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ABSTRACT

Introduction. Tranilast (N-(3',4’-demethoxycinnamoyl)-anthranilic acid)
is an anti-allergic drug. Its mechanism of action is based on the inhibition
of antigen-induced release of chemical mediators from mast cells and ba-
sophils. It exerts antifibroproliferative activity as well. These properties of
tranilast are used in the treatment of hypertrophic scars and keloids. Keloid
fibroblasts exhibit overproduction of collagen type I and decreased degra-
dation of extracellular matrix in comparison with normal fibroblasts. Matrix
metalloproteinases play the key role in extracellular matrix turnover.

Objective. Quantitatively evaluate MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (ge-
latinase B) gene expression in normal human skin fibroblasts and fibrobla-
sts derived from keloids exposed to tranilast in vitro.

Material and methods. The experimental material constituted two cell li-
nes: normal human dermal fibroblasts (NHDF) and keloid fibroblasts (KEL
FIB). In the first stage of the study, the influence of tranilast on cell viabili-
ty was estimated. The second stage of the study involved the quantitative
evaluation of MMP-2 and MMP-9 gene expression in RNA extracts from
fibroblasts treated with tranilast. Real-time QRT-PCR was used to validate
the transcription level of MMP-2 and MMP-9 genes in NHDF and KEL FIB
cells after tranilast treatment.

Results. Tranilast reduces the viability of the fibroblasts of both cell lines in
300 uM. The performed analysis indicates a stimulating effect of tranilast
at 3 pM and 30 uM on the expression of MMP-2 in normal fibroblasts and
at 3 pM on keloid fibroblasts. Tranilast did not influence the expression of
MMP-9 mRNA, either in normal fibroblasts or in keloid fibroblasts.

Conclusions. Tranislast reduces the viability of normal and keloid fibro-
blast and modulated expression of MMP-2. Hovewer its activity is dose
dependent. It is necessary to continue the study to evaluate full antiprolife-
rative activity of tranilast.

STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Tranilast (kwas N-(3'4'-demetoksycynamoilo)-antra-
nilowy) nalezy do lekéw przeciwalergicznych. Jego mechanizm dziata-
nia polega na hamowaniu indukowanego antygenowo uwalniania me-

Dermatology Review/Przeglad Dermatologiczny 2018/3



Tranilast/Tranilast

diatoréw chemicznych przez mastocyty i bazofile. Ma takze dzialanie
antyfibroproliferacyjne. Te wlasciwoéci tranilastu sa wykorzystywane
w leczeniu blizn przerostowych i keloidéw. Fibroblasty pochodzace
z keloidéw charakteryzuja sie nadmiernym wytwarzaniem kolagenu
typu I oraz ograniczonym rozkladem macierzy pozakomorkowej w po-
réwnaniu z fibroblastami prawidlowymi. Metaloproteinazy odgrywaja
istotng role w przemianach macierzy pozakomérkowej.

Cel pracy. llodciowa ocena ekspresji genéw MMP-2 (zelatynazy A)
i MMP-9 (zelatynazy B) w prawidtowych ludzkich fibroblastach skory
oraz fibroblastach pochodzacych z keloidéw poddanych dziataniu tra-
nilastu w warunkach in vitro.

Material i metodyka. Material eksperymentalny stanowity dwie linie
komérkowe: prawidlowe fibroblasty skéry ludzkiej (NHDF) oraz fibro-
blasty keloidowe (KEL FIB). W pierwszym etapie oceniano wpltyw tra-
nilastu na zywotno$¢ komoérek. Drugi etap badan obejmowat ilosciowq
ocene ekspresji gendéw MMP-2 i MMP-9 w ekstraktach RNA z fibrobla-
stow poddanych dziataniu tranilastu. Do oceny poziomu transkrypcji
genow MMP-2 i MMP-9 w komérkach linii NHDF i KEL FIB po zasto-
sowaniu tranilastu wykorzystano metode real-time QRT-PCR.

Wyniki. Tranilast w stezeniu 300 pM zmniejsza Zywotnoé¢ fibrobla-
stow obu linii komérkowych. Wykonana analiza wskazuje na stymulu-
jacy wplyw tranilastu w stezeniach 3 pM i 30 pM na ekspresje MMP-2
w fibroblastach prawidtowych, a w stezeniu 3 uM w fibroblastach keloi-
dowych. Tranilast nie wptywal natomiast na ekspresje mRNA MMP-9
ani w fibroblastach prawidlowych, ani keloidowych.

Whnioski. Tranilast hamuje przezywalnos¢ fibroblastéw prawidlowych
i keloidowych oraz wptywa na ekspresje MMP-2. Aktywnos¢ leku za-
lezy od zastosowanego stezenia. Konieczne sa dalsze badania w celu
poznania mechanizmu dziatania antyproliferacyjnego tranilastu.

Key words: keloids, MMP-9, MMP-2, tranilast, gelatinases.
Stowa kluczowe: keloidy, MMP-9, MMP-2, tranilast, zelatynazy.

INTRODUCTION

WPROWADZENIE

Tranilast, a derivative of anthranilic acid (N-(3',4’-
demethoxycinnamoyl)-anthranilic acid) is an anti-
allergic drug. It blocks degranulation of mast cells
and basophils [1] and inhibits the release of inflam-
matory mediators such as histamine, leukotrienes,
prostaglandins and platelet-activating factor which
are produced by mast cells and basophils during the
antigen-antibody reaction [2].

Moreover, tranilast exhibits antifibroproliferative
activities. The mechanisms of the antifibrotic effect of
the drug are not fully understood. Previous studies
suggest that the major antifibrotic effect of tranilast
is the inhibition of both transforming growth factor (3
(TGE-P) expression and TGF-f action. Transforming
growth factor-f is responsible for the activation of
fibroblasts. In addition, tranilast inhibits prolyl hy-
droxylase activity - a key enzyme of collagen biosyn-
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Tranilast, pochodna kwasu antranilowego (kwasu
N-(3',4’-demetoksycynamoilo)-antranilowego), nalezy
do lekéw przeciwalergicznych. Blokuje degranulacje
mastocytoéw i bazofilow [1] oraz hamuje wydzielanie
mediatoréw zapalnych, m.in. histaminy, leukotrienéw,
prostaglandyn oraz czynnika aktywujacego plytki krwi,
ktore sa wytwarzane przez mastocyty i bazofile w reak-
gji antygenu z przeciwciatem [2].

Tranilast ma takze wtasciwoéci antyfibroproliferacyj-
ne. Mechanizm dziatania antyfibrotycznego leku nie jest
w pelni poznany. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
zasadniczy efekt antyfibrotyczny tranilastu polega na ha-
mowaniu zaréwno ekspresji, jak i aktywnosci transformu-
jacego czynnika wzrostu [ (transforming growth factor -
TGF-B). Czynnik ten odpowiada za aktywacje fibrobla-
stow. Tranilast hamuje ponadto aktywnos¢ hydroksylazy
prolilowej - waznego enzymu uczestniczacego w biosyn-
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thesis. The antifibrotic effects of the drug have been
demonstrated in cell culture of fibroblasts derived
from keloids. Tranilast is used in the treatment of hy-
pertrophic scars and keloids [1, 3-6].

Keloids arise most often as a result of abnormal
wound healing and are classified as benign growths
of connective tissue tumor [7]. One of the causes of
keloid formation is abnormal extracellular matrix
(ECM) turnover (biosynthesis and degradation) dur-
ing complex and multifactorial healing of wounds
[8]. Keloids do not exhibit the characteristics of
malignant tumors, but they often grow beyond the
original location [9].

Both the formation and growth of keloid require
the participation of proteolytic enzymes involved
in the remodeling of ECM [7, 9]. To date, 24 differ-
ent vertebrate matrix metalloproteinases (MMP)
have been identified, of which 23 are found in hu-
mans [7]. The enzymes can be divided into sev-
en groups based on the substrate preference and
domain organization: collagenases, gelatinases,
stromelysins, matrilysins, metalloelastases, mem-
brane-type MMPs (MT-MMPs) and other MMPs.
Most of them play an essential role in wound heal-
ing. Gelatinases compass MMP-2 (gelatinase A) and
MMP-9 (gelatinase B). The substrates of gelatinases
are gelatin, collagen type I, IV, V, VII and aggre-
can. MMP-2 additionally cleaves collagen type X,
laminin, fibronectin and tenascin, whereas MMP-9
additionally cleaves collagen type IlI, elastin and fi-
brillin [10-15].

OBJECTIVE

The influence of tranilast on proteolytic enzyme
expression in keloids is still unknown. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the expression of
gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) in
normal human fibroblasts and fibroblasts derived
from keloids treated with tranilast in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture

A normal human dermal fibroblast cell line
(NHDF; Clonetics™) and fibroblasts derived from
a keloid cell line (KEL FIB; ATCC) were routinely
cultured in Modified Eagle’s Medium (DMEM)
supplemented with L-glutamine (Sigma Aldrich;
St. Louis, USA), 10% fetal bovine serum (FBS, Gib-
coBRL; Rockville, MD, USA), 100 U/ml penicillin
and streptomycin (Sigma Aldrich; St. Louis, USA).
Cells were grown at 37°C in a humidified atmo-
sphere of 95% air and 5% CO,. At confluence, cells
were routinely passaged using 1% trypsin with
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tezie kolagenu. Wlasciwosci antyfibrotyczne leku wyka-
zano w hodowli komérkowej fibroblastéw uzyskanych
z keloid6éw. Tranilast jest wykorzystywany w leczeniu
blizn przerostowych i keloidéw [1, 3-6].

Powstawanie keloidow jest najczesciej skutkiem
nieprawidlowego procesu gojenia rany. Keloidy sa
sklasyfikowane jako fagodne nowotwory skéry wy-
wodzace sie z tkanki Iacznej [7]. Jedna z przyczyn po-
wstawania tych zmian sg nieprawidtowe przemiany
macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix - ECM)
(biosynteza i rozktad) podczas ztozonego i wieloczyn-
nikowego procesu gojenia rany [8]. Keloidy nie maja
wlasciwosci nowotworéw ztodliwych, choé czesto wy-
kraczaja poza pierwotna lokalizacje [9].

Zaréwno powstawanie, jak i rozrost keloidéw wyma-
gaja udzialu enzymoéw proteolitycznych wptywajacych
na przebudowe ECM [7, 9]. Wedtug aktualnego stanu
wiedzy u kregowcéw zidentyfikowano 24 metalopro-
teinazy macierzy pozakomoérkowej (matrix metalloprote-
inases - MMP), z ktérych 23 wystepuja u ludzi [7]. Na
podstawie powinowactwa do okredlonych substratéw
oraz organizacji domeny enzymy te mozna podzieli¢
na siedem grup: kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny,
matrylizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy typu bto-
nowego (MT-MMP) oraz pozostate MMP. Wiele z nich
odgrywa zasadnicza role w procesie gojenia ran. Grupa
zelatynaz obejmuje MMP-2 (zelatynaze A) i MMP-9 (ze-
latynaze B). Substratami Zelatynazy sa: Zelatyna, kolagen
typu L, IV, V, VIl oraz agrekan. MMP-2 dodatkowo roz-
cina kolagen typu X, lamining, fibronektyne i tenascyne,
a MMP-9 - kolagen typu 111, elastyne i fibryline [10-15].

CEL PRACY

Wplyw tranilastu na ekspresje enzyméw proteo-
litycznych w keloidach jest nadal nieznany. Z tego
wzgledu celem niniejszego badania byla ocena eks-
presji zelatynazy A (MMP-2) i zelatynazy B (MMP-9)
w prawidlowych fibroblastach skory ludzkiej oraz
fibroblastach pozyskanych z keloidéw poddanych
dziataniu tranilastu w warunkach in vitro.

MATERIAt | METODY

Hodowla komérkowa

Linie komérkowgq prawidlowych fibroblastow skory
ludzkiej (NHDF; Clonetics™) oraz linie komérkowa fibro-
blastéw pozyskanych z keloidéw (KEL FIB; ATCC) pod-
dano rutynowej hodowli na modyfikowanym podtozu
Eagle’a (DMEM) z dodatkiem L-glutaminy (Sigma Al-
drich; St. Louis, USA), 10% plodowej surowicy bydlecej
(FBS, GibcoBRL; Rockville, MD, USA) oraz 100 U/ml
penicyliny i streptomycyny (Sigma Aldrich; St. Louis,
USA). Komérki hodowano w temperaturze 37°C, 95%
powietrza i 5% CO,. Po osiggnieciu konfluencji komér-
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EDTA (Sigma Aldrich; St. Louis, USA). In the study
cells from passages 4 to 6 were used. Both normal
and keloid fibroblasts were treated with tranilast
(Sigma Aldrich; St. Louis, USA) at 300 pM, 30 uM
and 3 uM. Control cells were normal fibroblasts
(NHDF) and keloid fibroblasts (KEL FIB) not treat-
ed with tranilast.

Viability analysis of cells treated with tranilast

To evaluate the percentage of viable and non-
viable cells in cultures designed for viability tests of
cells treated with tranilast, trypan blue staining was
assayed. The results obtained on the basis of this
test showed that living cells constituted on average
90% of cultured fibroblasts, both the NHDF cell line
and KEL FIB. To conduct the experiment cells were
seeded in well microplates at a density of 5 x 10° cells
per well.

The Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Di-
agnostics GmbH; Mannheim, Germany) was used
for quantification of cell proliferation, growth, vi-
ability and chemosensitivity in cell populations
treated and not treated with tranilast. Cells were
cultured in 96-well microplates at a density of
5 x 10% cells/well in 300 pl of culture medium. Af-
ter 24 hours when cells adhered to the bottom of
dishes, the medium was replaced with medium
supplemented with tranilast. Cells were incubated
with the drug for 72 hours under standard culture
condition (37°C, 5% CO, and 95% humidity), after
the time the medium was replaced with fresh me-
dium to perform the viability test. The WST-1 test
was performed according to the manufacturer’s
protocol. The absorbance was measured (A = 440 nm)
using a UVM340 microplate reader (Biogenet). Via-
bility of keloid and normal fibroblasts treated with
tranilast was compared with viability of control
cells. The effect of tranilast on the viability of the
treated cells was evaluated relative to the controls
considered as 100% viability.

Analysis of gene expression

The analysis of gene expression in NHDF and
KEL FIB cells treated with tranilast and control
cells (not treated with drug) involved MMP-2 and
MMP-9 and 18S rRNA.

The cells were seeded at 10° cells per 9 cm?Pe-
tri dish. After 24 hours incubation under standard
culture conditions (37°C, 5% CO,, 95% humidity),
the culture medium was replaced with medium
supplemented with 3 pM, 30 uM or 300 pM concen-
tration of tranilast in culture medium with supple-
ments. The medium of control cells was replaced
with standard medium (DMEM). Gene expression
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ki poddano standardowemu pasazowaniu przy wyko-
rzystaniu 1% trypsyny z dodatkiem EDTA (Sigma Al-
drich; St. Louis, USA). W eksperymencie wykorzystano
komorki z pasazy nr 4-6. Fibroblasty prawidlowe oraz
keloidowe poddano dziataniu tranilastu (Sigma Aldrich;
St. Louis, USA) w stezeniach 300 1M, 30 uM i3 pM. Jako
komérki kontrolne wykorzystano fibroblasty prawidto-
we (NHDF) i keloidowe, ktdre nie zostaty poddane dzia-
taniu leku.

Analiza zywotnosci komoérek poddanych
dziataniu tranilastu

Procentowy stosunek komérek zywych do niezywych
w hodowlach przeznaczonych do eksperymentu ocenio-
no, stosujac barwienie blekitem trypanu. Wyniki wyka-
zaly, ze komoérki zywe stanowia srednio 90% hodowa-
nych fibroblastéw zaréwno w linii komérkowej NHDF,
jak i KEL FIB. W celu przeprowadzenia eksperymentu
komérki wysiano do naczyr wielodotkowych z gestoscia
5 x 10° komérek na dotek.

Do ilosciowej oceny proliferacji, wzrostu, zywotno-
§ci i chemoczulosci populacji komorek, ktére podda-
no dzialaniu tranilastu, oraz komérek, ktére nie mialy
stycznosci z lekiem, wykorzystano odczynnik Cell Pro-
liferation Reagent WST-1 (Roche Diagnostics GmbH;
Mannheim, Niemcy). Komoérki hodowano w mikro-
plytkach 96-dotkowych z gestoscia 5 x 10° komoérek na
dotek w 300 pl. Po uptywie 24 godzin, gdy stwierdzono
przyleganie komoérek do dna naczyn, podloze wymie-
niono na wzbogacone tranilastem. Komérki poddano
inkubacji z lekiem przez 72 godziny w standardowych
warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO,, wilgotnoé¢
95%). Po uptywie tego czasu podloze wymieniono na
§wieze i przeprowadzono analize zywotnosci. Test
WST-1 wykonano zgodnie z protokolem producenta. Po-
miar absorbangji (A =440 nm) przeprowadzono przy wy-
korzystaniu czytnika mikroplytek UVM340 (Biogenet).
Zywotnoé¢ keloidowych i prawidtowych fibroblastow
poddanych dziataniu tranilastu poréwnano z zywotno-
§cia komorek kontrolnych. Wplyw tranilastu na zywot-
nos¢ komorek poddanych dziataniu leku oszacowano
w odniesieniu do komérek kontrolnych, dla ktérych
przyjeto 100% zywotnosci.

Analiza ekspresji genéw

Analiza ekspresji genéw w komoérkach NHDF i KEL
FIB poddanych dziataniu tranilastu i komérkach kon-
trolnych (bez stycznosci z lekiem) obejmowata MMP-2,
MMP-9118S rRNA.

Komoérki wysiano na szalki Petriego z gestosciag 10°
komoérek na 9 cm?. Po 24 godzinach inkubacji w standar-
dowych warunkach hodowli (37°C, 5% CO,, wilgotnos¢
95%) pozywke wymieniono na wzbogacone tranilastem
w stezeniu 3 uM, 30 uM lub 300 pM w podtozu hodow-
lanym z suplementami. Podloze komérek kontrolnych
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Table |. Characteristics of primers used for amplification

Tabela |. Charakterystyka starteréw uzytych przy amplifikacji

Gene/Gen Name of primer/

Nazwa startera

Sequence of primers/
Sekwencja starteréw

Length of amplicon [bp]/
Dtugos¢ amplikonu [pz]

MMP-2 (matrix metalloproteinase 2)/ MMP2F 5-TCCACTGTTGGTGGGAACTCA-3 121
MMP-2 (metaloproteinaza macierzy 2)

MMP2R 5'-TGGTCGCACACCACATCTTT-3
MMP-9 (matrix metalloproteinase 9)/ MMP9F 5-TTCTGCCCCAGCGAGAGA-3’ 101
MMP-9 (metaloproteinaza macierzy 9)

MMP9R 5'-GTGCAGGCGGAGTAGGATTG-3'
18S rRNA I8SrRNAF  5-CAGTTATGGTTCCTTTGGTCGCTC-3" 260
(18S ribosomal/rybosomalny RNA)

I8SrRNAR  5'-GTTGATAGGGCAGACGTTCGAATG-3'

bp — base pairs.
pz — pary zasad.

analysis was performed after 72 hours of cell incu-
bation with the drug.

Total RNA was extracted from cells using
TRIZOL® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
according to the manufacturer’s protocol. The RNA
extracts were qualitatively checked by electropho-
resis in 1.0% agarose gel stained with ethidium bro-
mide. RNA concentration was determined spectro-
photometrically using a Gene Quant Il RNA/DNA
Calculator (Pharmacia Biotech, USA). All RNA ex-
tracts were treated with DNase I (MBI Fermentas)
according to the manufacturer’s instructions.

Primers

Primers specific for 185 rRNA (GenBank acces-
sion no. NR_003286) were designed using Primer
Expresso v.2.0 software (PE Applied Biosystems,
USA) (table 1). Sequences of MMP-2 (GenBank ac-
cession no. NM_004530) and MMP-9 (GenBank ac-
cession no. NM_004994) were derived from the pub-
lished data [16].

RT-QPCR assay

Transcriptional activity of MMP-2, MMP-9 and
185 rRNA genes was evaluated as the copy number
of RNA per 1 nug of total RNA using the real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-QPCR)
technique with SYBR Green I chemistry (SYBR
Green Quantitect RT-PCR Kit, QIAGEN, Valencia,
CA, USA). Analysis was carried out using the DNA
Engine Opticon Sequence Detector (M] Research,
USA). The RT-QPCR assay was performed in trip-
licate for each sample.

The RT-QPCR reaction was conducted in
a one-step manner and included the performance
of reverse transcription, polymerase activation,
45 two-step cycles that included denaturation and
annealing and final elongation. Each stage was per-
formed in specific thermal conditions and time.

388

wymieniono na podloze standardowe (DMEM). Analize
ekspresji genéw przeprowadzono po 72-godzinnej inku-
bagji komoérek z lekiem.

Ekstrakcje catkowitego RNA z komorek przeprowa-
dzono przy uzyciu odczynnika TRIZOL® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) zgodnie z protokotem producen-
ta. Ekstrakty RNA zostaly poddane ocenie jako$ciowej
metoda elektroforezy w 1,0% zelu agarozowym bar-
wionym bromkiem etydyny. Stezenie RNA oznaczono
metoda spektrofotometryczna za pomoca kalkulatora
Gene Quant II RNA/DNA (Pharmacia Biotech, USA).
Wszystkie ekstrakty RNA poddano dziataniu DNazy 1
(MBI Fermentas) zgodnie z zaleceniami producenta.

Startery

Startery swoiste dla 18S rRNA (numer akcesyjny
GenBank: NR_003286) opracowano przy wykorzysta-
niu oprogramowania Primer Expresso v.2.0 (PE Ap-
plied Biosystems, USA) (tab. 1). Sekwencje MMP-2
(numer akcesyjny GenBank: NM_004530) i MMP-9
(numer akcesyjny GenBank: NM_004994) opracowa-
no na podstawie danych z piSmiennictwa [16].

Analiza metoda RT-QPCR

Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw MMP-2, MMP-9
185 rRNA oceniono na podstawie liczby kopii RNA na
1 pg calkowitego RNA metoda ilosciowej reakji taricu-
chowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-QPCR)
z wykorzystaniem barwnika SYBR Green I (SYBR Gre-
en Quantitect RT-PCR Kit, QIAGEN, Valencia, CA,
USA). Analize przeprowadzono za pomoca detektora
sekwencji DNA Engine Opticon Sequence Detector (M]
Research, USA). Oznaczenie metoda RT-QPCR wyko-
nano w trzech powtérzeniach dla kazdej z prébek.

Reakcje RT-QPCR przeprowadzono jednoetapowo.
Reakcja obejmowata odwrotnag transkrypcje, aktywacje
polimerazy, 45 dwuetapowych cykli denaturacji i przy-
faczania starter6w oraz ostateczne wydluzanie. Kazdy
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A commercially available fragment of the B-actin
gene (TagMan Template Reagent, Applied Biosys-
tems) was used as an external standard necessary
to determine absolute gene expression. A fragment
of the B-actin gene was amplified simultaneously
with the samples in five concentrations, i.e. 0.6;
1.2; 3.0; 6.0; 12.0 ng/ul (1 ng of DNA parallels 333
equivalents of genome), and a standard curve (plot
of C, values/crossing points of different standard
dilutions against log of amount of standard) was
generated. Comparing the C,of unknown amounts
of the targets with a standard curve allowed cal-
culation of the initial amount of the targets used
in RT-PCR.

Specificity of RT-PCR reaction was confirmed by
determining characteristic temperature of melting
for each amplimer.

Statistical analysis

The results were subjected to routine statistical
analysis using the computer program Statistica PL
8.0. (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) with the signifi-
cance level set at p < 0.05. Student’s t-test, ANOVA
and Dunnett tests were applied. The results are
expressed as the mean * standard deviation.

RESULTS

z etapoéw przeprowadzono w zdefiniowanych warun-
kach termicznych i w okre$lonym czasie.

Komercyjnie dostepny fragment genu B-aktyny (Tag-
Man Template Reagent, Applied Biosystems) wyko-
rzystano jako wzorzec zewnetrzny niezbedny do ozna-
czenia bezwzglednej ekspresji genéw. Fragment genu
B-aktyny poddano jednoczesnej amplifikacji z préb-
kami w pieciu stezeniach: 0,6; 1,2; 3,0; 6,01 12,0 ng/ ul
(1 ng of DNA odpowiada 333 ekwiwalentom genomu).
Nastepnie wykreslono krzywa wzorcowa (nanoszac
wartoéci C,/punkty przeciecia poszczegélnych rozcieni-
czenh wzorcowych w odniesieniu do log ilosci wzorca).
Poréwnanie C, nieznanych ilosci genéw docelowych
z krzywa wzorcowa umozliwito obliczenie poczatkowej
iloéci genéw docelowych w RT-PCR.

Swoistos¢ reakcji RT-PCR potwierdzono, oznaczajac
temperature topnienia dla kazdego amplimeru.

Analiza statystyczna

Wyniki poddano rutynowej analizie statystycznej
za pomoca programu komputerowego Statistica PL
8.0. (Stat Soft Inc., Tulsa, OK, USA). Przyjeto poziom
istotnosci statystycznej p < 0,05. Zastosowano test ¢
Studenta, ANOVA i test Dunnetta. Wyniki wyrazono
jako $rednig *+ odchylenie standardowe.

WYNIKI

Cell viability

In the study the cell viability was assayed by
the spectrophotometric method after 72 hours of
incubation with the drug and was presented as
a value of absorbance.

120

Zywotnos¢ komorek

Zywotnosé¢ komorek analizowano metoda spek-
trofotometryczna po 72 godzinach inkubagji z lekiem
i wyrazono jako wartoé¢ absorbancji.
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Figure 1. Comparison of normal fibroblast (NHDF cell line) and keloid fibroblast (KEL FIB cell line) viability after 72-hour incubation with
tranilast. Statistically significant differences: #p < 0.05 Student’s t-test; *“"p < 0.0001, “p < 0.01, "p < 0.05, Dunnett’s test

Rycina |. Poréwnanie zywotnosci fibroblastéw prawidtowych (linia komdérkowa NHDF) i fibroblastéw keloidowych (linia komdrkowa
KEL FIB) po 72 godzinach inkubagji z tranilastem. Rdznice istotne statystycznie: #p < 0,05 test t Studenta; “p < 0,0001; “p < 0,01;

p < 0,05; test Dunnetta
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Viability of keloid and normal fibroblasts treat-
ed with tranilast was compared with viability of
control keloid and control normal fibroblasts as
100% respectively (fig. 1). Viability of keloid fibro-
blasts and normal fibroblasts treated with tranilast
in 3 pM and 300 pM concentrations showed signif-
icant differences between cell lines, p = 0.0267 and
p = 0.0022, respectively, Student’s t-test (fig. 1).

Viability of keloid fibroblasts showed signifi-
cant differences between control cells and cells
treated with tranilast in 3 uM and 300 uM con-
centrations of tranilast (p = 0.0079 and p < 0.0001,
respectively; Dunnett’s test).

Viability of normal fibroblasts showed signifi-
cant differences between control cells and cells
treated with tranilast in 3 pM (p = 0.0167; Dun-
nett’s test), 30 pM and 300 pM (p < 0.0001; Dun-
nett’s test) concentrations of tranilast (fig. 1).

Viability of normal fibroblasts and keloid fibro-
blasts treated with tranilast were compared with
viability of control normal and keloid fibroblasts
(100%), respectively (fig. 1). Viability of normal
fibroblasts and keloid fibroblasts treated with the
drug at 3 pM and 30 pM showed significant differ-
ences between cell lines, p = 0.0001 and p = 0.0087,
respectively; Student’s t-test (fig. 1).

Gene expression

Expression of mRNAs of MMP-2, MMP-9 and
185 rRNA in NHDF and KEL FIB cells treated
with tranilast using real-time QRT-PCR technique
was determined after 72 hours incubation with
the drug at concentrations of 3 pM, 30 uM and
300 pM. The mRNAs for MMP-2 and MMP-9 and
18S rRNA were detected in all tested samples.

Specificity of RT-PCR for the target genes was
confirmed by the amplimer melting temperatures
analysis. For each RT-PCR product of MMP-2,
MMP-9 and 185 rRNA a single peak in melt-
ing curve analysis was obtained at the expected
temperatures: 82.6°C for MMP-2 and 81.4°C for
MMP-9.

The expression of 18S rRNA in control normal
and keloid fibroblasts did not show a significant
difference (p = 0.8359, Student’s t-test); however,
the expression of 185 rRNA in normal fibroblasts
and keloid fibroblasts treated with tranilast in
all tested samples showed significant differences
between cell lines (3 uM: p = 0.0019, 30 uM: p <
0.0001, 300 pM: p = 0.0023; Student’s t-test). The
expression of 185 rRNA could not be used for the
normalization of results because it was very high
(over 107). The results of transcriptomic analysis
of gene expression of MMP-2 and MMP-9 were
presented as the copy number of examined gene
mRNA per 1 pg of total RNA.
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Zywotnos¢ fibroblastéw keloidowych i prawidto-
wych poddanych dziataniu tranilastu poréwnano
odpowiednio z zywotnoscig keloidowych i prawidto-
wych fibroblastéw kontrolnych (100%) (ryc. 1). Stwier-
dzono istotne réznice w zywotnosci fibroblastow
keloidowych i prawidtowych poddanych dzialaniu
tranilastu w stezeniach 3 pM i 300 uM (odpowiednio
p =0,0267 i p = 0,0022, test t Studenta) (ryc. 1).

W analizie zywotnoéci fibroblastéw keloidowych
stwierdzono istotne réznice miedzy komoérkami
kontrolnymi a komérkami poddanymi dziataniu tra-
nilastu w stezeniach 3 pM i 300 pM (odpowiednio
p =0,0079 i p < 0,0001; test Dunnetta).

Analiza zywotnoéci fibroblastéw prawidlowych
wykazata istotne réznice miedzy komérkami kontrol-
nymi a komoérkami poddanymi dziataniu tranilastu
w stezeniach 3 pM (p = 0,0167; test Dunnetta), 30 pM
1300 pM (p < 0,0001; test Dunnetta) (ryc. 1).

Zywotno$é prawidtowych i keloidowych fibro-
blastow poddanych dziataniu tranilastu poréwnano
odpowiednio z zywotnoscia prawidlowych i kelo-
idowych fibroblastéw kontrolnych (100%) (ryc. 1).
Stwierdzono istotne réznice pod wzgledem zywot-
nosci (odpowiednio p = 0,0001 i p = 0,0087, test t Stu-
denta) fibroblastéw prawidtowych i keloidowych
poddanych dziataniu tranilastu w stezeniach 3 uM
130 uM (ryc. 1).

Ekspresja genéw

Ekspresje mRNA MMP-2, MMP-9 i 185 rRNA
w komoérkach NHDF i KEL FIB poddanych dziata-
niu tranilastu oceniono metoda real-time QRT-PCR po
72 godzinach inkubacji z lekiem w stezeniach 3 pM,
30 uM i 300 pM. We wszystkich badanych prébkach
stwierdzono mRNA MMP-2, MMP-9 oraz 185 rRNA.

Swoisto$¢ metody RT-PCR wzgledem genéw do-
celowych potwierdzono na podstawie analizy tempe-
ratur topnienia amplimeréw. Dla kazdego produktu
RT-PCR MMP-2, MMP-91i 185 rRNA analiza krzywej
topnienia wykazata pojedynczy pik w oczekiwanej
temperaturze: 82,6°C dla MMP-2 i 81,4°C dla MMP-9.

Pod wzgledem ekspresji 185 rRNA w kontrolnych
fibroblastach prawidtowych i keloidowych nie
stwierdzono istotnych réznic (p = 0,8359, test t Stu-
denta), jednak ekspresja 18S rRNA w fibroblastach
prawidlowych i keloidowych poddanych dzialaniu
tranilastu we wszystkich badanych prébkach réznita
sie (3 uM: p = 0,0019; 30 uM: p < 0,0001; 300 pM: p =
0,0023; test t Studenta). Ekspresja 18S rRNA nie mo-
gla zosta¢ wykorzystana do normalizacji wynikow,
poniewaz uzyskana wartoé¢ byla bardzo wysoka
(powyzej 107). Wyniki analizy transkryptomicznej
ekspresji genowej MMP-2 i MMP-9 wyrazono jako
liczbe kopii badanego mRNA genu na 1 pg catkowi-
tego RNA.
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Figure 2. Results of MMP-2 expression in normal and keloid fibroblast culture cells treated with tranilast. Statistically significant differences:
#p < 0.05, Student’s t-test; ***p < 0.0001, *p < 0.0, post-hoc Dunnett’s test

Rycina 2. Wyniki ekspresji MMP-2 w hodowanych fibroblastach prawidfowych i fibroblastach pochodzacych z keloidéw poddanych dzia-
faniu tranilastu. Réznice istotne statystycznie: #p < 0,05; test t Studenta; ***p < 0,0001; *p < 0,01, test post-hoc Dunnetta

Gelatinase type A (MMP-2)

The expression of MMP-2 mRNA did not show
a significant difference between normal human fibro-
blasts and keloid fibroblasts not treated with the drug
(p = 0.1686; Student’s t-test). The expression of MMP-2
mRNA showed significant differences (p < 0.0001;
ANOVA) between control normal fibroblasts and
normal fibroblasts treated with tranilast at 3 uM (p <
0.0001; Dunnett test), 30 pM (p < 0.0001; Dunnett test)
and 300 uM (p = 0.0018; Dunnett test). The expression
of MMP-2 mRNA showed significant differences (p =
0.0040; ANOVA) between control keloid fibroblasts
and keloid fibroblasts treated with tranilast at 3 M
(p = 0.0126; Dunnett test) (fig. 2).

Gelatinase type B (MMP-9)

The expression of MMP-9 mRNA showed a sig-
nificant difference between normal fibroblasts and ke-
loid fibroblasts not treated with the drug (p = 0.0183;
Student’s t-test). The expression of MMP-9 mRNA in
keloid fibroblasts was less than half (3.79 x 102£0.11
x 10°) of that in normal fibroblasts (9.10 x 10*£0.21
x 10%). Tranilast did not influence the expression
of MMP-9 mRNA either in normal fibroblasts (p =
0.3819; ANOVA) or in keloid fibroblasts (p = 0.7537;
ANOVA) (fig. 3).

DISCUSSION

Tranilast is considered as a selective collagen bio-
synthesis inhibitor and is used as an anti-fibropro-
liferative medicament. Suzawa et al. reported that it
has no effect on cell proliferation at 3 pM and 30 pM,
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Zelatynaza typu A (MMP-2)

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pod
wzgledem ekspresji mRNA MMP-2 miedzy prawidlowy-
mi fibroblastami skéry ludzkiej a fibroblastami keloido-
wymi niepoddanymi dziataniu tranilastu (p < 0,1686; test
t Studenta). Pod wzgledem ekspresji mRNA MMP-2
wykazano istotne réznice (p < 0,0001; ANOVA) pomie-
dzy prawidlowymi fibroblastami kontrolnymi a prawi-
dlowymi fibroblastami poddanymi dziataniu tranilastu
w stezeniach 3 M (p < 0,0001; test Dunnetta), 30 uM (p <
0,0001; test Dunnetta) i 300 uM (p = 0,0018; test Dunnetta).
Istotne réznice pod wzgledem ekspresji mRNA MMP-2
(p = 0,0040; ANOVA) stwierdzono miedzy kontrolnymi
fibroblastami keloidowymi a fibroblastami keloidowy-
mi poddanymi dzialaniu tranilastu w stezeniu 3 pM
(p = 0,0126; test Dunnetta) (ryc. 2).

Zelatynaza typu B (MMP-9)

Wykazano istotne réznice w ekspresji mRNA
MMP-9 miedzy fibroblastami prawidtowymi a fibrobla-
stami keloidowymi niepoddanymi dzialaniu tranilastu
(v = 0,0183; test t Studenta). Ekspresja mRNA MMP-9
w fibroblastach keloidowych byla ponaddwukrotnie
nizsza (3,79 x 10°+0,11 x 10°) niz w fibroblastach prawi-
dlowych (9,10 x 10°£0,21 x 10°). Tranilast nie wpltynat na
ekspresje mRNA MMP-9 ani w fibroblastach prawidto-
wych (p =0,3819; ANOVA), ani keloidowych (p = 0,7537;
ANOVA) (ryc. 3).

OMOWIENIE

Tranislast jest uznawany za selektywny inhibi-
tor biosyntezy kolagenu i wykorzystywany jako
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Figure 3. Results of MMP-9 expression in normal and keloid fibroblast culture cells treated with tranilast. Statistically significant differences:

#p < 0.05, Student’s t test

Rycina 3. Wyniki ekspresji MMP-9 w hodowanych fibroblastach prawidiowych i fibroblastach pochodzacych z keloidéw poddanych
dziataniu tranilastu. Roznice istotne statystycznie: #p < 0,05; test t Studenta

whereas at 300 pM it inhibits fibroblast prolifera-
tion (normal, keloid and derived from hypertrophic
scars). The evaluation was performed by means of
cell staining method with trypan blue [4].

In the conditions of our experiment, tranilast at
the highest concentration (300 pM) significantly de-
creased survival of both keloid (81.04 £1.05%) and
normal fibroblasts (56.68 £0.63%) in relation to con-
trol cells, not treated with the drug. The final outcome
(lower cell number) may be similar to the cytotoxic
effect; nevertheless, the antiproliferative effect is not
exactly the same as the cytotoxic one (fig. 1). Maybe
in the future additional survival tests should be used,
for example propidium iodide, simple trypan blue
staining or the even more precise CyQUANT cell
proliferation assay kit for cells in culture.

Selective inhibition of collagen biosynthesis (types
I and III) involves inhibition of TGF-p1 secretion to
55% and inhibition of prolyl hydroxylase activity in
a tranilast concentration-dependent manner [4]. Tra-
nilast at 300 pM inhibits prolyl hydroxylase activity
[4] and TGF-p1 secretion to up to 55% [3].

A crucial aspect of healing responsible for wound
clinical picture is the remodeling of ECM with the
involvement of proteolytic enzymes (collagenase, ge-
latinase, among others) [17, 18]. Loss of regular MMP
expression and activity may lead to either too much
or too little ECM degradation followed by abnormal
remodeling throughout the different stages of repair.
In contrast to chronic wounds, where excessive activ-
ity of MMPs is seen, in keloids proteolytic enzyme
activity is disturbed [19]. On the other hand, because
keloids continue to grow, it is thought that some pro-
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lek o dzialaniu antyfibroproliferacyjnym. Suzawa
i wsp. wykazali, Ze tranilast nie wplywa na prolife-
racje komorek w stezeniach 3 pM i 30 pM, natomiast
w stezeniu 300 pM hamuje proliferacje fibroblastow
(prawidlowych, keloidowych i pochodzacych z blizn
przerostowych). Ocene przeprowadzono metoda bar-
wienia komorek btekitem trypanu [4].

W warunkach naszego eksperymentu tranilast
w najwyzszym stezeniu 300 pM istotnie obnizat zywot-
noéc¢ fibroblastéw zaréwno keloidowych (81,04 £1,05%),
jak i prawidlowych (56,68 £0,63%). Zmniejszenie liczby
komoérek pod wplywem tranilastu moze by¢ zblizone
do dziatania cytotoksycznego, jednak efekt antyproli-
feracyjny nie jest dokladnie taki sam jak cytotoksyczny
(ryc. 1). Byé moze nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe
badania zywotnosci, np. przy wykorzystaniu jodku
propidyny, prostego barwienia biekitem trypanu lub
jeszcze bardziej precyzyjnego zestawu CyQUANT do
oznaczania proliferacji komérek w hodowli.

Selektywne hamowanie biosyntezy kolagenu (typu
Ii III) polega na hamowaniu wydzielania TGF-p1
i ograniczaniu aktywnosci hydroksylazy prolilowej
w zaleznosci od stezenia tranilastu [4]. Tranilast w ste-
zeniu 300 pM ogranicza aktywnosé¢ hydroksylazy pro-
lilowej [4] i wydzielanie TGF-31 do 55% [3].

Istotnym elementem procesu leczenia odpowia-
dajacym za obraz kliniczny rany jest przebudowa
ECM przy udziale enzymoéw proteolitycznych (m.in.
kolagenazy i zelatynazy) [17, 18]. Utrata regularnej
ekspresji i aktywnosci MMPs moze prowadzi¢ do na-
silenia lub niewystarczajacego rozkladu ECM, a takze
nieprawidlowej przebudowy na poszczegélnych eta-
pach naprawy. W przeciwienistwie do przewleklych
ran, w ktoérych stwierdza sie nadmierng aktywnos¢
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teolytic enzymes activity might be increased in this
lesion [20].

Until now, the effect of tranilast on expression of
proteolytic enzymes involved in ECM remodeling in
keloid and fibroproliferative processes has not been
investigated. Therefore, the aim of this study was to
evaluate MMP-2 and MMP-9 expression.

Keloids are classified as benign tumors of the con-
nective tissue [8]. Their formation is a consequence
of cutaneous injury and irritation including trauma,
insect bite, surgery, vaccination, skin piercing and
acne. Notably, superficial injuries that do not reach
the reticular dermis never cause keloids, so this pa-
thology is due to injury of the deeper skin layer [21].
Neoplastic proliferation requires the involvement of
proteolytic enzymes, degrading ECM components
[11-13]. MMP-9 is an enzyme that mainly plays a role
in re-epithelialization. This metalloproteinase is ex-
pressed by keratinocytes at the leading edge of the
wound. The enzyme promotes cell migration and re-
epithelialization. Although fibroblast expression of
the gelatinase MMP-9 is low, during wound healing
the enzyme plays an essential role in the remodeling
of the basic clot to form scar tissue and in microvessel
formation, remodeling and maturation. The enzyme
acts not only by cleaving ECM components but also
through the activation/degradation of chemokines
and cytokines involved in wound healing [15, 19, 22].

Tanriverdi-Akhisaroglu et al. reported that the
MMP-9 protein level in supernatants from homog-
enized keloid tissue was higher than in normal skin,
but MMP-9 levels were under the detection limit for
gelatin zymography analysis [19]. Our study, con-
ducted on a fibroblast in vitro monoculture, showed
that the expression of MMP-9 mRNA in keloid fibro-
blasts was less than half that in normal fibroblasts.
Analysis of protein expression in normal skin fibro-
blasts and in keloid fibroblasts not treated with xeno-
biotic may indicate differences between the physio-
logical state of the dermis and pathology in the keloid
formation process, and is a reference for the results of
protein expression in cell cultures treated with xeno-
biotics. Differences may result from the methodology
and research on the expression of a protein directly
derived from scars as opposed to the concentration
of the tested protein in monolayer cell cultures. Tra-
nilast did not affect gene expression of this enzyme,
either in normal or keloid fibroblasts in any of the
concentrations (3 pM, 30 pM, 300 uM).

MMP-2 plays a significant role in wound healing
by degrading denatured collagen and accelerating
cell migration. Similarly to MMP-9, it also plays a role
in angiogenesis during wound healing through the
activation of proangiogenic cytokines and generation
of antiangiogenic peptides [10, 15, 19]. The expression
of MMP-2 is characteristic for activated, migrating
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MMPs, w przebiegu keloidéw nastepuje zaburze-
nie aktywnosci enzymoéw proteolitycznych [19]. Ze
wzgledu na staly wzrost keloidéw uwaza sie jednak,
ze aktywnos¢ niektorych enzymoéw proteolitycznych
w obrebie zmiany moze by¢ podwyzszona [20].

Do tej pory nie badano wptywu tranilastu na eks-
presje enzymow proteolitycznych uczestniczgcych
w przebudowie ECM w przebiegu proceséw keloido-
wych i fibroproliferacyjnych. Z tego wzgledu celem
badania byla ocena ekspresji MMP-2 i MMP-9.

Keloidy sa klasyfikowane jako fagodne nowotwo-
ry tkanki Iacznej [8]. Powstaja w miejscu przerwania
ciagglosdci skéry lub podraznienia, np. wskutek urazu,
ukaszenia owada, zabiegu chirurgicznego, szczepienia,
naklucia skory, i w przebiegu tradziku. Warto odno-
towad, ze urazy powierzchniowe, ktére nie obejmuja
warstwy siateczkowatej skory, nigdy nie wywotuja
keloidéw, a wiec schorzenie to jest efektem uszkodze-
nia glebszej warstwy skéry wlasciwej [21]. Proliferacja
w przebiegu nowotworzenia wymaga udziatu en-
zymoéw proteolitycznych powodujacych rozktad
komponentéw ECM [11-13]. MMP-9 jest enzymem
odgrywajacym istotna role gléwnie w procesie reepi-
telizacji. Ekspresje tej metaloproteinazy stwierdza sie
na krawedziach zamykajacej sie rany. Enzym sprzyja
migracji komorek i reepitelizacji. Chociaz ekspresja
w fibroblastach zelatynazy MMP-9 wykazuje raczej ni-
ski poziom, w procesie gojenia rany enzym ten pelni
zasadnicza funkcje w rozkladaniu skrzepu, tworzeniu
mikronaczyn, procesie przebudowy i dojrzewania ECM
oraz ostatecznym formowaniu sie blizny. Enzym dziata
nie tylko poprzez rozcinanie komponentéw ECM, lecz
takze poprzez aktywacje lub rozkiad chemokin i cyto-
kin uczestniczacych w procesie gojenia rany [15, 19, 22].

Tanriverdi-Akhisaroglu i wsp. stwierdzili, ze po-
ziom biatka MMP-9 w supernatantach z homogeni-
zowanej tkanki keloidowej jest wyzszy niz w zdro-
wej skorze, jednak oznaczone poziomy MMP-9 byty
ponizej granicy wykrywalnosci dla analizy metoda
zymografii zelatynowej [19]. Nasze badanie przepro-
wadzone w monohodowli fibroblastéw w warunkach
in vitro wykazalo, ze ekspresja mRNA MMP-9 w fibro-
blastach keloidowych byta ponad 2-krotnie nizsza
niz w fibroblastach prawidlowych. Analiza ekspre-
sji biatka w prawidlowych fibroblastach skory oraz
fibroblastach keloidowych niepoddanych dzialaniu
ksenobiotyku moze wskazywac na réznice miedzy
stanem fizjologicznym a chorobowym skéry wtasci-
wej w procesie rozwoju keloidéw i stanowi punkt od-
niesienia dla wynikéw ekspresji biatka uzyskanych
w hodowlach komérkowych poddanych dziataniu
ksenobiotyku. Ré6znice mogg wynika¢ z metodologii
oraz prowadzenia badan nad ekspresjg biatka pocho-
dzacego bezposrednio z blizn w przeciwieristwie do
stezenia badanego biatka w hodowlach komérko-
wych w postaci monowarstwy. Tranilast nie wplynat
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fibroblasts. During proper wound healing this fibro-
blast should undergo transition to myofibroblasts in-
volved in scar contraction. Changes in MMP-2 levels
are inversely related to a contractile marker, smooth
muscle o-actin [23]. Analysis of MMP-2 protein lev-
el in supernatants from homogenized keloid tissue
and normal skin shows that in keloids the MMP-2
level is much higher than in normal skin. Zymogra-
phy analysis additionally revealed that the active/
pro-MMP-2 is higher in the keloid group [19]. The
results obtained by Tanriverdi-Akhisaroglu et al. are
consistent with the other data [24]. In our study, we
found that in cell cultures the expression of MMP-2
mRNA did not show significant differences between
normal human fibroblasts and keloid fibroblasts,
whereas MMP-2 protein level and its activity were
higher in keloid fibroblasts than in normal fibroblasts
cultured in vitro. Increased production of both colla-
gen and MMPs including MMP-2 compared with that
of normal fibroblasts contributes to migration activ-
ity of keloid fibroblasts resulting in the expansion of
keloid [20].

In our study, we demonstrated that the drug at
3 pM and 30 pM significantly stimulates MMP-2 ex-
pression in normal fibroblasts. At the highest con-
centration (300 pM), tranilast decreases MMP-2 ex-
pression in normal fibroblasts. In keloid fibroblasts,
higher expression of MMP-2 was observed only
in cultures treated with the lowest concentration
(3 pM) of tranilast, whereas at 30 pM and 300 pM
concentrations tranilast did not modulate MMP-2
expression. The examinations showed that tranilast
affects survival of both normal and keloid fibro-
blasts. The performed analysis indicates a stimu-
lating effect of tranilast at 3 uM and 30 pM on the
expression of MMP-2. The observed decrease of
the examined gene expression in cells exposed to
tranilast at 300 pM may be related to the high cyto-
toxic dose of the drug (fig. 2).

The presented data show that tranilast antifi-
brotic action does not depend on down-regulation
of gelatinase expression. Our earlier study revealed
that tranilast does not influence FAP-a (another en-
zyme involved in keloid formation) expression in
keloid fibroblasts [25]. Examinations conducted so
far and discussed in our earlier publication [25]
indicate that tranilast, apart from collagen synthe-
sis and TGF- inhibition, also inhibits secretion of
multiple cytokines involved in the wound healing
process (IL-6, IL-12, IFN-y, monocyte chemotactic
protein-1, PGE2, VEGF) and might influence epi-
thelial-mesenchymal interactions [2, 25-28]. It is
well known that these proinflammatory factors are
up-regulated in keloid tissue [21].

However, it needs to be remembered that the ef-
fects of tranilast on regulation of the expression of
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na ekspresje genu tego enzymu ani w fibroblastach
prawidtowych, ani keloidowych - w zadnym z ba-
danych stezen (3 pM, 30 pM, 300 pM).

MMP-2 odgrywa istotng role w procesie gojenia ran;
powoduje rozklad zdenaturowanego kolagenu i przy-
spiesza migracje komérek. Podobnie jak MMP-9 ma
réwniez znaczenie w angiogenezie podczas procesu
gojenia ran poprzez aktywacje cytokin proangiogen-
nych i wytwarzanie antyangiogennych peptydéw [10,
15, 19]. Ekspresja MMP-2 jest charakterystyczna dla
aktywowanych, migrujacych fibroblastéw. W prawi-
dlowym procesie gojenia rany fibroblasty te powin-
ny przejéé przemiane w miofibroblasty uczestniczace
w obkurczaniu sie blizny. Zmiany poziomu MMP-2
wykazujg odwrotng zalezno$¢ z markerem kurczliwo-
§ci a-aktyna [23]. Analiza poziomu biatka MMP-2 w su-
pernatantach z homogenizowanej tkanki keloidowej
oraz zdrowej skory pokazuje, ze w keloidach poziom
MMP-2 jest znacznie wyzszy niz w zdrowej skorze.
Analiza zymograficzna wykazata ponadto, ze poziom
aktywne/pro-MMP-2 jest wyzszy w keloidach [19].
Wyniki uzyskane przez Tanriverdi-Akhisaroglu i wsp.
sa spojne z innymi dostepnymi danymi [24]. W naszym
badaniu zaobserwowaliémy, ze w hodowlach komérko-
wych ekspresja mRNA MMP-2 nie wykazuje istotnych
réznic miedzy prawidlowymi fibroblastami ludzkimi
a fibroblastami keloidowymi. Poziom biatka MMP-2
ijego aktywnos¢ sa wyzsze w fibroblastach keloido-
wych niz w prawidlowych fibroblastach hodowanych
w warunkach in vitro. Wzmozone wytwarzanie zaréw-
no kolagenu, jak i MMPs (w tym MMP-2), w poréwna-
niu z prawidtowymi fibroblastami, przyczynia sie do
aktywnosci migracyjnej fibroblastow keloidowych, co
skutkuje rozrostem keloidu [20].

W naszym badaniu wykazaliémy, ze lek w steze-
niu 3 pM i 30 pM istotnie pobudza ekspresje MMP-2
w prawidlowych fibroblastach. W najwyzszym stezeniu
(300 pM) tranilast zmniejsza ekspresje MMP-2 w pra-
widlowych fibroblastach. W fibroblastach keloidowych
wzmozong ekspresje MMP-2 obserwowano wylacznie
w hodowlach poddanych dziataniu tranilastu w naj-
nizszym stezeniu 3 pM, natomiast w stezeniach 30 pM
i 300 pM tranilast nie modulowat ekspresji MMP-2.
W badaniach wykazano, ze tranilast wplywa na zy-
wotnos¢ fibroblastéw zaréwno prawidlowych, jak i ke-
loidowych. Przeprowadzona analiza wskazuje na sty-
mulujacy wplyw tranilastu w stezeniach 3 pM i 30 pM
na ekspresje MMP-2. Obserwowane obnizenie ekspresji
badanych genéw w komérkach poddanych dziataniu
tranilastu w stezeniu 300 pM moze by¢ zwigzane z wy-
soka cytotoksycznoscia leku (ryc. 2).

Przedstawione dane pokazuja, ze dziatanie antyfi-
brotyczne tranilastu nie zalezy od oslabiania ekspresji
zelatynaz. Nasze poprzednie badanie wykazalo, ze tra-
nilast nie wplywa na ekspresje FAP-a (innego enzymu
uczestniczacego w powstawaniu keloidéw) w fibrobla-
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proteolytic enzymes may be multi-level and multi-
factorial. Thus, the next stage of the study should
include ELISA and Western blot research methods
to analyze the expression of transcription products
of examined genes. Shimizu et al. demonstrated
that tranilast downregulates production of some
MMPs and TIMP-1 (tissue inhibitors of metallo-
proteinases) from activated neutrophils [29]. Also
Keneda et al. observed in murine pancreatic cancer
cells that tranilast may inhibit MMP-2 activation
through attenuating TIMP-2 expression [30]. Ulrich
et al. found in their study that in keloid tissue the
relative expression of TIMP-1 and TIMP-2 is signifi-
cantly higher than in regular skin. Increased TIMPs
expression might directly contribute to the accu-
mulation of ECM through inhibition of its degra-
dation [15, 20]. Additional research should be con-
ducted to evaluate tranilast’s influence on TIMPs
expression and activity in keloids.

CONCLUSIONS

Keloids present a difficult medical and therapeu-
tic problem. Currently there is no effective treatment
of keloids. One of the cause of keloids is abnormal
EMC turnover (synthesis/degradation). Proteolytic
enzymes have been shown to be involved in the dis-
ease. Tranilast is a drug with proven antifibroprolif-
erative activity. Apart from collagen synthesis and
TGEF-P inhibition, it inhibits secretion of multiple cy-
tokines involved in wound healing and diminishes
cell proliferation but it does not inhibit the expression
of gelatinases in keloids. It is necessary to continue
the study to evaluate the full antiproliferative activity
of the drug.
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stach keloidowych [25]. Dotychczasowe badania opisa-
ne w naszej wczesniejszej publikacji [25] wskazuja, ze
oprocz syntezy kolagenu i hamowania TGF-p tranilast
blokuje réwniez wydzielanie licznych cytokin uczestni-
czacych w procesie gojenia ran (IL-6, IL-12, IFN-y, biatka
chemotaktycznego monocytéw 1, PGE2, VEGF) i moze
oddziatywac na interakcje nablonkowo-mezenchymal-
ne [2, 25-28]. Potwierdzono, ze te czynniki prozapalne
ulegaja wzmozonej regulacji w tkance keloidowej [21].

Nalezy jednak pamieta¢, ze wplyw tranilastu na re-
gulacje ekspresji enzyméw proteolitycznych moze by¢
wieloptaszczyznowy i wieloczynnikowy. Dlatego tez ko-
lejny etap badania powinien obejmowac analize ekspresji
produktéw transkrypcji badanych genéw przy wykorzy-
staniu metod badawczych ELISA i Western Blot. Shimizu
i wsp. zaobserwowali, ze tranilast ostabia wytwarzanie
niektérych MMP i TIMP 1 (tkankowych inhibitoréw
metaloproteinaz) przez aktywowane neutrofile [29].
Podobnie Keneda i wsp. wykazali w komérkach raka
trzustki u myszy, ze tranilast moze hamowac aktywacje
MMP-2 poprzez ostabianie ekspresji TIMP-2 [30]. Z kolei
Ulrich i wsp. stwierdzili, ze wzgledna ekspresja TIMP 1
i TIMP 2 w tkance keloidowej jest znacznie wyzsza niz
w niezmienionej skérze. Wzmozona ekspresja TIMP
moze bezposrednio przyczyniac sie¢ do gromadzenia
ECM poprzez hamowanie jej rozkladu [15, 20]. Niezbed-
ne sa dodatkowe badania, aby oceni¢ wptyw tranilastu
na ekspresje TIMP i aktywnosé w keloidach.

WNIOSKI

Keloidy stanowia istotne wyzwanie medyczne
i terapeutyczne. Aktualnie nie ma skutecznej metody
leczenia tego schorzenia. Jedna z przyczyn powsta-
wania keloidéw sa nieprawidlowe przemiany EMC
(synteza/rozklad). Wykazano, ze w rozwoju kelo-
idéw pewna role odgrywaja enzymy proteolityczne.
Tranilast jest lekiem o potwierdzonej aktywnosci
antyfibroproliferacyjnej. Oprécz syntezy kolagenu
i hamowania TGF- tranilast hamuje wydzielanie
licznych cytokin uczestniczacych w procesie gojenia
ran i zmniejsza proliferacje komoérek, choé nie blokuje
ekspresji zelatynaz w keloidach. Niezbedne jest pro-
wadzenie dalszych badan, aby oceni¢ pelne spektrum
dzialania antyproliferacyjnego tego leku.
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