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Postgp w poznawaniu molekularnego podloza proceséw regeneracyjnych,
m.in. gojenia ran, niesie nadziej¢ na opracowanie nowych i skuteczniejszych metod
terapeutycznych. Jednym z biatek wptywajacych na tempo gojenia ran u myszy jest
apolipoproteina E (APOE). U ludzi APOE wyst¢puje w trzech izoformach — APOE2, APOE3
i APOE4, z ktorych najczesciej wystepujaca 1 neutralng dla zdrowia jest APOE3. Istniejg
podobienstwa  pomiedzy  skutkami  wystgpowania allelu APOE4 u  ludzi
i nokautem genu Apoe u myszy — w obu przypadkach obserwuje si¢ m.in. zwigkszony poziom
stanu zapalnego. Co wiecej, nokaut Apoe u myszy uposledza regeneracje uszkodzonych
aksonéw i tempo przywracania krazenia krwi po niedotlenieniu. Do tej pory nie zostal jednak
zbadany wptyw polimorfizmu ludzkiego genu APOFE na gojenie ran i szybkos¢ przywracania
krazenia krwi w konczynach, pomimo przestanek epidemiologicznych o roli APOE4 w rozwoju
choroby tetnic obwodowych, skutkujgcej niedotlenieniem konczyn dolnych u ludzi.

W ramach niniejszej pracy zbadano wptyw polimorfizmu genu APOE in vitro na
produkcje czynnikOw uczestniczacych w gojeniu ran i ich regulacji przez mikroRNA (miRNA)
w mysich makrofagach oraz proces gojenia ran in vivo w modelu wycigtych ran petnej grubosci
oraz angiogenezy i arteriogenezy in vivo w modelu niedokrwienia konczyn tylnych.

Do eksperymentéw in vitro wykorzystano mysia monocytarno-makrofagowg linig
RAW264.7 z nadekspresja ludzkich genéw APOE3 lub APOE4 (odpowiednio komorki
APOE3+ 1 APOE4+). Do doswiadczen in vivo wykorzystano myszy transgeniczne typu knock-
in, w ktérych mysi gen Apoe zastapiony zostal ludzkim APOE3 lub APOE4 (odpowiednio
myszy APOE*? i APOE*).

Makrofagi koordynuja proces gojenia ran poprzez wydzielanie czynnikdéw
prozapalnych, przeciwzapalnych, czynnik6w wzrostu i proteaz w zaleznosci od etapu gojenia.
W modelu in vitro makrofagi z ekspresja APOE4 (komérki APOE4+) wykazywaly istotnie
podwyzszony poziom mRNA interleukiny 1 beta ({/11b), metaloproteinazy 9 (Mmp9), czynnika
wzrostu srédbtonka naczyn A (Vegfa) i receptora Cxcr4 w poréwnaniu do komorek z ekspresja
APOE3 (komérki APOE3+). Obnizony poziom transkryptéw zaobserwowano dla chemokin
Ccl2 1 Ccl3 i ptytkopochodnego czynnika wzrostu B (Pdgfb) w komérkach APOE4+ w
stosunku do APOE3+. Komorki APOE4+ wydzielaly réwniez wieksze ilosci VEGFA i MMP9



oraz IL6, TL10 i NO po stymulacji LPS niz komérki APOE3+. Zaobserwowano rowniez
zwiekszony poziom CXCR4 na btonie komérek APOE4+ w poréwnaniu do APOE3+.

W regulacji ekspresji wyzej wymienionych czynnikéw biorg udzial miedzy innymi
mikroRNA (miRNA). Aby doktadniej zbada¢ wplyw izoform APOE na ich ekspresje,
wykonano profilowanie 709 miRNA. Profilowanie ujawnito 14 i 110 miRNA, ktérych poziom
bylo odpowiednio podwyzszony i obnizony w komérkach APOE4+ w stosunku do komorek
APOE3+. Weryfikacja poziomu wybranych miRNA wykazata statystycznie istotne obnizenie
ekspresji miR-24, miR-222 i miR-365 oraz zwigkszenie poziomu miR-125a, miR-146a, miR-
155, miR-181b i miR-342 w komoérkach APOE4+ w stosunku do APOE3+. Analiza
bioinformatyczna profilu miRNA ujawnita potencjalne zmiany w obrebie Sciezek sygnatowych
kontrolujacych stan zapalny i migracje komérek. Réznice w szybkosci migracji zostaty
potwierdzone w tescie zarastania rany — komérki APOE4+ migrowaly szybciej niz komorki
APOE3+.

Badanie gojenia ran in vivo wykazato brak réznic w szybkosci ich zamykania pomiedzy
badanymi genotypami (kontrola typu dzikiego, zwierzeta APOE*? i APOE*?). Analiza
histologiczna ran w 7. dniu po zranieniu ujawnita tendencj¢ do nasilonej syntezy kolagenu w
ranach zwierzat APOE*# i brak znaczacych réznic w formowaniu si¢ nowych naczyn
krwiono$nych  pomiedzy  grupami. Co  wigcej, nie zaobserwowano  réznic
w poziomie biatka VEGFA w obrgbie rany.

Pomiar szybkosci przywracania przeptywu krwi w modelu choroby tetnic obwodowych
ujawnil zblizone tempo przywracania przeptywu dla wszystkich badanych genotypow.

Z uzyskanych danych wynika, ze genotyp APOE nie wplywa na tempo gojenia ran i
przywracania krgzenia krwi po niedotlenieniu pomimo obserwowanych réznic

w modelu in vitro.
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