska M, Gawronska-Kozak B.

,Hypoxia reveals a new function of Foxnl in the keratinocyte antioxidant defense
system.”” The FASEB Journal. 2022;36:¢22436 powstala w wyniku ponizej
okreslonego, indywidualnego wktadu wspotautorow:

Machcinska-Zieliniska Sylwia - 55% - opracowanie koncepcji badan; przeprowadzenie
doswiadczen in vitro: izolacja komérek skory; przygotowanie komérek i medidw
pohodowlanych do analizy spektrometrii masowej; wykonanie i analiza barwien
immunohistochemicznych i immunofluorescencyjnych;  wykonanie  analiz
molekularnych; wykonanie analiz bioinformatycznych; zebranie, opracowanie i
interpretacja wynikéw; przygotowanie manuskryptu; zatwierdzenie publikaciji

Walendzik Katarzyna - 5% - udzial w izolacji i hodowli komérek skéry; udziat w
przygotowaniu komérek i mediéw pohodowlanych do analizy spektrometrii masowej;
korekta manuskryptu; zatwierdzenie publikacji

Kopcewicz Marta. - 5% - wykonanie analizy qRT-PCR; korekta manuskryptu;
zatwierdzenie publikacji

Wisniewska (rodowe Bukowska) Joanna - 5% - analiza komérek z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej; korekta manuskryptu; zatwierdzenie publikacji

Rokka Anne - 5% - wykonanie analizy spektrometrii masowej (LC-MS/MS);
zatwierdzenie publikacji

Paikkonen Mirva - 5% - wykonanie analizy spektrometrii masowej (LC-MS/MS);
zatwierdzenie publikacji

Slowinska Mariola - 5% - udzial w przygotowaniu komoérek i mediéw pohodowlanych
do analizy spektrometrii masowej; zatwierdzenie publikacji

Gawronska-Kozak Barbara - 15% - opracowanie koncepcji badan; administracja
projektu; interpretacja wynikéw; przygotowanie manuskryptu; zatwierdzenie publikacji
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