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Wykaz wazniejszych skrétéw i nazw uzywanych w pracy

Nazwa

Akt

Alpaka

AWL 3106

Bifalina

CD34

CD68

CGRP
CK16
ECM
EGF
EPC
ERK 1/2

GM-CSF

H&E
19G
IL-6
IL-10
iINOS
M1

Rozwinigcie

ang. RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, kinaza serynowo-treoninowa
/ kinaza biatkowa B

tac. Vicugna pacos, gatunek nalezacy do rodziny wielbtgdowatych (Camelidae)
o wysokiej jakosci welny, jest zwierzeciem pastwiskowym stadnym,
pochodzacym z Ameryki Potudniowe;j

zwigzek hybrydowy, agonista receptorow u, 6 i NK-1, pochodna dermorfiny i
substancji P

zwiazek hybrydowy, agonista receptorow u i 8, dimeryczna pochodna
enkefaliny

ang. cluster of differentiation 34, transbtonowa glikoproteina nalezaca do
molekut sialomucyn

ang. cluster of differentiation 68, biatko btony lizosomalnej charakteryzujace
makrofagi

ang. calcitonin gene-related peptide, peptyd zwigzany z genem kalcytoniny
ang. cytokeratin 16, cytokeratyna 16

ang. extracellular matrix, macierz pozakomorkowa

ang. epidermal growth factor, naskorkowy czynnik wzrostu

ang. endothelial progenitor cells, komorki progenitorowe §rodbtonka

ang. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2, kinaza aktywowana przez
czynniki pozakomorkowe 112

ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw 1 makrofagéw

ang. hematoxylin and eosin, hematoksylina i eozyna

ang. immunoglobulin G, przeciwciata typu G

ang. interleukin 6, interleukina 6

ang. interleukin 10, interleukina 10

ang. inducible nitric oxide synthase, indukowana syntaza tlenku azotu

ang. type 1 macrophages, makrofagi typu 1 / makrofagi aktywowane klasycznie



M2

MMPs

MMP-2

MMP-9

mTOR

NGF
NK-1
NO
OUN
PBS
PNS
SD

SP
STAT3

STZ
T1DM
TGF-B
TGF-p1
TNF-a
VEGF
ZSC
a-SMA

ang. type 2 macrophages, makrofagi typu 2 / makrofagi aktywowane
alternatywnie

ang. matrix metalloproteinases, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowe;j

ang. matrix  metalloproteinases 2,  metaloproteinazy =~ macierzy
zewnatrzkomorkowej 2

ang. matrix  metalloproteinases 9, metaloproteinazy = macierzy
zewnatrzkomoérkowej 9

ang. mammalian target of rapamycin kinase, ssacza kinaza serynowo-
treoninowa hamowana przez rapamycyne

ang. nerve growth factor, czynnik wzrostu nerwoéw

ang. neurokinin-1 receptor, receptor neurokininy-1

ang. nitric oxide, tlenek azotu

osrodkowy uktad nerwowy

ang. phosphate buffered saline, sél fizjologiczna buforowana fosforanem

ang. peripheral nervous system, obwodowy uktad nerwowy

ang. Sprague Dawley, szczury stada Sprague Dawley

ang. substance P, substancja P

ang. signal transducer and activator of transcription 3, przekaznik sygnatu i
aktywator transkrypcji 3

ang. streptozotocin, streptozotocyna

ang. type 1 diabetes mellitus, cukrzyca typu 1

ang. transforming growth factor p, transformujacy czynnik wzrostu 3

ang. transforming growth factor f1, transformujacy czynnik wzrostu 1

ang. tumor necrosis factor a, czynnik martwicy nowotworu o

ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu srodbtonka naczyn
zespot stopy cukrzycowej

ang. a-smooth muscle actin, a-aktyna miesni gtadkich



Streszczenie

Jednym z powiktan nieleczonej cukrzycy sa zle gojace si¢ owrzodzenia, ktore
Z czasem moga doprowadzi¢ do zapalenia kosci i w konsekwencji do amputacji konczyn.
Jak dotad nie opracowano skutecznej metody leczenia przewlektych owrzodzen (ran)
wystepujacych w przebiegu cukrzycy, dlatego caly czas prowadzi si¢ badania nad
opracowaniem nowych potencjalnych lekow.

W pisSmiennictwie ws$rod zwigzkow, dla ktorych wykazano pozytywny wplyw
na gojenie ran znajdujg si¢ substancja P (SP) i opioidy. Dlatego w mojej rozprawie podjeto
badania majace na celu okreslenie wplywu na gojenie ran w modelu zwierzecym dwoéch
wybranych zwigzkéw hybrydowych, ktore sg pochodnymi SP i peptydow opioidowych. Oba
badane zwiazki hybrydowe AWL3106 i bifalina wykazuja dziatanie przeciwbolowe, co ze
wzgledu na bol towarzyszacy owrzodzeniom jest dzialaniem dodatkowo korzystnym.

Pierwszym etapem badan bylo, w oparciu o proponowane w literaturze modele
zwierzegce, dopracowanie modelu doswiadczalnego odzwierciedlajgcego proces gojenia si¢
rany cukrzycowej. Opracowany model zaktadat w pierwszej fazie eksperymentu wywotanie u
szczuréw cukrzycy, a nastgpnie indukcje rany oparzeniowej, na ktéra naktadano zaplanowane
w badaniach opatrunki i obserwowano proces gojenia.

Cukrzyce u szczurow wywotywano za pomocg streptozotocyny (STZ), ktora powoduje
niszczenie komorek [ tworzacych migzsz wysepek Langerhansa w trzustce. Wywolang
cukrzyce monitorowano za pomocg pomiaru glikemii i masy ciata. Po wywolaniu cukrzycy
ran¢ wyindukowanoO przez oparzenie, gdyz w przeciwienstwie do cukrzycy wystepujacej u
cztowieka szczury nie rozwijaja samorzutnie zle gojacych si¢ owrzodzen. Stad istotne byto
otrzymanie modelu trudno gojacej si¢ rany cukrzycowej przez oparzenie skory szczuréw STZ.

Zasadnicze badania pracy doktorskiej polegaty na przebadaniu réznych opatrunkow na
proces gojenia si¢ wywotanych ran. Wyindukowana rang¢ traktowano opatrunkami
zawierajacymi badane zwigzki, ktére byly wczesniej adsorbowane na preparatach
keratynowych z welny zwierzecej (alpaki) otrzymanych wg. procedury opracowanej i
opatentowanej przez Profesora Andrzeja Lipkowskiego. Przebadano zaréwno preparaty
keratynowe z zaadsorbowanymi zwigzkami hybrydowymi: AWL3106 i bifaling, jak i
nieinkrustowane preparaty keratynowe.

Dzialanie opatrunkéw byto porownywane do kontroli negatywnej, ktorg stanowit brak
opatrunku 1 do kontroli dodatkowej, ktorg byta mas¢ stosowana u pacjentow z owrzodzeniami

I oparzeniami — iruxol®mono.



Grupa badana sktadata si¢ tacznie z 95 samcoOw szczuréw Wistar, a jako kontrole uzyto
23 samcow szczuréw Wistar.

Obserwacje gojenia si¢ rany podzielono na trzy etapy. W pierwszym etapie oceny
gojenia si¢ rany mierzono pole powierzchni rany. W drugim etapie oceniano morfologiczne
wyktadniki gojenia si¢ rany: ponowne naskorkowanie oraz odkltadanie kolagenu. W trzecim
etapie obserwacji dokonano oceny gojenia si¢ rany za pomocg technik
immunohistochemicznych (liczba makrofagdéw, fibroblastow, naczyn krwionosnych). W celu
zobicktywizowania wynikow zaproponowano uzycie skali punktowej. Przyznawane punkty
mialy odzwierciedla¢ intensywnos$¢ procesOw towarzyszacych gojacej si¢ ranie. Natomiast
uzyskana suma punktéw miala zapewni¢ w miarg obiektywng oceng skuteczno$ci badanego
opatrunku jako wskaznika postepu gojenia.

W zaproponowanej w pracy skali gojenia si¢ rany, najwigkszg liczbe punktéw uzyskat
preparat keratynowy z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106, ktory byt bardziej skuteczny
od masci stosowanej u pacjentow z owrzodzeniami i oparzeniami — iruxol®mono. Takze
wickszy wptyw od iruxo/®mono na gojacag si¢ rang mial preparat keratynowy z zaadsorbowang
bifaling. W porownaniu do kontroli negatywnej oba badane zwiazki zwigkszaly gojenie si¢
trudnych ran. Natomiast preparat keratynowy bez zaadsorbowanego zwigzku nie wplywat na
gojenie rany, stanowil wigc tylko pewnego rodzaju rusztowanie dla badanych zwigzkow.

Ze wzgledu na szereg cech wspolnych modelu streptozotocynowego u szczuréw z
cukrzyca cztowieka, a takze podobienstwa oparzonej skory szczura do rany cukrzycowej mozna
stwierdzi¢, ze model uzyty w badaniu wydaje si¢ adekwatnym modelem eksperymentalnym do
oceny wplywu réznych substancji na proces regeneracji owrzodzen u osob z cukrzycg. Zarowno
parametry makro- i mikroskopowe gojenia si¢ rany jak i ocena ilo§ciowa procesu gojenia
pozwalaja na obiektywizacj¢ wynikow bardzo ztozonego i mato poznanego procesu gojenia si¢
rany cukrzycowej. Zastosowane preparaty mozna oceni¢ jako przyszie potencjalne sktadniki
opatrunkow na owrzodzenia wystgpujace w stopie cukrzycowej.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1. Zwiazki hybrydowe AWL3106 i bifalina zaadsorbowane na preparacie keratynowym z
welny alpaki i naktadane codziennie na rany szczurow Wistar ograniczajg zapalenie, a
takze wspomagaja fazg¢ proliferacyjna gojenia rany. Otrzymane wyniki wskazuja, zZe
zarowno zwigzek AWL3106 1 bifalina mogg by¢ zastosowane w trudno gojacych si¢
ranach cukrzycowych.

2. Zastosowanie zwigzkow hybrydowych AWL3106 i bifaliny przyspieszyto proces

zarastania rany.
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3. Wzrost liczby makrofagéw po zastosowaniu obu zwigzkéw hybrydowych AWL3106 i
bifaliny w czwartym dniu gojenia si¢ rany wskazuje, ze obydwa zwigzki istotnie
zwigkszaja odpowiedz zapalna, a zmniejszenie liczby makrofagow w czternastym dniu
gojenia po zastosowaniu zwigzku AWL3106 oznacza, skrocenie fazy zapalne;.

4. Zwigkszenie odktadania kolagenu po zastosowaniu zwigzku AWL3106 pozwala na
uzyskanie bardziej wytrzymatej na rozerwanie i rozcigganie blizny.

5. Po zastosowaniu bifaliny zaobserwowano zwiekszenie grubosci naskorka, co oznacza,
ze zwiazek ten wplywa pozytywnie na ponowne naskérkowanie rany.

6. Zmiany obserwowane w strukturze naczyn krwionosnych po zastosowaniu zwigzkow
hybrydowych AWL3106 i bifaliny wskazuja, ze oba zwigzki wptywaja w niewielkim
stopniu na $rodbtonek naczyn krwionos$nych.

7. Zastosowany model owrzodzenia u szczuréw nasladuje pod wzgledem zastosowanych
parametrow rane cukrzycowa u cztowieka.

8. Zaprezentowana skala do oceny procesu gojenia si¢ rany moze by¢ stosowana takze do
innych opatrunkow.

Podsumowanie:

ZwigzKi hybrydowe AWL3106 i bifalina zastosowane w zwierzecym modelu trudno gojqcej

sig rany skracajq czas trwania zapalenia i wspomagajq procesy zachodzqce w fazie

proliferacyjnej gojenia sie¢ rany. Dzialanie badanych zwigzkéw okreslono bezposrednio
przez zliczenie makrofagow, fibroblastow, pomiar zawartosci kolagenu, a takze oceng
budowy i ufozenia witékien kolagenowych, budowe naczyn krwionosnych, grubosé naskorka

I pomiar zarastania rany.
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Abstract

One of the complications of untreated diabetes is ulcers that heal poorly, which over
time can lead to osteitis and, consequently, amputation of the limbs. So far, no effective method
of treating chronic ulcers (wounds) during diabetes has been developed, and therefore research
is continuing towards the development of new potential drugs.

Substance P (SP) and opioids are among the compounds that have been shown to have
a positive effect on wound healing in the medical literature. Therefore, in my dissertation,
studies were undertaken to determine the effect on wound healing in an animal model of two
selected hybrid compounds, which are derivatives of SP and opioid peptides. Both the tested
hybrid compounds AWL3106 and biphalin show an analgesic effect, which is additionally
beneficial due to the pain accompanying ulcerations.

The first stage of the research was to refine an experimental model reflecting the healing
process of a diabetic wound, based on animal models proposed in the literature. The developed
model assumed in the first phase of the experimental induction of diabetes mellitus in rats and
then induction of a burn wound, on which the dressings planned in the research were applied
and the healing process was observed.

Diabetes mellitus in rats was induced by streptozotocin (STZ), which destroys the B-
cells that make up the parenchyma of Langerhans islets in the pancreas. Induced diabetes was
monitored by measuring blood glucose and body weight. After induction of diabetes mellitus,
a burn-induced wound develops as diabetes in rats, unlike human diabetes, does not cause the
development of spontaneously poorly healing ulcers. Hence, it was important to obtain a model
of a difficult-to-heal diabetic wound from a skin burn of STZ rats.

The main research of the doctoral dissertation consisted in testing various dressings for
the healing process of the induced wounds. The induced wound was treated with dressings
containing the tested compounds, which had previously been adsorbed in keratin preparations
made of animal wool (alpaca) prepared according to a procedure developed and patented by the
late Professor Andrzej Lipkowski. Both keratin preparations with adsorbed hybrid compounds:
AWL3106 and biphalin, as well as non-incrusted keratin preparations were tested.

The performance of the dressings was compared to the negative control, which was with
no dressing, and to the additional control, which was the ointment used in patients with
ulceration and burns — iruxol®mono.

The test group consisted of a total of 95 male Wistar rats, and 23 male Wistar rats were

used as controls.
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Wound healing observations were divided into three stages. In the first stage of wound
healing evaluation, the wound surface area was measured. In the second stage, the
morphological markers of wound healing were assessed: re-epithelization and collagen
deposition. In the third stage of observation, wound healing was assessed using
immunohistochemical techniques (the number of macrophages, fibroblasts, and blood vessels).
In order to objectify the results, the use of a scale was proposed. Points were awarded to reflect
the intensity of the processes accompanying the healing of the wound. However, the obtained
sum of points was to provide an objective assessment of the effectiveness of the tested dressing
and it was a quantitative indicator of healing progress.

In the wound healing scale proposed in the study, the keratin preparation with adsorbed
compound AWL3106 received the highest number of points, which was more effective than
the ointment used in patients with ulcers and burns - iruxol®mono. The keratin preparation with
adsorbed biphalin also had a greater effect than iruxo/®mono on wound healing. Compared to
the negative control, both tested compounds increased the healing of hard-to-heal wounds. On
the other hand, the keratin preparation without the adsorbed compound did not affect the wound
healing, so it was only a kind of scaffold for the tested compounds.

Due to a number of common features of the streptozotocin model in human diabetic rats,
as well as the similarity of burned rat skin to a diabetic wound, it can be concluded that the
model used in the study seems to be an adequate experimental model for assessing the effect of
various substances on the ulcer regeneration process in people with diabetes. Both the macro-
and microscopic parameters of wound healing and the quantitative assessment of the healing
process allow for the objectification of the results of a very complex and little-known process
of diabetic wound healing. The applied preparations can be assessed as future potential
components of dressings for diabetic foot ulcers.

The conducted research allowed for the formulation of the following conclusions:

1. Hybrid compounds AWL3106 and biphalin adsorbed on a keratin preparation made
of alpaca wool and applied daily to wounds of Wistar rats reduce inflammation and
promote the proliferative phase of wound healing. The obtained results indicate that
both the compound AWL3106 and biphalin can be used in diabetic wounds that are
difficult to heal.

2. The application of hybrid compounds AWL3106 and biphalin accelerated the process
of wound contraction.

3. The increase in the number of macrophages after the use of both hybrid compounds
AWL3106 and biphalin on the fourth day of wound healing indicates that both

14



compounds significantly increase the inflammatory response, and the decrease in the
number of macrophages on the fourteenth day of healing after the application of
compounds AWL3106 means a shortening of the inflammatory phase.

4, Increasing collagen deposition after application the compound AWL3106 allows for
a scar that is more resistant to tearing and stretching.

5. After the application of biphalin, an increase in the thickness of the epidermis was
observed, which means that this compound has a positive effect on the re-
epithelialization of the wound.

6. The changes observed in the structure of blood vessels after the application of hybrid
compounds AWL3106 and biphalin indicate that both compounds have little effect
on the endothelium of blood vessels.

7. The applied model of ulceration in rats mimics the parameters of the human diabetic
wound.
8. The presented scale for assessing the wound healing process can also be applied to

other dressings.
Conclusion:
Hybrid compounds AWL3106 and biphalin used in an animal model of a difficult-to-heal wound
reduce the duration of inflammation and support the processes occurring in the proliferative
phase of wound healing. The effect of the tested compounds was determined directly by counting
macrophages, fibroblasts, measuring the collagen content, as well as assessing the structure
and arrangement of collagen fibers, the structure of blood vessels, measuring the thickness of

the epidermis and wound contraction.
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Innowacyjnos$¢ pracy
W mojej pracy doktorskiej zawarto nastepujace elementy innowacyjnosci z zakresu:
I.  badan przedklinicznych
1. Opracowanie modelu trudno gojacej rany
— pojedyncza rana na zwierzeciu uzyskana przez oparzenie skory samca szczura
Wistar z 10-tygodniowg cukrzycg wywotang streptozotocyng
2. Zastosowanie zwigzkéw o budowie peptydow hybrydowych:
— AWL3106 bedacego pochodng dermorfiny i substancji P
— bifaliny bedacej dimeryczna pochodng enkefaliny
w modelu trudno gojacej rany (opis modelu pkt. 1) nasladujacej owrzodzenie w stopie
cukrzycowej
3. Zastosowanie nowego zrodta keratyny jako no$nika dla zwigzkow
— keratyna uzyskana z welny alpaki
4. Opracowanie sposobu oceny skutecznosci opatrunku
— skala opierajaca si¢ na punktach odzwierciedlajgcych nasilenie procesow
zachodzacych w gojacej si¢ ranie
Il.  nowych terapii w leczeniu trudno gojacych ran
1. Zwigzek o wlasciwosciach przyspieszajacych zarastanie rany, zwickszajacy
odpowiedz zapalna, zwigkszajacy ilos¢ odtozonego kolagenu w odbudowujacej si¢
tkance
— zwigzek AWL3106
2. Zwiazek o wlasciwosciach przyspieszajacych zarastanie rany, zwigkszajacy
odpowiedz zapalna, grubo$¢ naskorka
— bifalina
3. Bialko pehnigce funkcj¢ nosnika zwigzkow

— rusztowania keratynowe uzyskana z wetny alpaki
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1. Wstep
1.1. Stopa cukrzycowa jedna z najczestszych trudno gojacych sie¢ ran

Zgodnie z definicja WHO (ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja
Zdrowia) stopa cukrzycowa / zespot stopy cukrzycowej (ZSC) 0znacza zakazenie, owrzodzenie
lub zniszczenie glgbokich tkanek zwigzanych z zaburzeniami neurologicznymi i réznym
zaawansowaniem chordb naczyn obwodowych konczyn dolnych. Powstaje na skutek cukrzycy
i jej powiktan. Mozna ja podzieli¢ na: neuropatyczng, niedokrwienng i mieszana. Typ ZSC
zalezy od przewazajacego czynnika etiologicznego. Dotyczy zmian czynnosciowych i
morfologicznych, ktore wystepuja w skorze, kosciach, mig¢sniach, nerwach i naczyniach

krwiono$nych stopy. (Drzewoski 2010)

1.1.1. Epidemiologia stopy cukrzycowej

W Polsce odsetek 0sob z ZSC wynosi 1,7%. Prawdopodobienstwo wystgpienia ZSC u
chorego na cukrzyce to 15+25%. Najczesciej whasnie ze wzgledu na ZSC pacjenci z cukrzyca
sg hospitalizowani (ogdétem 25%). Okolo 80% amputacji, niewynikajacych z urazu, jest
wywotanych cukrzyca. Taka operacje przeprowadza si¢, co 30 sekund na swiecie. W 85%
przypadkow poprzedza ja wystapienie wrzodu. U osdb po amputacji pojawiajg si¢ czesto nowe

owrzodzenia, ktore prowadza do powtdrnej operacji. (Muhammad Ibrahim 2019)

1.1.2. Przyczyny powstawania stopy cukrzycowej i najczestsze powiklania

Przyczyna powstania owrzodzenia jest wieloczynnikowa. Powstaje ono na skutek
modzeli, zle dopasowanego lub nowego obuwia, deformacji i niewtasciwej pielegnacji stop, ich
urazOw, oparzenia, odlezyn piet, suchej skory, uposledzonego krazenia obwodowego,
neuropatii obwodowej i niewyréwnanego poziomu glukozy we krwi. (Watkins 2004, Oliver i
Mutluoglou 2020).

Do trzech gtdéwnych przyczyn powstania stopy cukrzycowej nalezy zaliczy¢é zmiany
neuropatyczne, naczyniowe i czynnik mechaniczny (Drzewoski 2010). W wyniku neuropatii
cukrzycowej, ktora rozwija si¢ u okoto 60% diabetykow dochodzi do nieprawidtowosci
anatomicznych i strukturalnych. Mozna je podzieli¢ na czuciowe, motoryczne i autonomiczne.
Do owrzodzenia dochodzi wtedy, gdy do obwodowej neuropatii czuciowej dolaczaja
obwodowe nieprawidtowosci autonomiczne i ruchowe. Na skutek tej neuropatii, uraz w
poczatkowej fazie jest bezbolesny, co prowadzi do jego poglebiania (Aguilar i wsp. 2012,
Oliver i Mutluoglou 2020). Na poczatku chory nie odczuwa ucisku buta na stope 1 uszkodzenie

konczyny zauwaza dopiero po dtuzszym czasie. Deformacje strukturalne i nadmierny ucisk
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prowadzg do rozwoju rany. Trzeci rodzaj neuropatii (autonomiczna) charakteryzuje si¢ tym, ze
w dolnych konczynach prowadzi do rozszerzenia zyt stop i matych tetnic. U chorych obserwuje
si¢ wysuszong I pozbawiong owtosienia skore, a takze przebarwienia w dolnej czgéci n6g. W
takiej sztywnej i suchej skorze powstajg bruzdy i modzele dookota urazu. Sg one zlokalizowane
glownie na pierwszym stawie $rodstopno-paliczkowym (MTP, ang. metatarsophalangeal
joint), krawedzi pigty i czeSci przySrodkowej podeszwy stopy. Uszkodzenia skory moga
prowadzi¢ do matych podtuznych owrzodzen. (Aguilar i wsp. 2012)

Oprécz neuropatii udzial w rozwoju owrzodzenia stopy cukrzycowej i nastepczych
amputacji ma palenie tytoniu, hipertriglicerydemia lub PAD (ang. peripheral artery disease,
choroba tetnic obwodowych), ktora moze prowadzi¢ do rozwoju martwicy i zgorzeli.
Amputacja konczyny dolnej jak i samo ZSC sg prawdopodobnie zalezne od statusu spoteczno-
ekonomicznego, czynnikow biologicznych i srodowiskowych. (Shi 2019, Oliver i Mutluoglou
2020)

Podwyzszony poziom glukozy we krwi powoduje zwigkszenie stresu oksydacyjnego,
glikacji biatek i lipidow komoérkowych. Pozniejsze wyrownanie jej poziomu nie wptywa na
zatrzymanie tych patologicznych proceséw. Organizm ,,zapamig¢tuje” stan hiperglikemiczny 1
dlugoterminowo mozna obserwowaé jej skutki. (Otto-Buczkowska 2014) Pamigc
metaboliczna, czyli utrwalenie procesow biochemicznych, takich jak zwiekszenie produkcji
wolnych rodnikéw przez mitochondria komorkowe na skutek dugotrwatego dziatania duzych
stezen glukozy, ktore prowadza do péznych powiktan cukrzycy, a glownie do mikro- i
makroangiopatii (Drzewoski 2010) jest jednym z czynnikow, ktory utrudnia walke z ranami
cukrzycowymi. Dhuzszy okres utrzymujacej si¢ wczesniej dlugotrwalej hiperglikemii ma
wplyw na rodzaj przysztych powiktan cukrzycy pomimo juz wyréwnanego poziomu glukozy
we krwi. Na skutek pamieci metabolicznej podawanie insuliny nie powoduje zanikania
powiklan naczyniowych. Pozostajace wzorce epigenetyczne zwigzane z hiperglikemia,
odtwarzaja fenotyp cukrzycowy. (Otto-Buczkowska 2014, Jhamb i wsp. 2016) Kazda komoérka
ma swoje wlasne wzorce epigenetyczne, ktore okreslajg ekspresj¢ gendéw. Ich zmiana w
komorce powoduje zmiang ekspresji genow 1 ,tozsamosci” komodrki. Do modyfikacji
epigenetycznych naleza: modyfikacja histonow i metylacja DNA. (Kubota i wsp. 2013)

Ze wzgledu na ciagly wzrost liczby zachorowan na cukrzyce nawet Szybki postep
medycyny nie skutkuje zmniejszeniem liczby powiktan cukrzycy i $miertelnosci przez nig
wywotanej. W ciggu pigciu lat Smiertelno$¢ zwigzana z ZSC, w przypadku ktorej byta
konieczna amputacja, wynosita od 39+80%. (Shi 2019).
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1.1.3. Streptozotocynowy model cukrzycy

Streptozotocyna (ang. streptozotocin, STZ) pozwala wyindukowa¢ chemicznie
eksperymentalng cukrzyce typu 1 (T1DM, ang. type 1 diabetes mellitus) — model T1DM.
Cukrzyca jest chorobg autoimmunologiczng. Powstaje w wyniku nieodwracalnego niedoboru
insuliny powstatego na skutek zniszczenia komorek P trzustki przez martwicg. Stan ja
nasladujacy mozna osiagna¢ stosujac diabetogenny czynnik STZ, poniewaz STZ jest podobna
pod wzgledem struktury do glukozy. (Szkudelski 2001, Akbarzadeh i wsp. 2007, Soltésova i
Herichova 2014) Po raz pierwszy takie dzialanie STZ opisal w 1963 r. Rakieten 1 wsp. Obecnie
po wpisaniu do PubMed Central® hasta ,,streptozotocin diabetes” wyswietla si¢ 150 102
publikacje (dane na 02.03.2021 r.). [lo$¢ dostepnych prac nie zmienia faktu, ze zaplanowanie
precyzyjnego do$wiadczenia stosujac ten chemiczny zwigzek w celu wywotania cukrzycy jest
trudne. (Deeds i wsp. 2011) Jednak liczne dane literaturowe od poznania pochodzenia
antybiotyku STZ przez zakres stosowanych dawek do p6znych powiktan wystepujacych po
podaniu tego $rodka chemicznego ulatwiaja zrozumienie modelu T1DM i jego warto$ci w
badaniach nad cukrzycg. | tak antybiotyk ten jest produkowany przez drobnoustroje glebowe
Streptomyces achromogenes o szerokim spektrum wlasciwosci przeciwbakteryjnych.
Weczesdniej stosowano izolowane, a obecnie uzywa si¢ syntetyczne STZ, ktdre podane w duzej
dawce powoduje selektywng toksyczno$¢ komorek . Dzigki wielu badaniom prowadzonym
nad mechanizmem jej dzialania obecnie jest on dobrze poznany. Proces niszczenia komorek 3
trzustki mozna podzieli¢ na 3 fazy. W ostatniej obserwuje si¢ wysoki poziom glukozy i
zahamowane wydzielanie insuliny. (Szkudelski 2001, Wu i Huan 2008, Lenzen 2008, King
2012, Sharma i wsp. 2013, Soltésova i Herichova 2014, Tripathi i Verma 2014)

Proces niszczenia komorek B trzustki jest jednak bardziej ztozony i zaczyna si¢ od
whniknigcia do komodrek B STZ. Duze podobienstwo STZ i czasteczki glukozy sprawia, ze STZ
z tatwos$cig dostaje si¢ do wnetrza komorek B przez transporter monosacharydu o nazwie
GLUT2 (ang. glucose transporter 2, transporter glukozy 2) zlokalizowany w btonach komoérek
B. GLUT2 wykazuje niskie powinowactwo do glukozy, co znaczy, ze tatwiej taczy si¢ z STZ
niz z glukoza. Dlatego z czasem STZ uniemozliwia jej pézniejszy transport do komorek
trzustki. (Szkudelski 2001, Frode 1 Medeiros 2008, King 2012, Sharma i wsp. 2013, Magier i
Jarzyna 2013, Soltésové i Herichovéa 2014, Tripathi i Verma 2014)

Diabetogenne dzialanie zwigzku STZ obserwuje si¢ po podaniu pozajelitowym (Sharma
i wsp. 2013). Jedng z prac, ktora przedstawia protokot przeprowadzenia indukcji cukrzycy za
pomoca STZ jest praca Wu i Huan 2008. Jednak wedlug Deeds i wsp. 2011 nie ma

standardowego protokotu dla dawki, podania czy sporzadzenia roztworu, ktdry nast¢pnie jest
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podawany zwierzeciu. Za pomoca modelu STZ mozna uzyska¢ tagodng jak 1 ciezka postac
cukrzycy. Zastosowanie pojedynczej duzej dawki STZ wplywa bezposrednio na toksycznosé
dla komorek B trzustki, prawie zupetnie je niszczac i prowadzac do wystgpienia ciezkiej postaci
T1DM z niewielka lub niewykrywalng iloscig produkowanej insuliny. Do do$wiadczen uzywa
si¢ zwykle szczegdlnie wrazliwych szczuréw m.in. stada Wistar. (Wu i Huan 2008, Deeds i
wsp. 2011) Jak zauwaza Deeds i wsp. 2011 do badan z uzyciem STZ pod wzglgdem pfci
bardziej odpowiednie wydajg si¢ samce szczuréw tego gatunku, gdyz sg bardziej podatne na
STZ. Mniejsza wrazliwo$¢ u samic wynika prawdopodobnie z faktu, ze estradiol chroni samice
przed apoptoza komorek B trzustki wywotang stresem oksydacyjnym. (Le i wsp. 2006)

Najcze¢sciej stosowanym zwierzecym modelem ludzkiej cukrzycy jest szczurzy model
streptozotocynowy. Po podaniu STZ obserwuje si¢ u nich stabilne objawy tej choroby, wsrod
ktérych nalezy wymieni¢ hiperglikemie, poliurie, polidypsje, polifagie, brak przyrostu masy
ciala, mniejsza objetos¢ insuliny i peptydu C. Wystepuje wiele symptomoéw podobnych do
cukrzycy u ludzi. (Wei i wsp. 2003, Akbarzadeh i wsp. 2007, Wu i Huan 2008, Soltésova i
Herichova 2014) Model cukrzycy indukowanej tym zwiazkiem chemicznym jest dobrym
modelem do badania rodzaju powiktan powstajacych na skutek dziatania hiperglikemii. (Le i
wsp. 2011) Zmiany jakie zachodzg po podaniu STZ zostaty przedstawione w pracach Depre i
wsp. 2000, Wei i wsp. 2003 oraz Howarth i wsp. 2005. I tak samo jak u ludzi z cukrzyca
obserwuje si¢ zaburzony metabolizm poroéwnywalnie dzieje si¢ W organizmie szczura z
cukrzyca wyindukowang STZ. Obserwuje si¢ takze zmniejszenie czestosci akcji serca czy
zmienno$¢ jego rytmu i zaéme. (Wei i wsp. 2003, Howarth i wsp. 2005, Akbarzadeh i wsp.
2007, Wu i Huan 2008, Soltésova i Herichova 2014) Jak podaje Wei i wsp. 2003 szczury po
podaniu STZ rozwijaja $lepote, ktdra nastgpuje po 4 miesigcach i jest wynikiem za¢my. Model
T1DM tego zwiazku prowadzi do takich powiktan jak miazdzyca, neuropatia i nefropatia
cukrzycowa. (Akbarzadeh i wsp. 2007) Wedlug Wei i wsp. 2003 zmiany powstale w
organizmie po dlugotrwatym dziataniu diabetogennym w modelu T1DM mogg postuzy¢ za
model przewlektych powiktan cukrzycy u ludzi i zosta¢ wykorzystane do badania preparatow,
ktore postuza do ich leczenia.

Podsumowujac, dane literaturowe zawieraja szczegdélowe informacje dotyczace
zarowno wywotania cukrzycy przez STZ, jak i rodzaje powiktan, ktére moga wystapi¢ na
skutek podania STZ. Smiertelno$é z jej udziatem jest bardzo niska, przy wlasciwym podawaniu
prawie zerowa, w przeciwienstwie do innego zwigzku uzywanego do wywotania cukrzycy —
alloksanu, ktory ma waski zakres dawki i powoduje wysoka $miertelnos¢ (Frode 1 Medeiros

2008, Sharma i wsp. 2013, Soltésové i Herichova 2014). Znany jest mechanizm wywolujacy
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cukrzyce (niszczenie trzustki), powiktania 1 zmiany w skorze po jej zastosowaniu. Sama

indukcja choroby jest nieskomplikowana i szybka.

1.1.4. Modele rany cukrzycowej

Prowadzenie badan nad opracowaniem nowych lekow umozliwiajg modele in vitro i in
vivo, ktore w pewnym zakresie nasladuja choroby, na ktére zapada cztowiek. Rana cukrzycowa
wymaga modelu in vivo, gdyz proces gojenia ran jest wieloczynnikowy i jest zaktdcany przez
czynniki wewnetrzne (procesy, zwiazki), ktore nie zostaty do konca poznane. Z powodu duzych
roéznic gatunkowych zaden ze zwierzecych modeli zaproponowanych w  literaturze nie
odzwierciedla w pelni wszystkich cech rany przewleklej wystepujacej u ludzi. Jednak
opracowane zwierzgce modele umozliwiaja wglad w mechanizmy molekularne procesow
zachodzacych w ranie, jak réwniez pozwalajg testowa¢ mozliwe S$rodki terapeutyczne.
(Dorsett-Martin i Wysocki 2008, Nunan i wsp. 2014)

W literaturze nie ma danych, ktore stado jest optymalne do modelowania rany i
wyroznia si¢ na tle pozostatych zwierzat. Na pewno waznym kryterium jest mozliwo$¢ jak
najdoktadniejszego pomiaru powierzchni rany. Szczury SD (ang. Sprague Dawley, szczury
stada Sprague Dawley) i Wistar naleza do najczgsciej stosowanych niespokrewnionych stad.
Oba sa tagodne i mogg by¢ stosowane w roznych do§wiadczeniach. Przy wyborze zwierzecia
istotne kryterium stanowi pte¢. Samice szczuroOw charakteryzuja si¢ cienka skorg, ktora goi si¢
przez obkurczenie rany i szybciej niz u samcow. Rany u tych drugich maja tendencje do gojenia
si¢ przez naskorkowanie. W dodatku wiadomo, Ze niedobor estrogendw uposledza gojenie ran
skornych. Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze najlepszym modelem jest model in vivo z
wykorzystaniem samcow szczurow SD czy Wistar.

Zewnetrzna bariera jaka jest skora, ma za zadanie chroni¢ wnetrze organizmu przed
srodowiskiem zewngtrznym np. szkodliwymi mikroorganizmami takimi jak bakterie
chorobotworcze 1 ciatami obcymi np. drzazgg. Budowa skory jest r6zna u r6znych gatunkow.
Dlatego przed wyborem szczura do modelowania rany cukrzycowej cztowieka nalezy poznaé
roéznice w histologii ich skéry (tab. 1.1). Zrozumienie odrgbnosci w jej anatomii i strukturze
jest kluczowe w planowaniu do$wiadczen. W budowie skoéry szczuréw i ludzi sa elementy
wspolne. U obu gatunkow wystepuje naskdrek, btona podstawna, skora wlasciwa i mieszki
wlosowe. Budowa skory szczura i1 czlowieka ma tez elementy rdznigce si¢. Po pierwsze skora
szczurdw jest luzna, a cztowiek ma sztywna 1 przylegajaca skore. Wydaje sig, jakby szczury
mialy jej ,,nadmiar”, jest ona elastyczna i nie przytwierdzona sztywno do struktur znajdujacych

si¢ pod spodem. Ma to wplyw na szybkos$¢ gojenia si¢ ich ran. Za pomoca obkurczania rany,
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proces gojenia przebiega szybciej niz u ludzi, poniewaz zajmuje mniej czasu niz tworzenie
nowej tkanki. Ponadto razem z tworzeniem kolagenu sa wspomagane przez podskorny migsien
panniculus carnosus. Panniculus carnosus to cienka warstwa tkanki mig$niowej poprzecznie
prazkowanej potgczona ze skorg i powigzig. Niemniej jednak krotszy czas gojenia pozwala na
przeprowadzenie takich do$wiadczen w laboratorium z uzyciem szczurow. Dodatkowo
pozostawienie podskornej warstwy migsni panniculus carnosus i naczyn w szczurzym modelu
rany ulatwia gojenie. Skore szczuréw i ludzi rézni takze wzrost wlosow. U tych pierwszych
wystepuje ptatowy (ang. patches) w przeciwienstwie do mozaikowego u czlowieka (ang.
mosaic). U ludzi zapewnia on jednolitg grubos¢ skory w roznych miejscach ciata. Natomiast u
szczurow skora jest grubsza i bardziej unaczyniona tam, gdzie zachodzi faza anagenu. Wzrost
wloséw u szczuréw przechodzi w kierunku od rostralnego do ogonowego i od brzusznego do
grzbietowego. Inng ich cechg jest posiadanie oksydazy L-gulono-y-laktonowej enzymu, ktory
przeksztatca a-gulono-y-lakton w kwas a-askorbinowy (witaming C). Witamina C pelni istotng
funkcje w syntezie kolagenu. U czlowieka ten enzym nie wystepuje. Szczury majg takze dobra
odpowiedz immunologiczng gospodarza i nie sg podatne na zakazenia. Infekcje u szczurow w
ranie mozna wywotac tylko celowo wprowadzajac bakterie. (Dorsett-Martin i Wysocki 2008,
Abdullahi i wsp. 2014, Nunan i wsp. 2014, Ranjbar i Takhtfooladi 2016)
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Tab. 1.1 Poréwnanie skory cztowieka i szczura (zrodto: zmodyfikowano na podstawie Dorsett-

Martin i Wysocki 2008, Abdullahi i wsp. 2014)

Warstwa/cecha/struktura skory Czlowiek Szczur
Naskoérek Gruby Cienki

Skéra wlasciwa Gruba Cienka
Przyleganie skory do nizszych warstw | Mocno przytwierdzona LuZna
(architektura skory)

Panniculus carnosus Brak Obecny
Wzrost wlosow Mozaikowy Platowy
Pokrycie wlosami/sierscia Rzadkie Geste
Gruczoly apokrynowe Obecne Brak
Gruczoly ekrynowe Obecne Brak

Zrédlo witaminy C Egzogenne Endogenne
Blizna keloidowa/przerostowa Mozliwa Nie wystepuje
Mechanizm gojenia si¢ rany Ponowne naskorkowanie | Obkurczanie rany

Opisane w literaturze modele rany cukrzycowej, sa najczgséciej otrzymywane przez
wyindukowanie rany ostrej u zwierzecia, u ktérego wcze$niej wywotano jej pierwotng
Klinicznie przyczyne, czyli cukrzyce. Indukcja rany jest wymagana, poniewaz u zwierzat
doswiadczalnych nie wystepuja rany cukrzycowe. Modele ran cukrzycowych rdznig si¢ czasem
gojenia. (Nunan i wsp. 2014) Wyrodznia si¢ nastgpujagce modele ran: model niedokrwienny,
ostrej rany chirurgicznej zrobiony przez nacigcie (ang. incisional) lub wycigcie (ang.
excisional) skory i rany przewlektej. Model rany moze by¢ modyfikowany przez dodatkowe
uszkodzenia, martwy obszar, zamknigtag powierzchni¢ (podskorna przestrzen) i oparzenie. W
literaturze sa opisane tez zwiazki chemiczne, majace wplynaé na gojenie rany np.
hydrokortyzon, ktory zmniejsza ich wytrzymato$¢ czy adriamycyna zaktocajgca produkcje
komorek odpornosciowych.

Jednym z czynnikow, ktory bierze si¢ pod uwage przy indukcji rany jest jej lokalizacja,
ktéra powinna ograniczy¢ zwierzeciu ingerencje w nig. Bardzo czegsto modele rany, ktore stuza
do badania procesu gojenia uzyskuje si¢ poprzez naciecie lub wycigcie skory grzbietowej.
(Dorsett-Martin i Wysocki 2008, Huang i wsp. 2015)

Kluczowe dla przysztych srodkow terapeutycznych, ktdre moga mie¢ zastosowanie w

gojeniu ran cukrzycowych, jest testowanie ich w modelu rany mozliwie najbardziej
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nasladujagcym posta¢ kliniczng rany cukrzycowej. W duzej mierze nasladuje ja oparzenie u
szczura z wyindukowang cukrzyca (tab. 1.2), gdyz dostarcza cech rany cukrzycowej, ktorych
nie zapewnia nacinanie czy wycinanie skory. Do podstawowych réznic miedzy oparzeniem a
ranami cietymi nalezy kierunek uszkodzenia, mechanizm komoérkowy i skomplikowany proces
ich gojenia. Podczas oparzenia dochodzi do poziomego urazu tkanek i ich termicznej
koagulacji. W przypadku nacigcia skory kierunek uszkodzenia tkanek jest pionowy. Oparzenia
g0ja si¢ wolniej od urazow wertykalnych ze wzgledu na rozlegla martwice, obrzek i wzgledne
niedotlenienie. (Feezor i wsp. 2004) Wyrdznia si¢ w nich 3 strefy wedtug Jackson’a z 1953 r.
W srodkowej (koagulacji) obserwuje si¢ martwice tkanek na skutek rozlegtego $cigcia biatek,
denaturacji i degradacji. Tkanka ta musi zostaé oczyszczona. Srodkowy region otacza strefa
zastoju (niedokrwienia). Wystepuje w niej zwezenie naczyn i niedokrwienie. Tkanka jest zywa,
jednak przez kolejne 48 godzin od urazu, moze nastapi¢ progresja oparzenia i tkanka moze ulec
martwicy na skutek rozwoju zakazenia, obrzgku, niedotlenienia i zmniejszonej perfuzji.
Ostatnia strefa przekrwienia otacza region zastoju. Jest w stanie ulec naprawie dzigki wzrostowi
przeplywu krwi przez rozszerzone naczynia krwiono$ne. Zwigkszenie przez nie Srednicy
zapewniaja uwalniane mediatory zapalne z rezydentnych komorek skory. (Sterling 1 wsp. 2010,
Rowan i wsp. 2015) Opisana powyzej indukcja ran oparzeniowych musi by¢ prowadzona
doktadnie, a protokol do$wiadczenia nalezy wystandaryzowaé, pamigtajac o mozliwosci
wystgpienia wcze$niej wspomnianej progresji oparzenia, ktora trwa do 2 dni po urazie.
(Dorsett-Martin i Wysocki 2008)
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Tab. 1.2 Zestawienie wspolnych cech owrzodzenia i oparzenia, z uwzglednieniem
charakterystyki oparzenia (Feezor i wsp. 2004, Gantwerker i Hom 2012, Bairy i wsp. 2014,
Rowan i wsp. 2015)

Wspolne cechy Charakterystyka oparzenia

owrzodzenia i oparzenia

Wolniejsze gojenie rany Goi si¢ wolniej niz cigcie chirurgiczne

Martwica Rozlegta martwica

Niedotlenienie Wzgledne niedotlenienie

Zaburzenia w Oparzenia o wigkszych rozmiarach powoduja zmiany
funkcjonowaniu uktadu stezenia krazacych zapalnych mediatorow i przeksztalcenie
immunologicznego: fenotypu leukocytow, obserwowane w miejscu urazu oraz

zmiana poziomow cytokin | ogo6lnoustrojowo, prowadzac do zaburzen uktadu

1 wplyw na komorki uktadu | immunologicznego. Zalicza si¢ do nich urazy > 20% TBSA

immunologicznego (ang. total body surface area, catkowita powierzchnia ciata).
Niedokrwienie Zmiany w przeptywie krwi
Stres oksydacyjny Obecny

Ostabiona reakcja zapalna | Obecna

Zaburzenia w ponownym | Uszkodzenie jednostki wlosowo-tojowej i gruczotow
naskorkowaniu apokrynowych. Ta pierwsza zawiera nabtonkowe komorki

macierzyste, ktore pomagaja w ponownym naskorkowaniu.

Znacznie rzadziej w literaturze naukowej mozna znalez¢ prace poswigcone modelowi
trudno gojacej sie rany, ktora powstata przez wywotanie cukrzycy u zwierzat za pomoca STZ i
oparzenia. Wigkszos¢ tych prac ukazata si¢ juz po podje¢ciu przeze mnie badan. (Wang i wsp.
2008, Bairy i wsp. 2014, Fantinati i wsp. 2016, Ranjbar i Takhtfooladi 2016, Azevedo i wsp.
2016, Tian i wsp. 2016, Hamed i wsp. 2017)

W modelach zwierzgcych cukrzycy nie obserwuje si¢ anatomicznych i strukturalnych
zmian, ktore z czasem skutkowatyby powstaniem owrzodzen u tych zwierzat. Ten czynnik
ryzyka jest wytwarzany sztucznie przez wyindukowanie rany. W zwierzgcym modelu cukrzycy
istnieje podtoze fizjopatologiczne, czyli spowodowane hiperglikemia, wystepujace na

poziomie biomolekularnym (ryc. 1.1).
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Ryc. 1.1 Najwazniejsze roznice miedzy rang normalng a rang przewlekla. VEGF — czynnik
wzrostu $rodbtonka naczyn, TGF-f — transformujacy czynnik wzrostu B, EGF — naskorkowy
czynnik wzrostu, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow, MMPs — metaloproteinazy macierzy

zewnatrzkomorkowej. (zrodto: zmodyfikowano na podstawie Turner i Badylak 2014).

Model zwierzgcy rany nie odzwierciedla w pelni gojenia ran u ludzi, ale przy jego
pomocy mozna oceni¢ wpltyw jaki majg testowane preparaty na wazne procesy zachodzace

podczas naprawy tkanki.

1.2. Fizjologia gojenia rany z elementami patofizjologii rany cukrzycowej
1.2.1. Naciek makrofagow

Przejscie z hemostazy do fazy zapalnej charakteryzuje si¢ pojawieniem neutrofili,
makrofagow i limfocytow (ryc. 1.2). W miejscu uszkodzenia jako pierwsze komorki pojawiaja
si¢ neutrofile, ktore oczyszczaja rang z zanieczyszczen i bakterii, umozliwiajac w ten sposob
przygotowanie rany do gojenia. Neutrofile wydzielaja cytokiny prozapalne. Nast¢pnie funkcje
oczyszczania rany okoto 48 h po zranieniu przejmuja makrofagi, ktore migruja do rany, kiedy
znajda si¢ w niej produkty uboczne, pochodzace z apoptozy neutrofili. Makrofagi odgrywaja
istotng role w przejsciu rany z fazy zapalnej do proliferacyjnej. Biorg udziat w tworzeniu
ziarniny, produkcji cytokin, ponownym naskoérkowaniu, obkurczaniu rany i angiogenezie.

(Gantwerker i Hom 2012, Sorg i wsp. 2017, Wang i wsp. 2018) Liczne badania wykazaty, ze
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brak makrofagbw w obu tych fazach wplywa na wystapienic wynaczynien, zmniejsza
odbudowe ubytku skory i pozostanie rany na tym samym etapie gojenia.

Makrofagi mozna podzieli¢ na fenotypy: M1 (ang. type 1 macrophages, makrofagi typu
1 / makrofagi aktywowane klasycznie) i M2 (ang. type 2 macrophages, makrofagi typu 2 /
makrofagi aktywowane alternatywnie) (ryc. 1.3). M1 (wczesne makrofagi) zajmuja sie
produkcja mediatoréw prozapalnych i fagocytoza. Z czasem przeksztatcajg si¢ w M2 (pdzne
makrofagi). Funkcja M2 jest inicjacja proliferacji fibroblastow, produkcja ECM (ang.
extracellular matrix, macierz pozakomorkowa) i mediatorow przeciwzapalnych, a takze udziat
w angiogenezie. Ponadto M2 fagocytuja bakterie, neutrofile i resztki komoérek w ranie. (Sorg i

wsp. 2017) Pierwsza faza — faza zapalna, z reguty trwa okoto 3 dni. (Wang i wsp. 2018)

neutrofile
makrofagi
fibroblasty
limfocyty

faza utajona
faza proliferacyjna

faza naprawy

wzgledna liczba komorek

o
L

1 dzied 3 dzien 5dzien 7 dzien 14 dzien 21 dzieft

Ryc. 1.2 Zmiany iloSciowe neutrofili, limfocytow, makrofagdw 1 fibroblastoéw w czasie gojenia

rany (zrodto: zmodyfikowano na podstawie Mendonga, R., 2012)
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Ryc. 1.3 Przejscie makrofagdw o fenotypie M1 (wczesne makrofagi) w fenotyp M2 (p6zne
makrofagi) (zrédto: zmodyfikowano na podstawie Koh i DiPietro 2011)

Faza zapalna petlni istotng funkcj¢ chociazby ze wzgledu na fagocytoze bakterii. Procesy
zachodzace w tej fazie jednak nie moga trwa¢ zbyt dtugo. Nadmierne zapalenie moze
prowadzi¢ do hamowania procesu gojenia, zwigkszonego uszkodzenia tkanek lub
patologicznego gojenia ran. (Wang i wsp. 2018) W ranach cukrzycowych makrofagi o
fenotypie M1 nie sg przeksztatcane do fenotypu M2 (Sorg i wsp. 2017). W mikro$rodowisku
niegojacej si¢ rany dochodzi do: cigzkiego i dlugotrwalego zapalenia (samopodtrzymujaca si¢
odpowiedz prozapalna makrofagow o fenotypie M1) (Turner i Badylak 2014) Przedtuzajaca sig
obecno$¢ prozapalnych makrofagéw wykazuje negatywny wplyw na gojenie rany (Okizaki i
wsp. 2016). W fazie zapalnej obserwuje sie rozregulowany i utrzymujacy si¢ stan zapalny. W
takiej ranie dochodzi do dlugotrwatej indukcji chemokin. Obok makrofagdw obserwuje si¢
takze dluzsza obecnos¢ neutrofili. (Davidson i DiPietro 2006)

Ponadto owrzodzeniom stopy cukrzycowej towarzyszy niedotlenienie, ktore takze moze
wzmacnia¢ wczesng odpowiedz zapalng. Dochodzi do zwigkszenia poziomdéw rodnikow
tlenowych 1 w ten sposob czas gojenia rany si¢ wydtuza. Hiperglikemia moze prowadzi¢ do
zwigkszenia stresu oksydacyjnego podczas produkcji ROS (ang. reactive oxygen species,
reaktywne formy tlenu) przewyzszajgcej zdolno$¢ antyoksydacyjng. (Guo i Dipietro 2010)

W ranie cukrzycowej wczesna odpowiedz zapalna prowadzi do podwyzszonego
poziomu proteaz. Za zwigkszenie ilosci proteaz tak samo jak za stymulowanie stanu zapalnego
odpowiadaja wolne rodniki, ktore sa produkowane przez PMN (ang. polymorphonuclear
leukocytes, leukocyty wielojadrzaste). Proteazy niszczg czynniki angiogenne. (Aguilar i wsp.

2012) W wydzielinie z przewlektej rany jest okoto 30 do 60 razy wyzszy poziom MMPs (ang.
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matrix metalloproteinases, metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej) niz w ranie
ostrej. Tak podwyzszona aktywno$¢ proteaz prowadzi do niszczenia tkanek i hamuje
prawidtowe procesy naprawcze. Czynniki wzrostu i MMPs to dwie gtéwne klasy regulatorow
ECM. (Mclennan i wsp. 2006, Guo i Dipietro 2010) MMPs potrafig degradowac¢ wigkszos¢
sktadnikow ECM 1 hamujg odktadanie macierzy zewnatrzkomoérkowej. Takie dziatania MMPSs
przyczyniaja si¢ do hamowania migracji komorek. Ponadto degraduja rowniez cytokiny i
czynniki wzrostu, ktore na zasadzie sprz¢zenia zwrotnego reguluja gojenie si¢ rany. W ranach
przewlektych ze wzgledu na srodowisko zapalne obserwuje si¢ podwyzszone poziomy: IL-1a
(ang. interleukin 1o, interleukina 1a), IL-1B (ang. interleukin 1p, interleukina 1), TNF-a (ang.
tumor necrosis factor-a, czynnik martwicy nowotworu alfa). Wiele z tych cytokin prowadzi do
zwigkszenia MMPs i obnizenia produkcji czasteczek ECM. (Turner i Badylak 2014) W
przewlektych owrzodzeniach cukrzycowych Mclennan i wsp. 2006 obserwowali, utrzymujaca
si¢ aktywacje¢ MMP-9 (ang. matrix metalloproteinases-9, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej 9) 1 MMP-2 (ang. matrix metalloproteinases-2, metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej 2). W ich badaniach fibroblasty z nieuszkodzonej skory
pacjentow z cukrzyca charakteryzowaly si¢ zwigkszonymi poziomami MMP-3 (ang.

matrix metalloproteinases-3, metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej 3) i MMP-2.

1.2.2. Ponowne naskorkowanie

Jednym z waznych procesow zachodzacych podczas gojenia si¢ rany jest ponowne
naskorkowanie. Naskorek jest ztozony w 95% z keratynocytow 1 rozrdznia si¢ w nim 5 warstw.
Nie jest unaczyniony, a sktadniki odzywcze docieraja do niego przez dyfuzje. Warstwa
podstawna naskorka dostarcza keratynocytoéw, ktérych istotng rolg jest odpowiedz w gojeniu

ran. (Gantwerker i Hom 2012).
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Ryc. 1.4 Budowa skory (zrédlo: zmodyfikowano na podstawie Jenkins 1 wsp. 2006)

Ponowne naskorkowanie rozpoczyna faze proliferacyjng gojenia rany, ktora jest drugim
etapem gojenia, zaraz po fazie zapalnej. Naskorkowanie odbywa si¢ dzigki naptywajacym
keratynocytom, ktére w zetknieciu z ECM przyczepiaja si¢ do niej i zaczynaja wytwarzaé btone
podstawng. W czasie migracji keratynocyty trawiag ECM za pomocg proteaz. A w momencie
zetknigcia si¢ sgsiednich keratynocytow, ich proces migracji ustaje. Ma ono chronic rang przed
utratg wody 1 zakazeniem. (Gantwerker i Hom 2012, Sorg i wsp. 2017)

Ponowne naskorkowanie zaczyna si¢ od przeksztalcenia stacjonarnych keratynocytow
w typ migrujacy. U ludzi naskorek regeneruje si¢ z ekrynowych gruczotow potowych,
jednostek tojowych wlosoéw i zewngtrznej ostonki korzeniowej mieszka wlosowego (ryc. 1.4).
Brakujace komorki naskorka sg odtwarzane przez komoérki macierzyste z wybrzuszenia
mieszkow wlosowych i niszy miedzypecherzykowej naskorka. (Sorg i wsp. 2017)

W niegojacych si¢ owrzodzeniach i ranach przewlektych nisza komoérek macierzystych
naskorka jest ograniczona z powodu niedotlenienia, niedokrwienia, nadmiernego wysigku,
zakazen 1 zapalenia. (Sorg i wsp. 2017) W ranie cukrzycowej migracja i proliferacja
keratynocytow sa uposledzone, a czynniki hamujace ich migracje w tozysku owrzodzenia maja
wplyw na nieprawidlowg organizacje tkanki ziarninowej (Jhamb i wsp. 2016)

W ranach przewleklych aktywacja naskorkowych keratynocytow nie przebiega

prawidlowo, co wptywa na ich proliferacje i migracje. W dobrze gojacej si¢ ranie ekspresja
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receptora EGF (ang. epidermal growth factor, naskorkowy czynnik wzrostu), ktéry odpowiada
za stymulacje tych procesow ma miejsce w blonie komorkowej keratynocytow. Natomiast w
ranach przewleklych ulega ekspresji w ich cytoplazmie, przez co ligand nie moze si¢ z nim
potaczy¢. W ZSC obserwuje si¢ hiperkeratoze (nadmierne rogowacenie naskorka) i
parakeratoze (przyspieszone rogowacenie naskorka) wynikajaca z uposledzonego
réznicowania keratynocytow. Hiperproliferacyjne komorki obecne sg w warstwie podstawne;j i
ponadpodstawnej naskorka (basal layers and suprabasal layers). Ponadto w przewlektych
owrzodzeniach zmniejszona jest ekspresja kluczowej czasteczki dla ich migracji — prekursora

tancucha alfa-3 lamininy 5. (Pastar i wsp. 2018)

1.2.3. Neowaskularyzacja

Neowaskularyzacja to proces, ktory prowadzi do tworzenia nowych naczyn
krwionosnych. VEGF (ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyn) jest uwalniany na skutek niedotlenienia i indukuje §rédbtonek komorki do rozpoczecia
tego procesu. Odgrywa ona kluczowg role w gojeniu ran. Na poczatku zanim w tozysku rany
powstang nowe naczynia krwionos$ne, transport substancji do rany odbywa si¢ z
nieuszkodzonych naczyn znajdujacych si¢ na jej krawedziach. Dzigki angiogenezie ze
zdrowych naczyn zaczynajg powstawac odgalezienia i calg rang zaczynaja pokrywac naczynia
krwiono$ne. Powstajgce kapilary sg przyczyna obrzeku tkanki i powstania gojacej si¢ tkanki
ziarninowej. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na ich krucho$¢ i przepuszczalnosé. W powstatym
mikrosrodowisku tworzg si¢ i regenerujg nowe naczynia, przez ktdre usuwane sa pozostatosci
obumartych komorek i dostarczane sktadniki odzywcze. W gojacej si¢ ranie obserwuje si¢ duza
liczbe naczyn wlosowatych, z ktorych czes$¢ jest dysfunkcjonalna. Z czasem ten rodzaj naczyn
ulegnie apoptozie albo dojrzeje. W gojacej si¢ ranie naczynia uktadaja si¢ w krag na granicy
rany, z ktoérego odchodza promieniscie kolejne naczynia az do zdrowej skory. Zadaniem
angiogenezy jest zapewnienie na odpowiednim poziomie perfuzji odzywczej, gdy jest
zapewniona rana goi si¢ prawidtowo. (Singh i wsp. 2017, Sorg i wsp. 2017) Ostatnia faza
przebudowy (na ryc. 1.2 podpisana jako faza naprawy) w prawidtowo gojacej si¢ ranie trwa
najdtuzej. W przewazajacej czeSci dominuja w niej procesy anaboliczne, ktore wymagaja
dostarczenia energii, a brak dostatecznej ilo$ci sktadnikow odzywczych moze prowadzi¢ do
przewazenia na korzys¢ katabolizmu, ktory wydluza czas gojenia rany. Kazde zaburzenie w
fazie przebudowy moze prowadzi¢ do przejscia rany w stan przewleklego gojenia. (Gantwerker

i Hom 2012, Wang i wsp. 2018)
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W ranach cukrzycowych z uposledzonym gojeniem obserwuje si¢ zaburzony przeptyw
krwi w naczyniach krwiono$nych stopy neuropatycznej. W prawidlowej skorze stymulacja
wiokien nocyceptywnych typu C powoduje wsteczng stymulacje sasiedniego wtdkna, na skutek
czego sg wydzielane: histamina, SP (ang. substance P, substancja P), NPY (ang. neuropeptide
Y, neuropeptyd Y) i CGRP (ang. calcitonin gene-related peptide, peptyd zwigzany z genem
kalcytoniny), co prowadzi do rozszerzenia naczyn krwionosnych. Mechanizm ten jest
widoczny jako reakcja skorna o nazwie potrojna odpowiedz Lewisa (ang. lewis triple flair
response). U 0sob z cukrzycg nie dochodzi do reakcji Lewisa. (Aguilar i wsp. 2012)

U o0s6b z owrzodzong stopg cukrzycowa obserwuje si¢ zmniejszong angiogeneze, co
powoduje, ze skora jest stabo utleniona. Jest wiele réznych zaburzen zwigzanych z
angiogenezg. Do uszkodzenia naczyn krwiono$nych moze dochodzi¢ np. poprzez odktadanie
toksycznego sorbitolu w tkankach nerwowych, powstalego na skutek dodatkowego
metabolizmu glukozy w szlaku poliolowym, ktéry to szlak zostal aktywowany dlugotrwata
obecnos$cig hiperglikemii. (Turner i Badylak 2014, Jhamb i wsp. 2016)

Brak odpowiednio wydolnego krazenia w duzych naczyniach wptywa na krazenie w
mniejszych naczyniach, a to skutkuje pogrubieniem btony podstawnej. Dochodzi takze do
obnizenia zdolnosci naprawczych naczyn. Tylko w obrgbie $rodblonka pojawia si¢ wiele
zmian, ktore prowadza do jego dysfunkcji. Naleza do nich zmiany w proliferacji komorek
srodblonka, zwiekszona lepkos¢ krwi, zmniejszony przeptyw krwi, synteza NO (ang. nitric
oxide, tlenek azotu) i zmiany napigcia mikronaczyniowego. Obnizenie poziomu NO i
odpowiedzi proangiogennej jest wywotane negatywnym wplywem hiperglikemii na komorki
nablonkowe. Zmniejszone stgzenie tego pierwszego nie pozwala na rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, w wyniku czego nastepuje niedokrwienie. Liczne badania naukowe z uzyciem
zwierzecego modelu rany cukrzycowej poswigca si¢ srodbtonkowi ze wzgledu na fakt, ze
zaburzenia w jego obrebie sg jednymi z najpowazniejszych w mikrokrazeniu. (Aguilar i wsp.
2012, Jhamb i wsp. 2016) Przewlekta hiperglikemia powoduje uszkodzenie $rddbtonka,
zmniejszenie jego wlasciwosci fibrynolitycznych i zmniejszenie migracji oraz proliferacji jego
komorek. (Obonska i wsp. 2011)

Podczas procesu gojenia ran cukrzycowych dochodzi do nieprawidtowej odpowiedzi
immunologicznej 1 zaburzenia rownowagi mi¢dzy zapaleniem, angiogeneza, MMPS i ekspresja
bialek tworzacych potaczenia szczelinowe (ang. gap junction). Wigksza czes¢ omawianych
procesOw jest regulowana przez ekspresj¢ receptora TLR2 (ang. toll-like receptor 2, receptora

toll-podobnego 2). | tak np. na skutek ostrego urazu niedokrwiennego moduluje on za pomoca
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limfocytow przepuszczalno$¢ komorek srodbtonka, ich inwazje 1 migracje. Pobudzajac w ten
sposob angiogeneze. (Jhamb i wsp. 2016).

Ponadto w owrzodzeniach cukrzycowych opdznione gojenie ran i zmniejszona
angiogeneza wspotwystepuja z obnizonym poziomem VEGF, IGF-1 (ang. insulin-like growth
factor 1, insulinopodobnego czynnika wzrostu 1), PDGF-BB (ang. platelet-derived growth
factor-BB, ptytko-pochodnego czynnika wzrostu typu BB) i TGF-B1 (ang. transforming growth
factor f1, transformujacy czynnik wzrostu $1). (Turner i Badylak 2014) Zmniejszona ekspresja
czynnikéw angiogennych prowadzi do ubytkow skornych w tkance stopy cukrzycowej. Takze
badania z zastosowaniem EPC (ang. endothelial progenitor cells, komérki progenitorowe
srodbtonka) wigzaly si¢ z mniejszg odbudowa naczyn krwiono$nych u cukrzykow. Ich
mobilizacja i pozyskiwanie sa uposledzone. (Jhamb i wsp. 2016, Guo i Dipietro 2010)

Neowaskularyzacja, czyli proces powstawania nowych naczyn wtosowatych w czasie
gojenia si¢ rany cukrzycowej jest zaklocony i podczas angiogenezy — tworzenia z juz
istniejacych, i podczas waskulogenezy — de novo z progenitorowych komorek $rodbtonka ze
szpiku kostnego. Uposledzenie angiogenezy wynika ze starzenia fibroblastow, utraty zdolnosci
w tworzeniu nowych naczyn przez komorki §rodbtonka, braku réwnowagi migdzy degradacja
sktadnikow ECM 1 ich akumulacjg. Natomiast nieprawidtowe zachodzenie waskulogenezy
wynika z ograniczonego doptywu krwi do rany, upos$ledzonych: funkcji, mechanizmow i
odpowiedzi proliferacyjnej EPC, a takze ich zmniejszonej liczby krazacej w krwioobiegu. Brak
przystosowania tych komorek do petnionych funkcji wynika ze zwigkszonego stresu
oksydacyjnego, aktywacji oksydazy NADPH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy), hiperglikemii i utrzymujacego
si¢ stanu zapalnego. (Pastar i wsp. 2018).

1.2.4. Proliferacja fibroblastow

W fazie proliferacyjnej gromadzi si¢ duza ilo$¢ tkanki tacznej i komoérek w ranie.
Oprodcz keratynocytow obserwuje si¢ tez obecnos¢ komorek srodbtonka 1 fibroblastow. (Wang
I wsp. 2018) Ze skrzepu uwalniane sg czynniki wzrostu, ktore stymuluja fibroblasty do
proliferacji. W trzecim dniu tkanka jest bogata w fibroblasty. (Singh i wsp. 2017) Wytwarzanie
przez nie ECM i kolagenu pozwala zachowa¢ integralnos¢ skory i odbudowa¢ ubytek skory.
ECM powstala przy ich udziale tworzy ,rusztowanie”, ktére ma za zadanie pomagaé
strukturalnie i dostarczac czasteczek sygnatowych. W syntezie i przebudowie macierzy bogatej

w kolagen uczestniczy TGF-B1, ktory takze posredniczy w przeksztatceniu czgsci fibroblastow
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w miofibroblasty. Odpowiadajg one za obkurczanie rany i wykazujg ekspresje a-SMA (ang. o-
smooth muscle actin, a-aktyna migsni gtadkich). (Pastar i wsp. 2018)

Fibroblasty obecne w skoérze oséb z cukrzyca nie wykazuja nieprawidlowosci w
funkcjonowaniu. Ekspresja ich miRNA (mikroRNA, ang. micro-ribonucleic acid, kwas
mikrorybonukleinowy) i mRNA (ang. messenger ribonucleic acid, matrycowy kwas
rybonukleinowy) w skorze stop cukrzykow i osob zdrowych sg na podobnym poziomie.
(Ramirez i wsp. 2015) Nieprawidtowe funkcjonowanie fibroblastow obserwuje si¢ dopiero w
owrzodzeniach stopy cukrzycowej. Zostaje zmniejszona ich migracja i proliferacja oraz
odpowiedz na czynniki wzrostu. (Pastar i wsp. 2018) Maione i wsp. 2015 zaprojektowali
modele 3D niegojacej si¢ rany z fibroblastami pobranymi z owrzodzonej stopy cukrzycowej,
na ktéorych wykazali zmniejszone ponowne nabtonkowanie, zwigkszong proliferacje
keratynocytow, zmniejszong stymulacj¢ angiogenezy i uposledzone odktadanie ECM. Ponadto
w fibroblastach pobranych z ZSC s3a indukowane miR-34a-5p (ang. micro-ribonucleic acid
34a-5p, kwas mikrorybonukleinowy 34a-5p), miR-21-5p (ang. micro-ribonucleic acid 21-5p,
kwas mikrorybonukleinowy 21-5p) i miR-145-5p (ang. micro-ribonucleic acid 145-5p, kwas
mikrorybonukleinowy 145-5p), ktére odpowiadajg za zaburzenie takich funkcji komérkowych

jak: starzenie, hamowanie migracji i proliferacji (Liang i wsp. 2016).

1.2.5. Tworzenie wlokien kolagenowych

Kolagen to gtéwny sktadnik ECM organizmow zwierzgeych. Biatko to wystepuje w
wiekszosci tkanek i narzadow m.in. w skorze. Do tej pory zostato wyizolowanych i opisanych
az 29 jego typow. Pelnig one odmienne funkcje, roznig si¢ budowa i miejscem wystepowania
w organizmie. Kolagen stanowi 1/3 wszystkich biatlek wystgpujacych w organizmach
kregowcow. Jego potrojne superhelisy sa odporne na proteazy tj. trypsyne, chymotrypsyng i
pepsyne. Kolagenazy to jedyne enzymy, ktore go degraduja. Sg one metaloproteinazami ECM.
Kolagen jest nieustannie syntetyzowany i degradowany w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.
Zanim powstanie dojrzale wldkno najpierw tworzone s3 mikrowlokienka, ktore s3
przeksztatlcane we wiokienka. W skorze wystepuje typ: I, 1111 V. Typ | odpowiedzialny jest za
wytrzymato$¢ na rozciaganie tkanek, a III jest sktadnikiem skory wiasciwej. W skorze
obserwuje si¢ wspotwystepowanie glownie kolagenu typu | i Ill. Istotny jest stosunek
poszczegolnych frakcji kolagenu w skorze. (Gantwerker i Hom 2012, Czubak i Zbikowska
2014)

Tkanka ziarninujaca, ktora zastgpuje skrzep w miejscu rany jest rozowa, unaczyniona i

ma wtokna kolagenowe. Posiada wigcej kolagenu typu III w poréwnaniu do nieuszkodzonej
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skory. (Singh i wsp. 2017) W gojacej sie ranie obserwuje si¢ gtownie wystepowanie kolagenu
typu Il i 1. Typ Il kolagenu jest produkowany przez fibroblasty, ktore proliferuja, migruja i
mozna je zlokalizowaé w sgsiedztwie rany i w samej ranie. Jego wydzielanie obserwuje si¢ w
fazie proliferacyjnej. Petni on bardzo istotng funkcje, gdyz tworzy ECM w ranie. Jest to jednak
przejsciowa matryca. (Perini i wsp. 2015) Gdy rana jest zamknieta, nadal odbywa si¢
odktadanie kolagenu, ktore trwa do 5 dnia. Jego brak moze spowodowac¢ rozerwanie tkanki.
(Singh i wsp. 2017)

W normalnej skorze przewaza kolagen typu |. Wystepuje on takze w fazie przebudowy.
(Perini i wsp. 2015) Obserwuje si¢ W niej stan rownowagi mi¢dzy powstawaniem nowych
komorek a $miercig zuzytych lub uszkodzonych komodrek. Rozpadowi ulegaja ECM i
niedojrzaty kolagen typu III. Istotnym procesem w tej fazie, ktora trwa miesigce, a nawet lata
jest powstawanie dojrzatego kolagenu typu I, ktdry zapewnia tkance znaczng wytrzymatoscé.
(Gantwerker i Hom 2012, Wang i wsp. 2018). Tkanka ziarninowa charakteryzujaca si¢ duza
liczbg komorek w ostatniej fazie przebudowy jest przeksztalcana w blizne, ktora jest luzno
utkana i sktada si¢ z kolagenu, a takze matej liczby kapilar. W miar¢ gojenia si¢ rany naczynia
wlosowate nie wystepuja juz tak gesto, a ich §rednica jest coraz mniejsza. Do tego chaotycznie
rozrzucone wiokna kolagenowe zaczynaja si¢ uktada¢ prostopadle do miejsca zranienia.
Ostatecznie blizna w poréwnaniu do zdrowej tkanki ma bardziej chaotyczne utkanie witdkien
kolagenowych i posiada mniej wtokien sprezystych. Obie tkanki, ta po urazie i nieuszkodzona,
r6znig sie¢ od siebie liczbg kapilar (Davidson i DiPietro 2006).

W gojeniu ran cukrzycowych nalezy zwroci¢ uwage na nieenzymatyczng glikacje
kolagenu i zanikanie elastyny. Zaburzenie wytwarzania elastyny powoduje pogrubienie
struktur okotostawowych, ktére wraz z glikozylacja kolagenu skutkujg nieprawidlowosciami
strukturalnymi w obrebie stopy i ograniczong ruchomoscig stawow. (Aguilar i wsp. 2012).

To hiperglikemia wystepujaca u o0sob z cukrzyca powoduje nieenzymatyczng
glikozylacje kolagenu. Syntetyzowane biatko ma zwigkszone usieciowanie, a jego
nieprawidlowe wltokna sa sztywne. Powoduje to, ze skoéra chorego na cukrzyce jest
nieelastyczna i staba biomechanicznie, przez co tatwo moze prowadzi¢ do obrazen. Tworzenie
tkanki ziarninowej na nieprawidlowych wioknach kolagenowych moze tatwo doprowadzi¢ do
ich rozerwania. W konsekwencji czego powstanie podwyzszony poziom AGEs (ang. advanced
glycation end products, koncowe produkty glikacji). (Abas i wsp. 2020)

Nieprawidtowa zawarto$¢ kolagenu, ktory odpowiada za regulacje aktywowanych
komorek na ECM przyczynia si¢ do wydluzenia stanu zapalnego (zaburzona fagocytoza i

chemotaksja leukocytow) i dalej prowadzi do uposledzenia odktadania tego biatka w ranach
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cukrzycowych. Jego synteza jest zalezna takze od chorob naczyn wystepujacych w cukrzycy.
Tlen dostarczany naczyniami wptywa na modulacje fibroblastow, ktore go produkuja. Na jego
odktadanie oddziatuje tez produkcja MMPs, ktora jest zwigkszona w ranach cukrzycowych.
Cze$¢ z nich (kolagenazy MMP-1 ang. matrix metalloproteinases 1, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej 1, MMP-8 ang. matrix metalloproteinases 8, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej 8, MMP-13 ang. matrix metalloproteinases 13, metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomérkowej 13 1 MMP-18 ang. matrix metalloproteinases 18,
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej 18) odpowiada za jego bezposredni rozktad.
Ponadto powstajace produkty rozpadu kolagenu stanowig duze biologiczne obcigzenie, co
utrudnia dalsze gojenie rany. (Abas i wsp. 2020) Jak pokazujg badania Sutcliffe i wsp. 2017
zmniejszong zawartos¢ tego biatka obserwuje si¢ takze w skérze wlasciwej na krawedziach

rany cukrzycowej.

1.2.6. Patofizjologia modelu rany cukrzycowej

Cukrzyca zaréwno u ludzi, jak i indukowana przy uzyciu STZ u zwierzat wptywa na
zmiany w skorze. U o0sob z cukrzycg tkanka ta nie zapewnia wystarczajacego gojenia si¢ ran i
jest jedna z najczgstszych przyczyn upos$ledzajacych ten proces. Z kolei indukowana STZ
prowadzi do takich zmian w skorze szczuréw jak niski poziom ekspresji VEGF, eNOS (ang.
endothelial nitric oxide synthase, srodbtonkowa syntaza tlenku azotu), TGF-f1 i biatek
sygnalizacyjnych insuliny (Shc ang. Src homologous and collagen protein, biatko adaptorowe
homologiczne do Src i kolagenu, IRS ang. insulin receptor substrate, substrat dla receptora
insulinowego, ERK ang. extracellular signal regulated kinase, kinaza aktywowana przez
czynniki pozakomorkowe i Akt ang. RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, kinaza
serynowo-treoninowa / kinaza biatkowa B), a takze matej liczby naczyn krwionos$nych,
podwyzszonego stresu oksydacyjnego, obnizonej obrony antyoksydacyjnej i podwyzszonego
stanu zapalnego. U szczurdéw obserwuje si¢ dtugotrwale zapalenie, ktoére wyraza sie¢ duza liczbg
komorek zapalnych, obecnych takze w gtebszych warstwach skory. (Andrade 2017) W ostrym
modelu choroby wyindukowanej STZ obserwuje si¢ stabe gojenie si¢ ran, na ktére ma wpltyw
m.in. niedostateczne przyswajanie sktadnikow odzywczych. (Azevedo i wsp. 2016)

Wedlug Huang i wsp. 2015 to szlak sygnalowy Akt/mTOR (mMTOR ang. mammalian
target of rapamycin kinase, ssacza kinaza serynowo-treoninowa hamowana przez rapamycyng¢)
peni istotng role w patogenezie ran cukrzycowych. Wiadomo, ze zaburzone dziatanie kinazy
MTOR powoduje ten rodzaj jednostki chorobowej. Kinaza mTOR jest regulowana przez

sygnaly wysylane przez czynnik wzrostu, dostepno$¢ aminokwaséw i glukozy. Aktywacja
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Akt/mTOR zwigksza angiogenezg, syntez¢ kolagenu, proliferacj¢ 1 migracje komorek. Huang
1 wsp. 2015 podaje, ze w prawidlowym gojeniu ran wzrasta ekspresja kluczowych biatek tego
szlaku. Natomiast jego wyrazne oslabienie obserwuje si¢ zarowno w nietknigtej skorze
cukrzycowej jak i w niegojacych si¢ ranach cukrzycowych. W nich poziomy fosforylacji
kluczowych biatek Akt/mTOR s3 obnizone. GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow)
poprawia gojenie ran cukrzycowych dzieki czesciowej aktywacji tego szlaku przez zwigkszenie
ich ekspresji. Zastosowanie GM-CSF indukuje ekspresj¢ kolagenu i a-SMA, przyspiesza
zamknigcie ran, zwigksza poziomy czynnikow wzrostu VEGF, bFGF (ang. basic fibroblast
growth factor, podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow), TGF-B (ang. transforming growth
factor g, transformujacy czynnik wzrostu ) i neowaskularyzacje¢. Jednak jego dzialanie jest
uzaleznione od aktywacji szlaku Akt/mTOR 1innych kluczowych proceséw dla gojenia si¢ rany
(neowaskularyzacji, naskorkowania, odktadania kolagenu I). Ponadto moze, rownolegle ze
wzrostem ekspresji kluczowych biatek w szlaku Akt/mTOR, promowac proliferacje

fibroblastow. (Huang i wsp. 2015)

1.3. Leczenie trudno gojacych ran - kolagenaza

Masci stosowane do oczyszczania enzymatycznego oszczgdzaja tkanki, ktére nie sg
nekrotyczne. Ich zadaniem jest usuwanie tylko martwej czesci. Kolagenaza, czyli enzym
proteolityczny (proteaza) stuzy do rozkladania materialdéw kolagenowych w tkankach
martwiczych. (Shi i Carson 2009) Specyficzng kolagenaze uzyskuje si¢ od bakterii Clostridium
histolyticum. Ta metaloproteinaza tnie kolagen (typ I, I, HII, 1V i V). Ma zastosowanie w
owrzodzeniach cukrzycowych 1 t¢tniczych, oparzeniach trzeciego stopnia, a takze w leczeniu
odlezyn. (Mandl 1982) To jeden z dwoch enzymow, ktory jest najpowszechniej stosowany na
swiecie. Enzymy o takich wlasciwosciach juz od dtuzszego czasu stosowane sg do oczyszczania
ran. Funkcja kolagenazy jest rozktadanie spiralnych wtokienek kolagenowych, wystepujacych
W miejscu jego zastosowania. Jej rolg jest otrzymanie zdrowego tozyska rany. (Perini i wsp.
2015)

Literatura na temat kolagenazy oczyszczajacej rang nie jest jednak tak obszerna. (Patry
i Blanchette 2017) Jej dziatanie obejmuje poczatkowe fazy gojenia, w ktorych przygotowuje
tozysko rany. Wedtug badan Perini i wsp. 2015 mas¢ kolagenazowa wptywa na lepsze ponowne
naskorkowanie i poziom markera angiogennego. Za pomoca techniki immunohistochemiczne;j
ocenili angiogenezeg. Badali oni dystrybucje VEGF, ktory jest produkowany przez komorki

srodbtonka. Jest to czynnik angiogenny, a jego ilo$¢ jest wysoka na poczatku gojenia si¢ rany.
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Wedlug nich mas$¢ kolagenazowa wptywa na zwigkszong dystrybucje odkladajgcego sie
kolagenu, a takze lepsze tworzenie si¢ tkanki.

Mas¢ 0 nazwie iruxol®mono zawierajaca kolagenazg razem z takimi opatrunkami jak
pianki (Lyofam), hydrozele (Intra Side Gel), folie transparentne, hydrokoloidy (Granuflex 2),
preparaty alginowe (Fibracol) czy czynniki wzrostowe (Dermagraft) swego czasu wyparta
stosowany rivanol czy ptyn Dakina w leczeniu owrzodzen stopy cukrzycowej. (Sieradzki, red.
1998)

1.4. Endogenne neuropeptydy i bialka wspomagajace gojenie ran

Do tej pory nie opracowano jeszcze idealnego opatrunku do leczenia trudno gojacych
si¢ ran, dlatego ciagle prowadzi si¢ badania nad opracowaniem nowych sposobow terapii. Jedna
z nowszych innowacji jest opatrunek na bazie keratyny. Wedlug badan in vivo opatrunki z
biatkiem keratynowym stymuluja migracj¢ komorek do miejsca urazu. Obecnie sa juz dostgpne
produkty lecznicze oparte na keratynie. Jednak preparaty na bazie keratyny nadal w wigkszej
mierze sg dopiero na etapie badan i nie sg powszechne uzywane.

Inny rodzaj badan nad leczeniem ran cukrzycowych to poszukiwanie substancji
przyspieszajacych gojenie. Opoznienie gojenia ran w cukrzycy, w przebiegu ktorej wystepuja
neuropatie obwodowe, wskazato PNS (ang. peripheral nervous system, obwodowy uktad
nerwowy) jako znaczace dla gojenia ran. Kietkujgce neurony z PNS nalezg do jednej z populacji
komorek, ktora koordynuje procesy zachodzace w gojacej si¢ ranie obok fibroblastow w skorze
wlasciwej, naciekajacych makrofagéw i komorek §rodbtonka z naczyniami krwiono$nymi. Stad
obecne zainteresowanie badaczy, pod katem substancji do zastosowania w leczeniu trudno
gojacych ran, neuropeptydami, m.in. tachykininowymi i opioidowymi. (Bigliardi-Qi i Bigliardi
2018)

1.4.1. Substancja P

Substancja P jest 11-peptydem i nalezy do grupy neuropeptydow tachykininowych,
wykazujacych powinowactwo do receptorow neurokininowych (NK-1 ang. neurokinin-1
receptor, receptor neurokininy-1, NK-2 ang. neurokinin-2 receptor, receptor neurokininy-2 i
NK-3 ang. neurokinin 3 receptor, receptor neurokininy-3). Aktywnos¢ jednego z tych
receptorow receptora NK-1 jest zwigzana z nastepujagcymi komodrkami: fibroblastami,
komorkami nerwowymi, leukocytami, srodbtonkiem naczyn limfatycznych i krwiono$nych. SP
wplywa na rozszerzenie naczyn, angiogenezg¢, neurogenng odpowiedz zapalng, a takze

proliferacje i wzrost komorek. Odgrywa tez istotng role w patogenezie cukrzycy, a do jej
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najwazniejszych funkcji nalezy przekazywanie sygnatu bolowego. (Graefe i Mohiuddin 2020)
Owrzodzenie stopy cukrzycowej jest zwigzane z obnizeniem poziomu NGF (ang. nerve growth
factor, czynnik wzrostu nerwow), CGRP i SP odpowiadajacych za promowanie chemotaksji
komorkowej, stymulacj¢ proliferacji komorek i indukcj¢ produkeji czynnika wzrostu. (Guo i
Dipietro 2010)

Liczne badania dotyczace roli SP w normalnych procesach gojenia ran wskazuja, ze ten
neuropeptyd moze odgrywac duza role w gojeniu przewleklych ran cukrzycowych. W skorze
znajdujg si¢ liczne zakonczenia neuronéw czuciowych obwodowego uktadu nerwowego.
Neurony czuciowe dzigki wydzielaniu SP moga pehi¢ funkcje eferentng (odsrodkowgq).
Wydzielanie SP moze si¢ odbywac takze przez same komorki skory, co potwierdzilty badania
prowadzone przez Chéret i wsp. 2014 w modelu 3D organotypowym uszkodzonej skory
ludzkiej. Ponadto umieszczenie w hodowli pierwotnych neuronéw czuciowych pochodzacych
ze zwojow korzeni grzbietowych szczura, a takze dodanie SP do fibroblastéw pobranych z
eksplantow pokazalo, ze zar6wno wymieniony neuropeptyd, jak i neurony czuciowe biorg
udzial w procesie gojenia rany. Zarowno SP, jak i neurony czuciowe zwigkszajg aktywnosc¢
MMPs (MMP-2, MMP-9), odpowiadaja za stosunek ekspresji kolagenu I do I1I, wptywaja na
proliferacje¢ keratynocytéw i fibroblastow. W przeprowadzonej hodowli SP byta wydzielane
dopiero po uszkodzeniu eksplantow. Dziatanie SP wyraznie zalezato od dawki. Okazalo si¢, ze
najlepsza aktywnos$¢ SP wykazywata w dawce, ktorej wartos¢ byta zblizona do fizjologicznej
(101 M). SP promowata wowczas adhezje ludzkich fibroblastow skory, ktore odpowiadajg za
synteze¢ kolagenu, wydzielanie MMPS i inhibitorow MMPs. Metaloproteinazy ECM pelnig
rézne funkcje: MMP-9 odgrywa rolg w migracji keratynocytoéw, a MMP-2 w procesie wymiany
kolagenu. SP odpowiada rowniez za roznicowanie fibroblastow w miofibroblasty. (Chéret i
wsp. 2014)

Antezana i wsp. 2002 wykazali, ze w skorze u 0sob z ranami cukrzycowymi, obserwuje
si¢ zwigkszong aktywno$¢ enzymatyczng NEP (ang. neutral endopeptidase, neutralna
endopeptydaza), ktory reguluje SP. Rozktada on SP, konkuruje z jej receptorem i jest
prawdopodobnie zlokalizowany na tych samych komodrkach (fibroblastach, komodrkach
srodbtonka, keratynocytach), co NK-1. Wedlug badaczy zwigkszona aktywno$¢ NEP i niski
poziom SP prowadza do przewlektych owrzodzen.

Natomiast w pracy Jiang i wsp. 2012 wykazano, ze SP wykazuje rowniez dziatanie
przeciwzapalne. Wyniki tych badan wskazaty, ze dozylnie podana (i.v., ang. intravenosus) SP
zmniejszata poziomy zapalnych cytokin (IL-6 — ang. interleukin 6, interleukina 6, INOS — ang.

inducible nitric oxide synthase, indukowana syntaza tlenku azotu i TNF-a), a nastgpnie
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przesuwata makrofagi z fenotypu M1 do M2. Pojawienie si¢ w miejscu urazu przeciwzapalnych
makrofagéw M2, prowadzito do regeneracji naczyn, zachowania tkanek i wzrostu aksonéw. W
konsekwencji stosowanie SP prowadzito do poprawy funkcjonowania szczurow z SCI (ang.
spinal cord injury, uraz rdzenia kr¢gowego).

Podczas zranienia dochodzi do wydzielania SP. Zhou i wsp. 2006 badali wzajemne
korelacje miedzy NGF, SP i GDNF (ang. glial cell-derived neurotrophic factor, czynnik
neurotroficzny pochodzenia glejowego) w rozwoju cyklu wlosow. Jak si¢ okazato po zranieniu
dochodzi do wzrostu NGF, a nastgpnie SP. Zauwazono takze podwyzszenie GDNF.
Zwigkszony poziom NGF pobudzat zwigkszenie ilosci keratynocytdw, a nastgpnie cykl wzrostu
wloséw. Przypuszczalnie stymulowatl tez nerwy skorne i produkcje przez nie SP. Jak podaje
Zhou i wsp. 2006 NGF w skorze jest wydzielane przez fibroblasty, keratynocyty, komorki
mig$ni gladkich 1 naskorka.

Jednym z proceséw waznych dla prawidtowego gojenia si¢ ran jest angiogeneza.
Badania potwierdzajace dziatanie SP na ten proces przeprowadzit Ziche i wsp. 1990. Zaréwno
in vivo jak i in vitro SP wplywata na proliferacj¢ komorek srodblonka, tworzac w zywym
organizmie nowe naczynia wlosowate. Taka zdolno$¢ wykazywali tez inni selektywni agoni$ci
NK-1. Wedtug Ziche i wsp. 1990 SP dziatajac na ten receptor pobudza komorki srodbtonka do
neowaskularyzacji.

SP wptywa takze na zwigkszenie angiogenezy, co obserwowano w mysim modelu ostrej
rany cukrzycowej z cukrzyca typu 2 po podskdrnym podaniu SP (10 nM/kg, okoto 0,25 nM na
jedna mysz). Ten neuropeptyd mobilizowat EPC, zwigkszat ich populacje w szpiku kostnym,
aktywowal bialko YAP (ang. Yes-associated protein, biatko powigzane z biatkiem Yes) w
jadrach komorek skoéry wiasciwe) rany, zwiekszal ponowne naskorkowanie, proliferacje
fibroblastow 1 liczb¢ miofibroblastow. Zadaniem EPC w lozysku rany jest roznicowanie si¢ w
komorki $rodbtonka, ktore tworzg nowe naczynia krwiono$ne. Mobilizacja EPC po podaniu
ukladowym SP nie byta zwigzana ze zranieniem, gdyz dochodzito do niej takze u myszy z
cukrzyca typu 2, ktore nie miaty indukowanej rany. Natomiast w przypadku obecnos$ci rany po
podaniu SP rany cukrzycowe zamykaly si¢ podobnie do ran normalnych. (Um i wsp. 2017)

Z angiogeneza sa zwigzane rowniez fibroblasty skory, ktére traca swoje funkcje w
przewlektych ranach cukrzycowych, w tym funkcje regeneracyjne. SP moduluje wtasciwosci i
zwigksza proliferacje¢ normalnych 1 cukrzycowych fibroblastéw skoérnych zapewniajac
przywrécenie prawidtowych funkcji tym drugim. Wptyw SP na proliferacje fibroblastow tak
samo jak u Chéret i wsp. 2014 byt zwigzany z wielkoscia podawanej dawki neuropeptydu. SP

nie miato jednak bezposredniego wptywu na synteze kolagenu (typu I i 1), ale ostatecznie jego
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wzrost mogl nastagpi¢ przez zwickszenie proliferacji fibroblastow. Takie badania zostaly
przeprowadzone na pierwotnej hodowli mysich fibroblastow pobranych ze skéry wiasciwej
normalnej i cukrzycowej. Dotyczyto ono takze angiogenezy, ktdra w ranach cukrzycowych
zachodzi stabiej, dlatego ze cukrzycowe fibroblasty maja mniejsza ekspresje VEGF niz
normalne fibroblasty. Podanie SP zwigkszyto ekspresj¢ SDF-1 (ang. stromal cell-derived
factor-1, czynnik pochodzenia stromalnego 1) i VEGF zapewniajac utrzymanie wlasciwosci
angiogennych fibroblastow cukrzycowych. Jak si¢ okazuje poziom ekspresji NK-1 jest taki sam
w przypadku fibroblastow cukrzycowych i normalnych, co thumaczy mozliwo$¢ przywrocenia

wlasciwosci angiogennych po podaniu SP. (Jung i wsp. 2016)

1.4.2. Peptydy opioidowe

Peptydy opioidowe dzialaja na receptory opioidowe. Wyrdznia si¢ trzy glowne typy
receptorow opioidowych p, 6 i k. Kazdemu z nich odpowiadajg okreslone endogenne ligandy:
endorfiny, enkefaliny i dynorfiny.

Jak pokazuja badania, receptory opioidowe moga ulega¢ ekspresji w komodrkach skory.
Naleza do nich: melanocyty, keratynocyty, gruczoly potowe 1 fojowe, mieszki wlosowe, widkna
nerwow obwodowych, fibroblasty, naptywajace do skory komorki odpornosciowe. (Bigliardi i
wsp. 2009)

Ze wzgledu na udziat receptoréw opioidowych, jak i samych opioidéw w tagodzeniu
bolu, a takze obecnosé tych pierwszych w skorze podjete zostaty badania w kierunku poznania
roli receptordw opioidowych i ich endogennych ligandéw w gojeniu si¢ ran. Doswiadczenia
prowadzone m.in. przez Bigliardi i wsp. 2003 pokazaly niskg ekspresje receptorow p na
keratynocytach 1 wysoki poziom B-endorfiny w ranach przewlektych. Stezenie tego opioidu
wytwarzanego przez skorne keratynocyty i OUN (osrodkowy uktad nerwowy) podnosi sie¢ w
ranie na skutek urazu. Jak pokazaty ich badania w wyniku sprz¢zenia zwrotnego wysoki poziom
B-endorfin zmniejsza ekspresje receptora p. Ponadto zwigksza regulacje receptora TGF-p2
(ang. transforming growth factor 2, transformujacy czynnik wzrostu B2) i ekspresje CK16
(ang. cytokeratin 16, cytokeratyna 16), ktore sa zaangazowane w gojenie si¢ ran. TGF-p
wplywa na réznicowanie keratynocytow, homeostaze skory i wzrost nabtonka. Natomiast
CK16 to hiperproliferacyjny keratynocytowy marker wzorcéow roznicowania. Zwiekszenie
poziomu B-endorfiny ma pozytywny efekt. Ale w ranach przewlektych poziom tego peptydu
jest patologicznie podwyzszony, co zaburza regulacj¢ migedzy receptorem p i B-endorfing, w

konsekwencji prowadzac do nieprawidlowego gojenia.
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Badania prowadzone przez Cheng i wsp. 2008 pokazuja, ze receptory opioidowe (i, 0 i
K) wystepuja na fibroblastach, keratynocytach w naskérku i skorze wlasciwej. Z ich
doswiadczen wynika, ze nadmierna ekspresja tych trzech biatek prowadzi do powstania blizn
przerostowych, ktore sg efektem przesadnego gojenia ubytku skoéry. Oznacza to, ze receptory
opioidowe odgrywajg istotng rol¢ w gojeniu si¢ ran.

Yang i wsp. 2020 badali wplyw na gojenie ran innego endogennego peptydu
opioidowego — B-neoendorfiny. Swoje doswiadczenia prowadzili na hodowli ludzkich
keratynocytow i mysich embrionalnych fibroblastow. Wykazali, ze B-neoendorfina przyspiesza
zamykanie ran. Wedlug nich efektem poprawy gojenia byta aktywacja szlaku sygnatowego
ERK 1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2, kinaza aktywowana przez
czynniki pozakomoérkowe 1 i 2) w ludzkich keratynocytach. W swoich badaniach zauwazyli
zwigkszong migracj¢ tych komorek i fibroblastow, bez zmian w ich proliferacji. Wzrost nacieku
keratynocytow Yang i wsp. 2020 wyjasnili jako prawdopodobny efekt stymulacji aktywnosci
MMP-2 i MMP-9 przez B-neoendorfing.

Peptydy opioidowe sg syntetyzowane takze w komorkach odpornosciowych takich jak
monocyty/makrofagi. Nissen i wsp. 1997 badali obecno$¢ enkefaliny w tkankach ludzkiej skory
zajetej tuszczyca, ktéra jest chorobg zapalng. Otrzymane przez nich wyniki pokazaty
zwigkszong ilo§¢ zarowno enkefaliny, jak i komorek CD68 (ang. cluster of differentiation 68,
biatko btony lizosomalnej charakteryzujace makrofagi) pozytywnych w skorze wtasciwej. Ich
badania wskazaly na zaangazowanie opioidow w procesy zapalne/immunologiczne zachodzace
w skorze 1 produkcje tych zwigzkow przez komorki odpornosciowe.

Goldsmith i wsp. 2011 badajac role agonisty receptora u DALDA (ang. [D-
Arg2,Lys4]dermorphin (1,4) amide, amid [D-Arg2, Lys4] (1-4) dermorfiny) w ostrym modelu
uszkodzenia jelita u myszy wywotanym DSS (ang. dextran sodium sulfate, siarczan dekstranu
sodu) i in vitro, zaobserwowali popraw¢ gojenia rany Oraz zmniejszenie stanu zapalnego.
Peptyd ten chronit przed ostrym uszkodzeniem jelita, a jego dziatanie bylo zwigzane z
aktywacjag STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3, przekaznik sygnatu
i aktywator transkrypcji 3).

1.4.2.1. Bifalina

Bifalina jest syntetycznym peptydem opioidowym, analogiem enkefaliny, ktory po raz
pierwszy zostal zsyntetyzowany przez Profesora Andrzeja Lipkowskiego. Ten dimeryczny
oktapeptyd posiada dwa biologicznie aktywne farmakofory enkefaliny. Bifalina ma wysokie

powinowactwo do receptorow opioidowych p, 6 i mniejsze do receptora «.
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Enkefaliny bedace peptydami opioidowymi wykazuja dziatanie immunomodulujace.
Dziatanie takie wykazuje rowniez bifalina bedaca pochodng enkefaliny. W badaniach in vitro
z uzyciem PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cell, komoérki jednojadrzaste Krwi
obwodowej) bifalina wykazata dziatanie zwickszajgce: cytotoksyczno$¢ komorek NK (ang.
natural Killer, naturalni zabdjcy), proliferacje ludzkich limfocytow T i chemotaksj¢
monocytow. Bifalina wptywata rowniez na poziom cytokin. Zwigkszyta produkcje IL-2 ang.
interleukin 2, interleukina 2 i zmniejszyta TNF-o. (Mehrotra i wsp. 2002)

W badaniach in vivo z uzyciem mysiego modelu zapalenia okr¢znicy
scharakteryzowano przeciwzapalne dziatanie bifaliny. Komoérki immunologiczne, doktadniej
niektore populacje leukocytéw produkuja endogenne peptydy opioidowe, w tym enkefaliny.
Bifalina, ktora jest pochodng enkefaliny dziata na receptor p, a ten uwaza si¢, ze w znacznym
stopniu odpowiada za hamowanie zapalenia. Pozbawione receptora u myszy czesciej zapadaja
na zapalenie okreznicy, a agonisci tego receptora wpltywaja na uwalnianie zwigzkéw o
dzialaniu prozapalnym i na proliferacje limfocytow. Dlatego tez pochodna enkefaliny bifalina
moze hamowac¢ zapalenie. (Sobczak i wsp. 2014)

Z kolei w badaniach Popiolek-Barczyk i wsp. 2017 bifalina zmniejszata poziom
receptora opioidowego p w pierwotnej hodowli komoérek mikrogleju pochodzacych z kory
mozgowe] szczuréw, aktywowanych LPS (ang. lipopolysaccharide, lipopolisacharyd).
Mikroglej; wystepuje w OUN 1 sg to nieneuronalne komorki odpornosciowe, ktore stanowia
zrodto makrofagdéw. Podczas stanéw zapalnych OUN komorki mikrogleju sa aktywowane
razem z produkcja cytokin prozapalnych (m.in. IL-6, TNF-a). Mikroglej odpowiada za
niszczenie réznych mikroorganizméw (takich jak wirusy) 1 moduluje zmieniong podczas
neuropatii tgczno$¢ synaptyczng. W pracy Popiolek-Barczyk i wsp. 2017 bifalina w stezeniach
od 0,1 do 20 uM nie wptywata na zywotno$§¢ komorek mikrogleju. Ponadto taczac si¢ z
receptorem p dziatata neuroprotekcyjnie na komorki mikrogleju, zmniejszajac ich nadmierng
aktywacje. Stwierdzono, ze dziatanie bifaliny moze odbywac si¢ zaleznie 1 niezaleznie od
receptoréw opioidowych. Na komorkach mikrogleju nie wystepuje receptor opioidowy 9, ale
sg obecne receptory p I k. I tak w sposob zalezny od receptorow opioidowych bifalina obnizyta
ekspresje bialka receptora p. Natomiast w sposob niezalezny od receptoréw opioidowych,
bifalina zmniejszyla poziom cytokin prozapalnych m.in. IL-6, TNF-a, przeciwzapalnych m.in.
IL-10 (ang. interleukin 10, interleukina 10), fosforylacj¢ STAT3 i ERK1/2. Dziatanie bifaliny
niezalezne od receptorow opioidowych odbywato si¢ przez receptor nocyceptyny, ktory takze
jest obecny na komoérkach mikrogleju. Bifalina dziata w ten sposob na biatko STAT3, ktore

odgrywa istotng role w neuroprotekcyjnej aktywacji makrofagow (mikrogleju) i jest zwigzane
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z polaryzacja tych komorek. Zmniejszenie szlaku STAT3 przez bifaling prawdopodobnie
posredniczy w zmniejszeniu poziomu ww. cytokin. Szlaki STAT3 i ERK1/2 sg zwigzane z
rozwojem zapalenia nerwOw podczas neuropatii. Natomiast zastosowanie bifaliny w modelu
bolu neuropatycznego u szczuréw prowadzi do analgezji 1 jednoczes$nie zmniejsza stan zapalny
wywotany przez mikroglej. (Popiolek-Barczyk i wsp. 2017)

Pozytywne dziatanie bifaliny zauwazono takze w gojeniu ran nabtonka rogoéwki. (Yildiz
I wsp. 2018) Badania prowadzono na modelu ran in vitro w pierwotnej hodowli ludzkich
komorek nabtonka rogowki. W tych badaniach bifalina nie wykazata toksycznego wplywu na
komorki przy st¢zeniu ponizej 100 uM, za to przy stezeniu 1 uM zwiekszyta zamykanie rany i
migracj¢ komoérek. Natomiast nie zaobserwowano wptywu bifaliny na proliferacj¢ ludzkich

komorek nablonka rogdéwki w tescie proliferacji Ki67.

1.4.3. Preparaty keratynowe

Keratyna jest biatkiem pochodzenia naturalnego znajdujacym si¢ m.in. we wiosach,
welnie, pidrach. Nazwa bialka powstata od greckiego stowa ,kera”, ktore oznacza rog. Choc
uzycie po raz pierwszy keratyny w gojeniu ran zostato opisane w XVI wieku, to dopiero w XX
wieku rozpoczeto intensywne badania nad wykorzystaniem jej jako materiatu biomedycznego.

Przed rozpoczeciem badan z keratyng prowadzono doswiadczenia z uzyciem takich
biomolekut jak zelatyna, kolagen, fibroina, albumina, chitozan, kwas hialuronowy 1 alginian.
(Rouse i Dyke 2010) Jednak, jak sie okazato, keratyna wypada lepiej na tle kolagenu, chitozanu
i alginianu w zastosowaniach medycznych. Jednym z powodow jest wystepowanie u ludzi
naturalnych enzymow rozktadajacych kolagen — kolagenaz, co daje przewage keratynie, gdyz
w organizmie ludzkim nie zachodzi ekspresja keratynaz rozktadajacych to biatko. Powoduje to,
ze keratyna jest bardziej stabilna, poniewaz proces jej degradacji jest wolniejszy. Z kolei
alginian 1 chitozan same z siebie nie przyspieszaja gojenia si¢ ran, tak jak dzieje si¢ to w
przypadku keratyn. (Rajabi i wsp. 2020) Materialy pozyskane z surowcoéw naturalnych
posiadaja szczegdlne wiasciwosci. Z kory witokien wlosa mozna otrzymaé ekstrakty do
produkcji biomateriatow, ktore przypominaja ECM. Ponadto keratyna posiada czynniki
naprawcze i strukturg jak w ludzkiej skorze, co zapobiega silnym reakcjom immunologicznym
po przeszczepie zrobionym z keratyny. Te wilasciwosci powoduja, ze keratyna jest coraz
czgsciej stosowana do produkceji materiatdw medycznych. (de Guzman i wsp. 2015, Sun 1 wsp.
2016)

Keratyna posiada wiele pozytywnych wiasciwosci takich jak biokompatybilno$é, co

oznacza, ze nie wpltywa toksycznie na tkanki gospodarza. Jest takze biodegradowalna, a
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zachowanie w tkance zalezy od pH keratyny (keratyny kwasowe/zasadowe). (Rajabi i wsp.

2020) Ponadto wykazuje zdolno$¢ do polimeryzacji, samoorganizacji i kontroli zachowania

komorek: ich przyczepiania, naciekania i proliferacji. (Rouse i Dyke 2010) Keratyna swoje

zdolnosci do wigzania biatek 1 komorek zawdzigeza trzem motywom wigzacym:

— RGD (ang. arginine-glycine-aspartic acid, arginina-glicyna-kwas asparaginowy),

— LDV (ang. leucine-aspartic acid-valine, leucyna-kwas asparaginowy-walina)

— EDS (ang. glutamic acid-aspartic acid-serine, kwas glutaminowy-kwas asparaginowy-
seryna).

(Rouse i Dyke 2010, Rajabi i wsp. 2020)

W literaturze mozna znalez¢ liczne prace na temat roéznego rodzaju biomateriatow
otrzymanych z keratyny, sposobow ich otrzymywania i roli tych biomateriatow w gojeniu ran.
Malo jest jednak informacji na temat badan dotyczacych adsorpcji zwigzkoéw chemicznych na
powierzchni biomaterialow z keratyny 1 ich uwalniania do miejsca leczenia. Cho¢ te dane
literaturowe sg nieliczne, pokazuja, ze keratyna jest cennym nosnikiem bioaktywnych
czasteczek (czynnikdw wzrostu, witamin, antybiotykow, potencjalnych lekow). (de Guzman i
wsp. 2015)
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2. Zalozenia i cel pracy

Owrzodzenia w stopie cukrzycowej stanowig duzy problem ze wzgledu na czgstosé
wystepowania i brak skutecznej metody leczenia. Konczyny pacjentow z cukrzyca cechuje
neuropatia 1 niedokrwienie, co powoduje rozwdj ZSC, konczacej si¢ czasami amputacjg
konczyny. Jedynym skutecznym postepowaniem ograniczajacym rozwoj ZSC jest wyréwnanie
poziomu cukru we krwi. W przypadku powstania ZSC w zaleznos$ci od przewazajacego
patologicznego czynnika (ilo$¢ wysieku, obecno$¢ tkanki martwiczej, sucha rana itd.), stosuje
si¢ roznego rodzaju opatrunki. Niestety obecnie dostepne opatrunki wykazuja ograniczong
skutecznos¢, dlatego caty czas prowadzi si¢ badania nad opracowaniem bardziej efektywnych
metod leczenia.

Najwazniejszy element opatrunku stanowi substancja, ktéra wspomaga proces gojenia
ran. Dlatego tez w wielu grupach naukowych prowadzi si¢ badania majace na celu opracowanie
nowych preparatow przyspieszajacych gojenie ran. W literaturze naukowej mozna znalez¢
przestanki, ktére wskazuja, ze pobudzenie receptorow opioidowych 1 receptora
tachykininowego NK-1 prowadzi do modulacji stanu zapalnego, co sprzyja przejsciu gojacej
si¢ rany z fazy zapalnej do fazy proliferacyjnej i przyspieszeniu proceséw zachodzacych w
gojacej si¢ ranie. Z tego powodu interesujaca klasa zwigzkow pod katem uzytecznosci w
opatrunkach stanowig peptydy hybrydowe oddziatujace z receptorami opioidowymi i
receptorem tachykininowym NK-1 lub tylko z receptorami opioidowymi. Przyktadem tego typu

zwigzkow sg peptydy badane w mojej pracy doktorskie;j.

Celem mojej pracy doktorskiej byta ocena wptywu na proces gojenia ran dwoch
zwigzkow: peptydu hybrydowego typu opioid-neurokinina (AWL3106) i dimerycznego
peptydu opioidowego (bifalina).

Sekwencja aminokwasowa:
— zwigzku AWL3106: Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-D-Ala-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH>

N N
v Y

dermorfina mostek substancja P7-11

— bifaliny: Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH-Phe-Gly-D-Ala-Tyr
\ J | /
Y

enkefalina

mostek

hydrazydowy enkefalina
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Badane peptydy planowatam aplikowa¢ na rany w formie zaadsorbowanej na
preparatach keratynowych, stanowigcych pewnego rodzaju rusztowania w stosowanym
opatrunku. Z tego wzgledu konieczne byto rowniez zaplanowanie niezaleznych badan wptywu
na proces gojenia ran uzywanych do adsorpcji preparatoéw keratynowych.

Prace badawcze nad nowymi opatrunkami prowadzi si¢ przy wykorzystaniu réznych
modeli zwierzgcych, jednak zaden z dostepnych modeli zwierzecych nie oddaje w peini
proceséw zachodzacych w ZSC u ludzi, co $wiadczy o tym, ze opracowanie badawczego
modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej nie jest fatwe.

W mojej pracy doktorskiej zamierzatam zastosowac¢ pewna modyfikacje opisanych w
literaturze modeli zwierzecych trudno gojacej si¢ rany cukrzycowej, polegajaca na
indukowaniu rany przez oparzenie skory szczurdéw, u ktérych wezesniej wywotano cukrzyce
streptozotocynowa. Badane opatrunki zamierzatam aplikowa¢ na rang w formie zasypki lub

masci.

Zaplanowane przeze mnie badania obejmowaty ponizsze etapy:

1. Przeprowadzenie eksperymentu badawczego w szczurzym modelu gojenia ran
- wywolanie cukrzycy u szczurow
- wyindukowanie rany i obserwacja gojenia rany (zarastanie rany) u SzczurOw z
wywotang cukrzycg i szczurow kontrolnych w okresie 21 dni
- pobieranie materiatu do badan histopatologicznych i immunohistochemicznych (w
dniach 4, 7,141 21)

2. Badania histopatologiczne:
- ocena grubosci naskorka (poprzez barwienie hematoksyling 1 eozyng)
- ocena zawarto$ci kolagenu i utozenia nowych wiokien kolagenowych (poprzez
barwienie trichromem wg. Massona, ang. Masson’s trichrome staining)

3. Badania immunohistochemiczne:
- ocena liczby makrofagow (z uzyciem przeciwciat charakteryzujacych makrofagi)
- ocena liczby naczyn krwiono$nych (z uzyciem przeciwcial charakteryzujacych
komorki $rédbtonka naczyn)
- ocena liczby fibroblastow (z uzyciem specyficznego przeciwciala na obecno$¢
charakterystycznego dla fibroblastow biatka)

4. Analiza otrzymanych wynikow pod katem oceny wptywu poszczegdlnych zwigzkow

na procesy zachodzace w trudno gojacej si¢ ranie
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3. Materialy i metody
3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Wszystkie badania (ryc. 3.1) przeprowadzono po uzyskaniu zgody IV Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie (nr 77/2015). W doswiadczeniach
wykorzystano 6-7-tygodniowe samce szczuréow stada Wistar o wadze 225,0 g (17,5 g),
pochodzace ze Zwierzgtarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego, PAN (Warszawa). Lacznie do badan uzyto 95 szczuréw. Przed rozpoczgciem
eksperymentu zwierzeta podzielono na 6 grup: 3 grupy kontrolne i 3 grupy badane. Zwierzeta
utrzymywano w statej temperaturze 22+1°C 1 wilgotnosci oraz 12 godzinnym cyklu dzien/noc.
Szczury mialy zapewniong standardowg granulowang pasz¢ i wode ad libitum. Badania na

szczurach byty prowadzone w budynku Zwierzgtarni IMDiK PAN (Warszawa).
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Ryc. 3.1 Schemat przedstawiajgcy procedur¢ badawczg (zrodto: opracowanie wiasne)

+ znieczulenie wziewne izofluranem, ++ nakfadanie codziennie na rane opatrunku; od dnia 0 do dnia 20 wigcznie, +++ pobranie tkanki do badan

histopatologicznych i oznaczenie powierzchni rany
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3.1.1. Wywolanie cukrzycy u szczuréw

Na potrzeby do$wiadczen zwierzetom wyindukowano cukrzyce poprzez podanie
dootrzewnowo STZ (Sigma-Aldrich, USA), ktora powoduje zniszczenie komorek B tworzacych
migzsz wysepek Langerhansa w trzustce, w jednorazowej dawce 80 mg/kg masy ciata, wg.
zmodyfikowanej wersji procedury Wu i Huan 2008. Tuz przed iniekcjg STZ byta rozpuszczana
w buforze cytrynianowym o pH=4,5. Poziom glukozy monitorowano za pomoca glukometru
(Accu-Chek, Roche) pobierajac krople krwi z zyly ogonowej bocznej, ktorg umieszczano na
pasku glukometru. Po 73 dniach od podania STZ szczury z glikemig powyzej > 250 mg/dL
zakwalifikowano do kolejnego etapu badan. Przed kazdym zabiegiem szczury byty znieczulane

wziewnie mieszankg izofluranu z tlenem w dawce 0,5-3,5% (objgtosciowo).

3.2. Indukowanie rany i postepowanie z rang

W zaznaczonym uprzednio miejscu na grzbiecie za pomoca maszynki elektrycznej
golono siers¢ i na 40 sekund umieszczano goraca podstawe ciezarka o ksztalcie walca, o wadze
77 g i srednicy podstawy 1,9 cm, i temperaturze 100°C. Obcigznik ogrzewano we wrzacej
wodzie (100°C). Miejsce oparzenia byto dezynfekowane przy pomocy 70% alkoholu
etylowego. Oparzenia zostaty wykonane wedlug zmodyfikowanej wersji procedury Oriana i
wsp. 2013. Po wykonaniu oparzenia zwierzgta trzymano pojedynczo w klatkach. Po 3 dniach z
miejsca urazu usuwano naskorek i skore wlasciwag do panniculus carnosus.

Przez kolejne 21 dni, codziennie, na obszar rany naktadano opatrunek w postaci masci.
Wyjatek stanowita grupa badana, w ktdorej zastosowany opatrunek zawieral sam preparat
keratynowy i byl w postaci zasypki. W tym przypadku opatrunek byl stosowany tylko

pierwszego dnia.

3.3. Badane zwiazKi i sposéb ich podania

Badanymi zwigzkami byly:

— zwigzek AWL3106 — peptyd o charakterze agonisty receptora opioidowego typu u, o
(pochodna dermorfiny) oraz neurokininowego typu NK-1 (pochodna SP)

— bifalina — peptyd o charakterze agonisty receptora opioidowego typu p i 6 (dimeryczna
pochodna enkefaliny)
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Sposob podania

Badanymi opatrunkami byty preparaty keratynowe z zaadsorbowanym peptydem
aplikowane na ran¢ w postaci masci I preparat keratynowy aplikowany na rang w postaci
zasypki.

Badane zwigzki byly adsorbowane na preparatach keratynowych otrzymanych z welny
zwierzecej (alpaka, tac. Vicugna pacos) wg. procedury opracowanej przez Profesora Andrzeja
Lipkowskiego (Polish Pat. Appl. P380011 (2006), Polish Pat. Appl. P381103 (2006),
Lipkowski i wsp. 2009).

Preparaty keratynowe do moich badan zostaty przygotowane przez mgr Krzysztofa
Rézyckiego w Laboratorium Syntez Chemicznych Centrum badan Przedklinicznych i
Technologii (CePT).

Na otrzymywanie preparatu keratynowego sktadaty si¢ dwa etapy: chemiczna
aktywacja welny przy uzyciu 3% roztworu wodorotlenku sodu (NaOH) i dwukrotne
enzymatyczne trawienie za pomocg pepsyny, papainy i pankreatyny, w odpowiednim dla
kazdego enzymu pH. Otrzymany material odsgczano, przemywano woda i suszono.

Nastgpnie preparat keratynowy zawieszono w wodnym roztworze badanego peptydu
(AWL3106 Iub bifalina), mieszaning zamrozono i zliofilizowano. Masa molowa
zastosowanych peptydow wynosita 1,469 g/mol dla peptydu AWL3106 i 1000 g/mol dla
bifaliny.

Proporcje ilosciowe mieszaniny przed zamrozeniem i liofilizacja:

1) Preparaty keratynowe [g] : Peptyd AWL3106 [g] : Woda destylowana [ml]

1 0,015 15
2) Preparaty keratynowe [g] : Peptyd bifalina [g] : Woda destylowana [ml]
1 0,010 10

Tak przygotowany preparat keratynowy zawierajacy zaadsorbowany peptyd
zawieszano w lanolinie i stosowano w formie masci. Przez 21 dni na rang naktadano miejscowo

codziennie 1 dawke masci (300 pl).
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Sklad opatrunku w zasypce:

Preparaty keratynowe

Proporcje iloSciowe skladnikow opatrunku w masci:

1) Medium na bazie lanoliny [g] : Preparaty keratynowe [g] : Peptyd AWL3106 [g]

9 1 0,015
2) Medium na bazie lanoliny [g] : Preparaty keratynowe [g] : Peptyd bifalina [g]
9 1 0,010

3.4. Podzial szczuréw na grupy
Grupy kontrolne (tab. 3.1) stanowity:
— szczury zdrowe i z wyindukowang rang bez opatrunku (pozytywna kontrola)

— szczury z cukrzycg i z Wyindukowang rang bez opatrunku (negatywna kontrola)

— szezury z cukrzycg i z wyindukowang rang, na ktérg naktadano masé stosowang u

pacjentéw z owrzodzeniami/oparzeniami — iruxol®mono (dodatkowa kontrola)

Grupy badane (tab. 3.1) stanowity:

— szczury z cukrzycg i z wyindukowang rang, na ktorg naktadano preparaty keratynowe w

postaci zasypki

— szezury z cukrzycg 1 z wyindukowana rang, na ktorg naktadano preparaty keratynowe z

zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106, w postaci masci

— szezury z cukrzycg 1 z wyindukowana rang, na ktorg naktadano preparaty keratynowe z

zaadsorbowang bifaling, w postaci masci
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Tab. 3.1 Zastosowane kontrole i badane opatrunki

Postaé .
Nazwa opatrunku Dawkowanie
opatrunku
KONTROLE
Pozytywna kontrola - -
Negatywna kontrola - -
Dodatkowa kontrola (iruxol®mono*) mas¢ codziennie
BADANE OPATRUNKI
jednorazowo,
Preparat keratynowy zasypka ) )
pierwszego dnia
Preparat keratynowy z zaadsorbowanym o
o mas¢ codziennie
zwigzkiem AWL3106
Preparat keratynowy z zaadsorbowanym o
o o mas¢ codziennie
zwiazkiem bifaling
*  [Truxol®mono zawiera w swoim skiadzie enzym proteolityczny — kolagenaze

(klostrydiopeptydaza A), ktora powoduje rozpad wilokien kolagenu. Pozwala to na
przyspieszenie oczyszczenia rany i prowadzi do powstania pozbawionego martwicy tozyska
rany (Tallis i wsp. 2013).

Tab. 3.2 Nazwy grup

Nazwa grupy | Opis

N-STZ szczury, ktorym nie podano STZ

STZ szczury po iniekcji STZ

N-DM szczury bez cukrzycy z rang nieleczong (pozytywna kontrola)

DM szczury z cukrzyca z rang nieleczong (negatywna kontrola)

(0] szczury z cukrzyca z rang traktowang mascig stosowang u pacjentow
z owrzodzeniami/oparzeniami — iruxol®mono (dodatkowa kontrola)

3106 szczury z cukrzycg z rang traktowang preparatem keratynowym
z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106

BIF szczury z cukrzycg z rang traktowang preparatem keratynowym
z zaadsorbowang bifaling

ALP szczury z cukrzycg z rang traktowang preparatem keratynowym z welny
alpaki
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3.5. Ocena wplywu badanych zwigzkow na proces gojenia ran

Do oceny wptywu badanych zwigzkoéw na proces gojenia si¢ ran zastosowano: pomiar
pola powierzchni ran, barwienie H&E (ang. hematoxylin and eosin, hematoksylina i eozyna),
barwienie wilokien kolagenowych trichromem wg. Masson’a oraz oznaczenie liczby
makrofagow, fibroblastow i naczyn krwiono$nych metodami immunohistochemicznymi.

W celu oceny postepujacego procesu gojenia si¢ rany po zastosowaniu wybranego
preparatu (tab. 3.1) pobierano material do badan w ciggu 21 dni. Probki tkanek (skory)
i niezbedne dane (obrys rany, zdjecia) zbierano w dniach: 4, 7, 14 i 21 gojenia si¢ rany. Bylo
6 grup badanych. Zbadana zostata mas¢ stosowana u pacjentow z owrzodzeniami/oparzeniami
0 nazwie iruxol®mono, zwigzek AWL3106, bifalina i preparat keratynowy. Po pobraniu

materiatu do badan, zwierzeta uSmiercano poprzez przedawkowanie izofluranu.

3.5.1. Pomiar pola powierzchni ran

W celu pomiaru powierzchni rany w dniach 0, 4, 7, 14 i 21 obrysowywano jej granice
na przezroczystej folii, ktora nastepnie skanowano i zapisywano w edytorze grafiki jako plik
formatu .png. Utworzony obraz przesytano do skryptu w jezyku Python, w ktérym liczono pole
powierzchni (ryc. 3.2). Kod programu korzysta z biblioteki PIL oraz numpy. Procent
zaro$nigcia obszaru rany obliczano uzywajac formuty: zaro$nigcie rany (%) = 100% - [(obszar
rany w dniu ,,n” w pikselach *100%) / obszar rany w dniu 0 w pikselach]; ,,n” - 0znacza numer
dnia.

Wybrana metoda stuzy do pomiaru pola powierzchni ran przewlektych. Pole
powierzchni rany jest liczone za pomoca algorytmu opartego na analizie koloru. Powyzszy
algorytm pozwala na wykrycie granicy rany i ilo§ciowe okreslenie postepu w gojacej si¢ ranie.

Jest precyzyjna 1 pozwala uzyskac jak najmniejszy blad przy pomiarze.
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Ryc. 3.2 Schemat przedstawiajacy pomiar pola powierzchni ran (zrodto: opracowanie wlasne)
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3.5.2. Przygotowanie tkanek do barwien i oznaczen immunohistochemicznych

W dniach 4, 7, 14, 21 pobierano tkanke z obszaru rany, ktorg utrwalano w roztworze
10% formaliny. Po utrwaleniu w formalinie tkanke przenoszono kolejno do 10%, 20% 1 30%
sacharozy. Ostatecznie tkanki zamrazano (w -80°C). Z tak utrwalonej tkanki przygotowywano
na mikrotomie (HM550, Thermo Scientific) preparaty histopatologiczne o grubosci 4 pum.
Nastepnie otrzymane skrawki umieszczono na szkietkach i poddano barwieniom. Kazde z
barwien i oznaczen immunohistochemicznych zostato przeprowadzone zgodnie z instrukcja
zalgczong w zestawie z odczynnikami. Do zamykania preparatow postuzyto po barwieniach
Neo-Mount® (MerckKGaA, Darmstadt, Niemcy), a po 0znaczaniu immunohistochemicznym
VectaMount™ (Vector Laboratories, Kalifornia, USA).

3.5.2.1. Barwienie hematoksyling i eozyna

H&E zakupiono z MerckKGaA, Darmstadt, Niemcy. W pierwszym etapie szkietka ze
skrawkami umieszczono w hematoksylinie (3 min), nast¢pnie optukano w 0,1% roztworze HCI
(2 s). Przez kolejne 5 min szkietka umieszczono pod biezacg wodg. Nastepnie umieszczono w
eozynie na 3 min, po czym splukiwano nadmiar eozyny przez 30 s woda. Przed zamknigciem

szkietka umieszczano kolejno w 70% (2 min), 85% (1 min) i 96% (3 min) alkoholu etylowym.

3.5.2.2. Barwienie trichromem wg. Masson’a

Odczynniki do barwienia trichromem wg. Masson’a pochodzity z firmy Diapath S.p.A,
Martinengo, Wtochy. Na pierwszym etapie sporzadzono roztwor hematoksyliny Weigerta 1
inkubowano w nim skrawki przez 10 min. Nastgpnie nadmiar odczynnika usuwano przez 5 min
pod biezaca woda. Na kolejnym etapie skrawki umieszczono w nasyconym roztworze
alkoholowym kwasu pikrynowego na 4 min, nast¢pnie szkietka przez 30 s. przemywano w
wodzie destylowanej. Kolejno skrawki inkubowano przez 4 min w pasowej fuksynie, a jej
nadmiar splukano pod biezaca woda (30 s.). Kolejnym odczynnikiem, w ktorym inkubowano
skrawki byt kwas fosfomolibdenowy (4 min). Nadmiar kwasu sptukano pod biezaca woda. Na
ostatnim etapie skrawki zanurzono na 5 minut w niebieskiej anilinie, a pdzniej odwodniono w
70%, 85% i 96% alkoholu etylowym (odpowiednio na 2 min, 1 min, 3 min) i oczyszczono za

pomoca bibuty.
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3.5.2.3. Oznaczanie makrofagéw / naczyn krwiono$Snych / fibroblastow
pierwszorzedowym przeciwcialem skierowanym przeciwko antygenowi
CD68/CD34/wimentynie

Pierwszym etapem bylo blokowanie niespecyficznego wigzania za pomoca 2,5%
normalnej surowicy konskiej (VECTOR, Kalifornia, USA), ktore trwato 50 min. Po ktorej na
skrawki naktadano 500-krotnie rozcienczone poliklonalne krolicze przeciwciato przeciwko
CD68 lub CD34 (ang. cluster of differentiation 34, transblonowa glikoproteina nalezaca do
molekut sialomucyn) (Biorbyt, Cambridge, Wielka Brytania) (1 h), lub 250-krotnie
rozcienczone monoklonalne mysie przeciwciato przeciwko wimentynie (Nordic MUbio,
Susteren, Holandia) (inkubacja przez noc). Nastepnie w 0,1% Tween (BioShop, Burlington,
Kanada) z PBS (ang. phosphate buffered saline, sol fizjologiczna buforowana fosforanem,
Sigma Aldrich, Saint Louis USA) umieszczano skrawki na 5 min. Po czym zlewano Tween z
PBS i naktadano na 30 min odpowiednio drugorzedowe przeciwciata IMmPRESS*Anti-Rabbit
IgG (ang. immunoglobulin G, przeciwciata typu G) (made in horse) lub ImmPRESS® Anti-
Mouse 1gG (rat adsorbed), IgG sprzezone z enzymem peroksydaza chrzanows. Kazde z
przeciwcial drugorzegdowych zakupiono z VECTOR, Kalifornia, USA. P6Zniej dwukrotnie
przeptukano skrawki w 0,1% Tween z PBS (5 min). Do wywotania reakcji barwnej
wykorzystano DAB (ang. 3,3-diaminobenzidine, diaminobenzydyna, VECTOR, Kalifornia,
USA) (5 min). Na koniec nadmiar odczynnika sptukano wodg (5 min) po czym zanurzono w
hematoksylinie Mayera. P6zniej zanurzono na 1 s w wodzie z lodowki, z ktorej przeniesiono

szkietka ze skrawkami na 10 min pod biezaca zimng wodg.

3.5.3. Ocena preparatéw i analiza immunohistochemiczna pod mikroskopem $§wietlnym
Preparaty oceniono pod odwroconym mikroskopem $wietlnym Eclipse Ni-U Nikon
(modele Optiphot-2, Nikon, Japonia) z oprogramowaniem Image-Pro Plus przy powigkszeniu
100 -, 200- lub 400-krotnym. Zdj¢cia widkien kolagenowych i naczyn krwionosnych wykonano
odpowiednio przy powickszeniu 400x i 100x. Zawarto$¢ kolagenu policzono w polu widzenia
na podstawie intensywnosci koloru, a wynik wyrazono w procentach wzgledem pozytywnej
kontroli, ktora potraktowano jako 100%. Naczynia krwiono$ne, makrofagi i fibroblasty takze
liczono w polu widzenia. Liczbe makrofagow i fibroblastow przeliczono na ilos¢ wszystkich
komorek w polu widzenie 1 podano w %. Wielko$¢ powigkszenia 1 ilo$¢ losowych pol, ktoére

zastosowano podczas zliczania badanych komorek i struktur przedstawiono w tab. 3.3.
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Tab. 3.3 Wykaz zawierajacy rodzaj badanych komorek/struktur, odpowiadajgce im

powiekszenie i ilo$¢ pol

Rodzaj badanych Wielko$¢ powiekszenia Ilos¢ losowych pol
komorek/struktur obrazu

Makrofagi 400x 10

Fibroblasty 400x 5

Naczynia krwiono$ne 200x 10

Kolagen 400x 10

Naskorek 400x 3

3.6. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Na wykresach przedstawiono $rednig
warto$¢ + SEM (ang. standard error of measurement, standardowy btad pomiaru). Symbolem
“’n’’ W opisie oznaczono liczbe szczurow w grupie. Przeprowadzono test UManna-Whitney’a
1 test t Studenta dla préb niezaleznych odpowiednio w celu poréwnania poziomu glukozy we
krwi i przyrostu masy ciata migdzy grupa szczuréw, ktérym nie podano STZ i po iniekcji STZ
na poziomie istotnosci ***p<0.001. Oceng¢ statystyczng rdznicy w zawarto$ci widkien
kolagenowych miedzy pozytywna kontrola i negatywna kontrolg przeprowadzono testem t
Studenta na poziomie istotnosci **p<0.01. Do oceny statystycznej roéznic pomiedzy rang
kontrolng i ranami badanymi zastosowano test ANOVA (ang. analysis of variance, analiza
wariancji) wraz z testem Dunnetta do wielokrotnych poréwnan na poziomie istotnosci *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Badania statystyczne objety takze grupg CO, ktorej nie
byto w publikacji. Do oceny statystycznej rdznic pomigdzy poszczeg6lnymi dniami w kazdej z
grup zastosowano analiz¢ wariancji z powtarzanymi pomiarami Wraz z analiza post hoc z

wykorzystaniem poprawki Bonferroniego na poziomie istotnosci *p<0,05, **p<0,01.
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4. Wyniki
4.1. Ocena rozwoju cukrzycy wywolanej iniekcjg streptozotocyny u szczuréw

Badania przeprowadzone w tej pracy pokazaty, ze podanie streptozotocyny istotnie
zwigkszylo poziom glukozy we krwi u szczuréw z grupy STZ w porownaniu do N-STZ
(p<0,001, ryc. 4.1). Poziom glukozy we krwi w STZ wynosit 386,94 mg/dL, 443,70 mg/dL i
461,24 mg/dL w pierwszym, drugim i dziewigtym tygodniu. Natomiast w N-STZ odpowiednio
101,13 mg/dL, 104,63 mg/dL i 112,00 mg/dL. W dniu O przed podaniem streptozotocyny
poziom glukozy we krwi wynosit w grupie STZ 111,72 mg/dL, a w grupie N-STZ 112,88
mg/dL.
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Ryc. 4.1 Wplyw streptozotocyny na poziom glukozy we krwi szczuréw. Zwierzgtom
odstawiano pokarm i wod¢ na 4 godziny przed dokonaniem pomiaru. nn.stz=8, nstz=87. Dla

istotnosci statystycznej ***p<0.001 vs N-STZ.
Innym parametrem do oceny cukrzycy byl pomiar masy ciata szczuréw. Jej przyrost w

grupie N-STZ (200,8 g) byt istotnie statystycznie wigkszy niz w STZ (34,33 g) p<0,001 (ryc.
4.2).
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Ryc. 4.2 Wplyw streptozotocyny na przyrost masy ciata szczurow po 9 tygodniach od podania
STZ szczurom badanym. Przed kazdym pomiarem szczury miaty odstawiang pasz¢ i wodg¢ na
4 godziny. nn.stz=8, nstz=87. Dla istotnosci statystycznej ***p<0.001 vs STZ.

Ponadto u szczurdow z cukrzyca wystgpito zmgtnienie soczewki oka. Pierwsze przypadki

zaobserwowano po 8 tygodniach od podania streptozotocyny (ryc. 4.3).

Ryc. 4.3 Zdjecia makroskopowe zmetnienia soczewki oka u szczuréw — pdznego objawu

cukrzycy.
4.2. Ocena gojenia si¢ modelowego owrzodzenia

Przeprowadzono badania porownawcze gojenia si¢ ran szczuréw zdrowych (N-DM) i z

wywotang cukrzycg (DM). W obu grupach nie stosowano opatrunkow.
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4.2.1. Pole powierzchni rany

Zaobserwowano, ze w 7 1 14 dniu w N-DM rany goily si¢ statystycznie znamiennie
szybciej p<0.05, p<0.05 w poréwnaniu do DM (ryc. 4.4). Pole powierzchni w 7 dniu wynosito
odpowiednio 36,56% i 15,24%. Z kolei w 14 dniu rana w N-DM byta zagojona w 75,43%, a w
DM w 51,81%. Uzyskane wyniki pokazaty zdecydowanie szybsze zarastanie ran u szczurow
zdrowych o 21,32% dla 7 dnia i 23,62% dla 14 dnia w poréownaniu do cukrzycowych. W
pozostatych dniach gojenie ran szczuréw N-DM i DM byto podobne (odpowiednio 10,83% i -
0,44% dla 4 dnia, 95,13% i 80,83% dla 21 dnia).
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Ryc. 4.4 Zmiana powierzchni rany w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. WyniKi
wyrazon0 W % w stosunku do powierzchni rany w dniu 0. npm=11, nn-om=6. Dla istotnosci

statystycznej *p<0.05 vs DM.

4.2.2. Badania histopatologiczne

Analiza mikroskopowa preparatow barwionych H&E wykazala statystycznie znamiennie
grubszy naskorek z obszaru rany szczuréow zdrowych (p<0.0001) w porownaniu do
cukrzycowych (ryc. 4.5). Grubo$¢ naskorka w grupie N-DM wynosita 357,36 pm natomiast
DM 168,74 pum.
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Ryc. 4.5 Grubo$¢ naskorka w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. Pomiaru dokonano

w 21 dniu po zranieniu. n=3. Dla istotnosci statystycznej ****p<0.0001 vs DM.

Kolejne badanie histopatologiczne przeprowadzono z uzyciem barwienia trichromem
wg. Massona, ktore pozwolito na ocene zawartego kolagenu. Zawarto$¢ wtokien kolagenowych
w N-DM (100%) byta istotnie statystycznie znamienna p<0,01 (p=0,002) w poréwnaniu do DM
(56,63%) (ryc. 4.6).
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Ryc. 4.6 Zawarto$¢ kolagenu w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. Pomiaru dokonano

w 21 dniu po zranieniu. n=3. Dla istotnosci statystycznej **p<0,01vs DM.

Zdjecia mikroskopowe wiokien kolagenowych w skrawkach skory pobranej z N-DM i
DM zostaty pokazane na ryc. 4.7. Grupa N-DM miata wigcej kolagenu, byt bardziej dojrzaly z
grubszymi widknami i regularnym utozeniem. Natomiast w skrawkach skory uzyskanej z DM

cechowat si¢ nierownomiernym rozproszeniem z mniejszg zawartoscig biatka i dojrzatoscia.
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Ryc. 4.7 Wtokna kolagenowe w skorze wlasciwej modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej.
Zdjecia mikroskopowe zrobione w 21 dniu po zranieniu. Strzatka wskazuje widkna

kolagenowe.

4.2.3. Badania immunohistochemiczne

Przeprowadzono analiz¢ immunohistochemiczng preparatdow z wykorzystaniem
przeciwciat przeciwko CD68. W badanych preparatach dokonano pomiaru liczby makrofagow.
Analiza immunohistochemiczna wykazata statystycznie znamienny procent komorek w 4 dniu
gojenia si¢ rany W N-DM p<0.01 w poréwnaniu do DM (ryc. 4.8). Wynosit on 4,56% dla
pierwszej grupy i 1,96% dla drugiej. Natomiast w 7 i 14 dniu liczba makrofagow w obu

przypadkach byta podobna (odpowiednio 3,55% i 1,91% dla N-DM, 2,15% i 2,45% dla DM).
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Ryc. 4.8 Zmiana liczby makrofagow w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. n=3. Dla

istotnosci statystycznej **p<0.01 vs DM.
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Analizie immunohistochemicznej zostaly poddane rdéwniez naczynia krwiono$ne,
ktorych liczba w 7 i 14 dniu gojenia si¢ rany w grupie N-DM byla istotna statystycznie
p<0.0001 i p<0.01 stosownie w poréwnaniu do DM (ryc. 4.9). W 7 dniu N-DM miato ich 27,30,
a w 14 dniu 18 natomiast grupa DM liczyta odpowiednio 8,70 i 8,07. W 4 dniu liczba naczyn
krwiono$nych byta podobna w obu grupach (10,00 dla DM i 11,27 dla N-DM). Z kolei ocena
statystyczna w obrebie grupy szczuréow zdrowych wykazala, ze w 7 dniu ilo$¢ naczyn
krwiono$nych byla istotnie wyzsza p<0.05 (p=0,006, p=0,036; 27,30) po zestawieniu jej z 4 i
14 dniem (11,27 i 18,00). Ponadto w obrazie histopatologicznym obserwowano wyrazniejsze

$wiatto 1 bardziej zarysowane $ciany w grupie N-DM w poréwnaniu do DM (ryc. 4.10).
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Ryc. 4.9 Zmiana liczby naczyn krwiono$nych w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej.
n=3. Dla istotnosci statystycznej **p<0.01, ****p<0.0001 vs DM; *p<0.05 vs 4 i 14 dzien w
N-DM.
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Ryc. 4.10 Naczynia krwiono$ne w skorze wlasciwej modelu owrzodzenia w stopie

cukrzycowej. Zdjecia mikroskopowe z 14 dnia po zranieniu. Strzatka wskazuje naczynia

krwionos$ne.

W badanych preparatach przy uzyciu przeciwciat przeciwko wimentynie dokonano
pomiaru liczby fibroblastow (ryc. 4.11). Analiza wykazata statystycznie znamiennie mniejszg
ich liczbe 21 dnia w N-DM p<0.05 (3,66%) w poréwnaniu do DM (96,28%=+58,56%). W
pozostatych dniach gojenia si¢ rany w obu grupach zauwazono podobng liczbg fibroblastow
(odpowiednio 27,07%, 37,42%, 45,03% dla N-DM i 36,87%, 49,79%, 39,44% dla DM).
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Ryc. 4.11 Zmiana liczby fibroblastéw w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. n=3. Dla
istotnosci statystycznej *p<0.05 vs DM.
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4.3. Ocena wplywu iuxol®mono na proces gojenia sie trudno gojacej rany
W celu oceny skutecznosci hybrydowych zwigzkéw zbadano dzialanie masci
komercyjnej 0 nazwie iruxol/®mono, ktérag potraktowano jako dodatkowa kontrole, w

szczurzym modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej i poréwnano ja do DM.

4.3.1. Wplyw iruxol®mono na liczb¢ makrofagow

Do zbadania liczby makrofagéow uzyto metody immunohistochemicznej i przeciwciat
CD68. W 4 i 14 dniu gojenia si¢ rany ich liczba w CO byla istotna statystycznie p<0.01, p<0.01
i wynosita 4,61%, 8,65% w poréwnaniu do DM odpowiednio 1,96%, 2,45% (ryc. 4.12). W 7
dniu liczba makrofagéw w obu grupach byta podobna 5,86% (+2,13%) dla pierwszej grupy i
2,15% dla negatywnej kontroli.
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Ryc. 4.12 Wpltyw iruxol®mono na liczb¢ makrofagéw. n=3. Dla istotnosci statystycznej
**p<0.01 vs DM.

4.3.2. Wplyw iruxol®mono na liczbe naczyn krwionosnych

Przeprowadzono analize¢ immunohistochemiczng preparatow z wykorzystaniem
przeciwcial przeciwko CD34. Badania pokazaty, ze w 7 dniu gojenia si¢ rany liczba naczyn
krwiono$nych w CO wynosita $rednio 14,96 i data wynik istotny statystycznie p<0.05 w
poréwnaniu do DM, w ktorej uplasowata si¢ na poziomie 8,70. W 4 i 14 dniu ich ilo$¢ wynosita

odpowiednio 18,83;13,60 dla CO, 10,00; 8,07 dla DM i nie byta znamienna (ryc. 4.13).
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Ryc. 4.13 Wplyw iruxol®mono na liczb¢ naczyn krwiono$nych. n=3. Dla istotnosci
statystycznej *p<0.05 vs DM.

Badania histopatologiczne w CO pokazaly, ze naczynia krwionosne maja wyrazne
$wiatlo, a ksztalt ich przekroju poprzecznego jest owalny/okragly. Natomiast w grupie DM

obserwowano mato widoczne $wiatto i nieprawidtowe zarysowanie $cianek (ryc. 4.14).

Ryc. 4.14 Liczba naczyn krwiono$nych w skorze wlasciwej szczurow leczonych iruxol®mono.
Zdjecia mikroskopowe przedstawiaja 14 dzien gojenia si¢ rany. Strzatka wskazuje naczynia

krwionos$ne.

4.3.3. Wplyw iruxol®mono na procesy zachodzace w ranie

Rany w CO zarastaly si¢ podobnie do DM w kazdym punkcie czasowym (4, 7, 14 i 21
dzien gojenia si¢). W pierwszej grupie w dniu 4 pole powierzchni zwigkszyto si¢ 0 6,17%, w 7
zarosto w 23,84%, w 14 w 60,55% i w 21 w 77,24% (odpowiednio w drugiej grupie zwigkszyto
si¢ 0 0,44%, a nastepnie rana zarosta w 15,24%, 51,81% i 80,83%) (ryc. 4.15 a). Dziatanie

iruxol®mono zbadano takze pod katem grubosci naskorka. Analiza mikroskopowa preparatow
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barwionych H&E nie wykazata istotnosci statystycznej (164,27 um dla CO i 168,74 um dla
DM) (ryc. 4.15 b). Jak pokazuja wyniki na ryc. 4.15 c) zastosowanie iruxol®mono nie wptyneto
takze na zmiang liczby fibroblastow. Ich liczba w 4, 7, 14 i 21 dniu gojenia si¢ rany w grupie
CO wynosit 57,65%, 40,53%, 27,11% i 24,26%, a w DM odpowiednio 36,87%, 49,79%,
39,44% 1 96,28% (+58,56%).W obu grupach w 21 dniu zawarto$§¢ kolagenu tez byta na
podobnym poziomie (61,86% w CO i 56,63% w DM, ryc. 4.15 d), ale w obrazach
mikroskopowych zaobserwowano, ze iruxol®mono zwigkszyt grubos¢ wiokien kolagenowych

w porownaniu do DM (ryc. 4.15 e).
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Ryc. 4.15 Wplyw iruxol®mono na a) zmiang powierzchni rany. Wyniki wyrazono w % w
stosunku do powierzchni w dniu 0. npm=11, nco=6. b) grubo$¢ naskorka w 21 dniu po zranieniu.
C) liczbg fibroblastow. d) zawarto$¢ kolagenu w ranie w 21 dniu po zranieniu. e) budowe
wiokien kolagenowych w skoérze wiasciwej w 21 dniu gojenia si¢ rany. Strzatka pokazuje
wiokna kolagenowe. Ryc. 4.15 b)-d) n=3.

4.4. Ocena wplywu zwigzku AWL3106 na proces gojenia si¢ trudno gojacej rany
W pracy zbadano zwigzek AWL3106 w szczurzym modelu owrzodzenia w stopie

cukrzycowej. Jego dziatanie porownano do DM.

4.4.1. Wplyw zwigzku AWL3106 na zarastanie rany

Dzigki obrysom na folii i uzyciu programu w jezyku Python zmierzono pola
powierzchni ran (ryc. 4.16). W 3106 w 7 i 14 dniu gojenia zarastaly one statystycznie
znamiennie szybciej p<0.001 i p<0.01 (47,26% i 79,68%) w poréwnaniu do DM (odpowiednio
15,24% 1 51,81%). Z kolei w 4 i 21 dniu zmiana pola powierzchni byta podobna w obu grupach
(odpowiednio 7,01% i 87,80% dla 3106, -0,44% i 80,83% dla DM).
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Ryc. 4.16 Wptyw preparatu keratynowego z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106 na zmiane
powierzchni rany. Wyniki wyrazono w % w stosunku do powierzchni rany w dniu 0. npm=11,

n3106=12. Dla istotnoS$ci statystycznej **p<0.01, ***p<0.001 vs DM.

4.4.2. Wplyw zwiazku AWL3106 na liczbe makrofagow

Preparaty oceniono pod wzglgdem stanu zapalnego. Odpowiedz zapalng okre$lono na
podstawie liczby makrofagow. W 4 dniu gojenia si¢ rany grupa 3106 wykazala statystycznie
istotnie wyzszg liczb¢ komoérek p<0.05 w porownaniu do DM (odpowiednio 4,44% i 1,96%)
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(ryc. 4.17). Natomiast liczba makrofagéw w 7 i 14 dniu w obu przypadkach nie wykazata
znamiennej r6znicy (odpowiednio 4,33% i 1,89% dla 3106, 2,15% i 2,45% dla DM). Analiza
statystyczna w obrebie samej grupy badanej pokazata istotnie wigkszg p<0.05 (p=0,033 i
p=0,049) liczbe komoérek w dniu 4 i 7 (odpowiednio 4,44% i 4,33%) w poréwnaniu do dnia 14
(1,89%).
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Ryc. 4.17 Wptyw preparatu keratynowego z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106 na liczbg
makrofagéw. n=3. Dla istotnosci statystycznej *p<0.05 vs DM, *p<0.05 vs 14 dzien w 3106.

4.4.3. Wplyw zwigzku AWL3106 na odkladanie kolagenu
W ocenie gojenia si¢ rany jednym z analizowanych parametrow byt kolagen. Badania z
nim zwigzane przeprowadzono w 21 dniu gojenia si¢ rany. Wyniki z grupy 3106 pokazaty

istotnie wiekszg zawarto$¢ biatka p<0.01 (78,80%) w porownaniu do DM (56,63%) (ryc. 4.18).
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Ryc. 4.18 Wplyw preparatu keratynowego z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106 na
zawartos¢ kolagenu. Pomiar biatka zrobiono w 21 dniu po zranieniu. n=3. Dla istotnos$ci

statystycznej **p<0.01 vs DM.
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Skrawki tkanki z 3106 pokazaty grubsze, rownolegle i luzno utozony utozone wtokna
kolagenowe (ryc. 4.19). Natomiast w DM byly one rozproszone, nierdwnomiernie

rozmieszczone i niedojrzate.
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Ryc. 4.19 Widkna kolagenowe w ranie skory wiasciwej szczurow leczonych preparatem
keratynowym z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106. Zdj¢cia mikroskopowe zrobione w 21

dniu po zranieniu. Strzatka wskazuje wiokna kolagenowe.

4.4.4. Wplyw zwigzku AWL3106 na procesy zachodzace w ranie

Analiza mikroskopowa preparatow wykazata podobna grubos¢ naskorka w 3106 w
poroéwnaniu do DM (151,92 um vs 168,74 um) (ryc. 4.20 a). Jak pokazaty wyniki grupa badana
miala nieznamienng liczbe fibroblastow (27,35%, 61,32%, 52,94% i 18,40%) w poréwnaniu do
kontrolnej (36,87%, 49,79%, 39,44% i 96,28%+58,56%) odpowiednio w 4, 7, 14 i 21 dniu
gojenia si¢ rany (ryc. 4.20 b). Dodatkowo jednak zaobserwowano nieznaczny spadek tych
komorek w 21 dniu w poréwnaniu do 14 w 3106 zestawiajac z DM (odpowiednio 52,94% i
18,40% vs 39,44% i 96,28%+58,56%). Znamiennego wyniku nie zaobserwowano w liczbie
naczyn krwionosnych w 4 i 7 dniu w 3106 (11,07 i 11,73) w porownaniu do DM (odpowiednio
10,00 i 8,70) (ryc. 4.20 c). Natomiast nieznacznie wyzsza ich ilos¢ byta w 14 dniu w grupie
badanej (14,44) zestawiajac z kontrolg (8,07). W obrazie histopatologicznym w przekroju
poprzecznym obserwowano w 3106 bardziej owalne/okragte naczynia krwiono$ne z wyraznym
$wiatlem i wiekszg $rednicg w porownaniu z DM. W tej drugiej grupie $wiatto byto rozmyte, a

$cianki miaty nieprawidtowe zarysowanie. (ryc. 4.20 d)
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Ryc. 4.20 Wptyw preparatu keratynowego z zaadsorbowanym zwigzkiem AWL3106 na a)

grubo$¢ naskorka w 21 dniu po zranieniu. b) liczbe fibroblastow. c) liczbe naczyn

78

http://rcin.org.pl



krwiono$nych. d) budowe¢ naczyn krwiono$nych w skorze wiasciwej w 14 dniu po zranieniu.

Strzatka wskazuje naczynia krwionosne. Ryc. 4.20 a)-c) n=3.

4.5. Ocena wplywu bifaliny na proces gojenia sie¢ trudno gojacej rany
Kolejnym badanym zwigzkiem w modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej byta

bifalina, ktdrej dzialanie poréwnano do DM.

4.5.1. Wplyw bifaliny na zarastanie rany

Jednym z parametréw branych pod uwage przy ocenie gojacych si¢ ran byto ich
zarastajace pole powierzchni. Pomiaru wielkos$ci dokonywano w 4, 7, 14 1 21 dniu gojenia. W
4 dniu w BIF powierzchnia nieznacznie zwigkszyta si¢ o 1,26%, a w DM o0 0,44%, co dato
wynik nieistotny statystycznie (ryc. 4.21). W 7 i 14 dniu rany w grupie badanej goily si¢
znamiennie szybciej p<0.001 i p<0.05 (43,35% i 76,48%) w porownaniu do DM (odpowiednio
15,24% i 51,81%). Natomiast w 21 dniu w obu grupach szybkos$¢ zarastania byla podobna
(odpowiednio 85,31% i 80,83%).
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Ryc. 4.21 Wptyw preparatu keratynowego z zaadsorbowana bifaling na zmiang powierzchni
rany. Wyniki wyrazono W % w stosunku do powierzchni w dniu 0. npm=11, ngir=12. Dla

istotnosci statystycznej *p<0.05, ***p<0.001 vs DM.

4.5.2. Wplyw bifaliny na liczb¢ makrofagow
Dziatanie preparatu keratynowego z zaadsorbowang bifaling zostalo ocenione pod
wzgledem liczby makrofagow (ryc. 4.22). Badanie to w BIF pokazato, ze w 4 dniu gojaca si¢

rana miata ich 3,94%, co w poréwnaniu do DM (1,96%) dato wynik istotny statystycznie
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p<0.05. W 7 i 14 dniu w obu grupach liczba makrofagow byta podobna (odpowiednio 2,55% i
0,98% dla BIF, 2,15% i 2,45% dla DM).
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Ryc. 4.22 Wplyw preparatu keratynowego z zaadsorbowang bifaling na liczb¢ makrofagow.

n=3. Dla istotnosci statystycznej * p<0.05 vs DM.

4.5.3. Wplyw bifaliny na grubo$¢é naskérka

Podczas badan dokonano takze pomiaru grubosci naskorka. Analiza mikroskopowa
preparatow barwionych H&E wykazata, ze byt on statystycznie znamiennie grubszy p<0.01 w
BIF (274,70 um, ryc. 4.23) w porownaniu do DM (168,74 pm). Naskorek zwigkszyt si¢ 0 okoto

100 pm po zaaplikowaniu bifaliny.
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250 —
200 —
150 -
100 -
50 -

O ]

Grubo$¢ naskérka [pm]

BIF
Grupa

Ryc. 4.23 Wplyw preparatu keratynowego z zaadsorbowang bifaling na grubo$¢ naskorka.
Wykres przedstawia 21 dzien gojenia si¢ rany. n=3. Dla istotnosci statystycznej **p<0.01 vs
DM.
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4.5.4. Wplyw bifaliny na procesy zachodzace w ranie

Fibroblasty liczono w 4, 7, 14 i 21 dniu gojenia si¢ rany (ryc. 4.24 a). W BIF ich liczba
byta podobna (33,81%, 44,73%, 38,98% i 17,13%) do DM (odpowiednio 36,87%, 49,79%,
39,44% i 96,28%+58,56%). Zauwazono jednak, ze w 21 dniu w grupie badanej zmniejszylta si¢
(bez istotnosci statystycznej) w poréwnaniu do wczesniejszych dni podobnie, jak miato to
miejsce w przypadku ran w N-DM (27,07%, 37,42%, 45,03% i 3,66%). W kolejnym badaniu
liczono naczynia krwionosne W 4, 7 i 14 dniu po zranieniu (ryc. 4.24 b). Dla obu grup (BIF i
DM) sérednie byty podobne. W BIF liczba ta wynosita 13,67; 10,70; 11,47 natomiast w DM
odpowiednio 10,00; 8,701 8,07. Z kolei analiza statystyczna w obrebie grupy badanej pokazata,
ze byto ich istotnie wigcej p<0,01 (p=0,009) w 4 dniu (13,67) w poréwnaniu do 7 dnia (10,70).
W obrazie mikroskopowym skrawkéw skory pobranych z grupy badanej obserwowano lepiej
zarysowane $ciany naczyn krwiono$nych z wigksza $rednicg w porownaniu do negatywnej
kontroli (ryc. 4.24 c). Ocenianym parametrem byt takze kolagen. Wyniki pokazaty, ze rany z
BIF zawieraly go 64,82%, co dato podobny wynik do DM 56,63% (ryc. 4.24 d). W obrazie
mikroskopowym preparatow z grupy badanej wydawato si¢ wiecej wiokien kolagenowych,

byty one grubsze, bardziej zwarte i regularniej utozone w poréwnaniu do kontroli (ryc. 4.24 e).
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Ryc. 4.24 Wplyw preparatu keratynowego z zaadsorbowang bifaling na a) liczbe fibroblastow.
b) liczbe naczyn krwionosnych. Dla istotnosci statystycznej **p<0.01 vs 7 dzien w BIF. c)
budowg naczyn krwionosnych w skorze wiasciwej w 14 dniu po zranieniu. Naczynia sg
wskazane strzatka. d) zawarto$¢ kolagenu. Jego zawartosc¢ policzono w 21 dniu gojenia si¢ rany.
e) budowe i rozmieszczenie wiokien kolagenowych w skorze wlasciwej w 21 dniu gojenia si¢

rany. Strzatka pokazuje wtokna kolagenowe. Ryc. 4.24 a), b) i d) n=3.

4.6. Ocena wplywu preparatu keratynowego na proces gojenia si¢ trudno gojacej rany

Przeprowadzono badania z uzyciem nieinkrustowanego preparatu keratynowego w
szczurzym modelu owrzodzenia w stopie cukrzycowej. Jego dziatanie poréwnano do
negatywnej kontroli. Preparaty keratynowe postuzyly w tej pracy jako rusztowania dla
zwigzkow hybrydowych.
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W 4, 7 i 14 dniu gojenia si¢ rany liczba makrofagow w ALP (3,04%, 2,89% i 0,67%)
byta podobna do DM (odpowiednio 1,96%, 2,15% i 2,45%, ryc. 4.25 a). W obu grupach
analizowano rowniez liczbe fibroblastow w 4, 7, 14 i 21 dniu. Zastosowanie badanego
opatrunku nie wptyneto na liczbe tych komorek (36,87%, 49,79%, 39,44%, 96,28%+58,56%),
ktora pozostata podobna do kontroli (odpowiednio 35,63%, 42,75%, 44,73%, 57,23%, ryc. 4.25
b). Wyniki pokazaty, ze rany z ALP goily si¢ podobnie do DM w kazdym z mierzonych
punktow czasowych (4, 7, 141 21 dzien, ryc. 4.25 c). Zarastanie ran w badanej grupie wynosito
0,40%, 8,66%, 39,40%, 76,05% w porownaniu do kontroli, gdzie na poczatku nastgpito
zwigkszenie ich powierzchni 0 0,44%, a nastepnie rany zarosty w 15,24%, 51,81% i 80,83%.
W 21 dniu gojenia si¢ rany W obu grupach naskorek miat podobng grubo$¢ (166,72 um dla ALP
i 168,74 um dla DM, ryc. 4.25 d). Policzono takze naczynia krwiono$ne. Po zastosowaniu
preparatu keratynowego ich liczba byta podobna w 4, 7 i 14 dniu (9,37, 8,77 i 4,87) do DM
(odpowiednio 10,00; 8,701 8,07, ryc. 4.25 e). W badanej grupie miaty one bardziej zarysowane
§ciany i wyrazniejsze Swiatto w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 4.25 f). W ALP
obserwowano statystycznie istotnie mniej widkien kolagenowych p<0.01 w poréwnaniu do DM
(odpowiednio 30,35% vs 56,63%, ryc. 4.25 g) w 21 dniu. Na zdjeciach mikroskopowych w obu
grupach byto wida¢ niedojrzaty kolagen rozproszony po tkance (ryc. 4.25 h).
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Zarastanie rany
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Ryc. 4.25 Wptyw preparatu keratynowego na a) liczbe makrofagdéw. b) liczbg fibroblastow. C)

zmiang powierzchni rany. Wyniki wyrazono w % w odniesieniu do 0 dnia. npm=11, naLp=23.
d) grubos¢ naskoérka w 21 dniu po wyindukowaniu rany. e) liczbg naczyn krwiono$nych. f)
budowe naczyn krwionosnych w ranie skory wiasciwej 14 dni po zranieniu. Strzatka pokazuje
naczynia krwiono$ne. g) zawarto$¢ kolagenu w 21 dniu gojenia. h) wtdékna kolagenowe w ranie
skory wihasciwej 21 dni po zranieniu. Strzatka pokazuje wtokna kolagenowe. Ryc. 4.25 a), b),

d), e) i g) n=3. Dla istotnosci statystycznej **p<0.01 vs DM.
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5. Dyskusja

Rany cukrzycowe naleza do najgrozniejszych powiktan cukrzycy, a opracowanie
skutecznych metod ich leczenia stanowi jedno z wyzwan wspotczesnej medycyny. Moja praca
doktorska, ktorej celem byto zbadanie dwoch peptydoéw bedacych pochodnymi opioidowymi i
SP lub tylko pochodnymi opioidowymi (AWL3106 i bifalina) pod katem ich wptywu na proces
gojenia trudno gojacej rany, wlacza si¢ w pewnym zakresie w t¢ tematyke.

Badane peptydy byly adsorbowane na preparacie keratynowym otrzymanym z welny
alpaki 1 takie ,,inkrustowane” preparaty byly aplikowane na rany oparzeniowe w szczurzym
modelu trudno gojgcej si¢ rany, opracowanym na potrzeb¢ moich doswiadczen.

Moja praca jest kontynuacja wczesniejszych badan prowadzonych w Zakladzie
Neuropeptydow IMDiK PAN dotyczacych opracowania opatrunkéw do leczenia rany
cukrzycowej, ktore podjat przed laty Profesor Andrzej Lipkowski. Zapoczatkowane przez
niego badania dotyczyty sposobu przygotowania preparatow keratynowych z réznego rodzaju
naturalnego materiatu (wtoséw ludzkich, siersci mysiej itp.), a nastgpnie wykorzystania tak
przygotowanych materialdéw do regeneracji trudno gojacych si¢ ran.

Pierwsze badania z wykorzystaniem materiatu keratynowego prowadzono w Zaktadzie
Neuropeptydow na mysim modelu cukrzycy z wyindukowang rang chirurgiczng (Konop —
rozprawa doktorska 2016).

Poniewaz rana chirurgiczna goi si¢ bardzo szybko, dlatego w obecnej pracy doktorskiej
opracowano model z wytworzong rang oparzeniowa. We wstepie literaturowym przedstawitam
zalety takiego modelu badawczego, jako lepiej odpowiadajacego ranom cukrzycowym u ludzi.

W swoich badaniach zastosowalam model streptozotocynowy opisany w rozdziale
Materiaty 1 metody. W skrocie model zastosowany w pracy opiera si¢ na farmakologicznie
wywotanej u szczurow cukrzycy zwigzkiem STZ i wytworzeniu trudno gojacej rany przez
oparzenie grzbietowej skory szczura (ryc. 3.1 str. 55).

Przeglad literaturowy wskazal, Ze najczgSciej stosowane do modelowania ran
powstatych przez oparzenie skory zwierzgcia z cukrzyca wyindukowang STZ s3 szczury.
Wyjatkiem jest praca Hamed i1 wsp. 2017, w ktdrej pracowano na $winiach. Badania byty
prowadzone na roéznych stadach szczurow: Wistar (Wang 1 wsp. 2008, Bairy i wsp. 2014,
Fantinati i wsp. 2016, Ranjbar i Takhtfooladi 2016, Azevedo i wsp. 2016), ktore wykorzystatam
w swoich badaniach lub SD (Tian i wsp. 2016). Do modeli rany stosowane sg zarowno samce
(tak jak w mojej pracy) i samice (Fantinati i wsp. 2016, Hamed i wsp. 2017) lub jedne i drugie
jednoczesnie (Bairy i wsp. 2014). W badaniach stosuje si¢ rozne dawki STZ za pomoca, ktorych
wywotywana jest cukrzyca: wielkos¢ dawki waha si¢ od 30 mg/kg (Bairy i wsp. 2014) do 200
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mg/kg (Ranjbar i Takhtfooladi 2016). STZ podawana jest gtownie dootrzewnowo lub dozylnie
jak u Azevedo i wsp. 2016. W mojej pracy dawka STZ wynosita 80 mg/kg i podano ja
dootrzewnowo.

Opisane w literaturze modele r6znig si¢ takze odstepem czasu pomi¢dzy podaniem STZ
a wyindukowaniem rany. Najkrotszy czas to 7 dni (Bairy i wsp. 2014, Azevedo i wsp. 2016).
W swojej pracy zastosowalam okres, ktory wynosit 70 dni, poniewaz dzigki dlugotrwatemu
dziataniu hiperglikemii w organizmie zachodza zmiany, ktore utrudniaja gojenie, a wigc
wytworzona rana przypomina w duzym stopniu ran¢ cukrzycowa. Uwazam, ze czas pomiedzy
podaniem STZ a wyindukowaniem jest niezwykle istotnym parametrem przy konstrukcji
modelu doswiadczalnego rany trudno gojacej. Widoczne zmiany wywotane dlugotrwatym
dziataniem hiperglikemii w organizmie W mojej pracy byly obserwowane w 8 tygodniu jako
zmetnienie soczewki oka (ryc. 4.3 str. 66).

Modele r6znity si¢ tez metodami uzywanymi do indukcji oparzania skory. Do tego celu
stosowano: goracy wosk (Bairy i wsp. 2014), zanurzenie skory w goracej wodzie (Tian i wsp.
2016, Fantinati i wsp. 2016) czy przytozenie rozgrzanego przedmiotu tak jak w wigkszos$ci prac
rowniez w mojej pracy. Opisane powyzej modele ran stuzyly nastepnie do badania wplywu:
hormonow insuliny (Bairy i wsp. 2014, Azevedo i wsp. 2016) i erytropoetyny (Hamed i wsp.
2017), gabki kolagenowej usieciowanej chitozanem z FGF (ang. fibroblast growth factor,
czynnik wzrostu fibroblastow) (Wang i wsp. 2008), lasera (Ranjbar i Takhtfooladi 2016) i
ultradzwickow (Fantinati i wsp. 2016) na gojenie trudnych ran czy badania funkcji neutrofili i
mechanizmow lezacych u podstaw dysfunkcji tych komoérek w takim modelu gojenia si¢ ran
(Tian i wsp. 2016). Zastosowany przeze mnie model ma najwiecej cech wspolnych z modelem
opisanym przez Wang i wsp. 2008. Podstawowa r6znica jest wybodr innego stada szczurow. W
tej pracy uzyto szczuroOw Wistar, a w cytowanej pracy badania prowadzono na stadzie SD. U
Wang i wsp. 2008 szczurom wywotywano dwie rany na grzbiecie, a w mojej pracy jedna rang.
Indukcja jednej rany miata na celu wykluczy¢ wptyw badanego opatrunku na gojenie rany
kontrolnej czy innych badanych ran znajdujacych si¢ na tym samym zwierzegciu.

Dhugotrwata cukrzyca (10 tygodni) wyindukowana w moich badaniach doprowadzita
do zaawansowanych zmian w skorze, mechanizmie naprawy | mozliwie najbardziej utrudnita
gojenie ran. Najbardziej zasadne byto wykorzystanie w tym celu szczuréw stada Wistar, u
ktorych rany na skorze sg dobrze widoczne, co pozwolito dokona¢ doktadnych pomiaréow ich
zarastania. W dodatku szczury te nalezg do tagodnego stada, co pomaga w doswiadczeniach z
ich uzyciem. Badania z uzyciem szczurow Wistar sg prowadzone w Zaktadzie Neuropeptydow

od wielu lat, co pozwolito poznac je pod wzglgdem biologicznym, fizycznym i behawioralnym.
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Jest to stado szczurow wykorzystywane do do$wiadczen nie tylko w Zakladzie
Neuropeptydow, ale rowniez w innych osrodkach w Polsce. Istotny byt takze wyboér plci.
Wybdr samcow wynikat z wiekszych szans na wyindukowanie cukrzycy STZ 1 wolniejszego
gojenia ran w porownaniu do samic, co jest dodatkowym atutem tych zwierzat.

Opracowany model nasladujagcy owrzodzenie u 0so6b z cukrzycg postuzyt do zbadania
peptydéw hybrydowych. Taki model powinien by¢ powtarzalny i tani, dlatego dobrze nadawaty
si¢ do uzyskania eksperymentalnej cukrzycy szczury Wistar i zwigzek STZ. Na tym modelu
mozna pracowa¢ w laboratoriach badawczych nieposiadajacych specjalistycznego sprzetu.
Podanie szczurom STZ wywotato u nich objawy typowe dla cukrzycy: zwigkszony poziom
glukozy we krwi, niewielki przyrost masy ciata, polidypsje, poliuri¢ i Slepote. Model do mojej
pracy zostat tak opracowany, zeby stosowa¢ go do testowania roznych opatrunkow.
Wprowadzono ograniczong liczb¢ zmiennych/parametrow  podlegajacych  kontroli
eksperymentatora, za pomoca ktorych oceniano skuteczno$é opatrunku. Do oceny postepu
gojenia rany stosuje si¢ rozne parametry, poniewaz jest to proces ztozony. Gupta i Kumar 2015
wskazuja na jakie z nich, nalezy zwrdci¢ uwagg. W mojej pracy skupiono si¢ tylko na
parametrach najbardziej istotnych dla procesu gojenia si¢ rany. Wsrdd nich na pierwszy plan
wysuwaja si¢ zapalenie, angiogeneza, proliferacja fibroblastow, wloknienie, ponowne
naskorkowanie i zarastanie ubytku skory. Najwazniejszg i najbardziej obiektywng zmienng jest
powierzchnia rany, ktorg nalezalo zmierzy¢. Indukcja rany modelujacej owrzodzenie u
cztowieka powinna bra¢ pod uwage jego przewlekty charakter, a co za tym idzie martwice
tkanki skory i podskornej wywotang jej catkowitym niedokrwieniem i odnerwieniem. Stad rana
oparzeniowa (niedokrwienie, odnerwienie, martwica) najlepiej oddaje rang¢/owrzodzenie u
pacjenta chorego na cukrzyce. Wyciecie martwej skory po 3 dniach ograniczyto wielko$¢ rany
do zaplanowanej powierzchni. Zapobieglo rozprzestrzenianiu si¢ nekrozy i innych skutkow
termicznego urazu poziomo na sasiednie tkanki. Opracowany model mozna dodatkowo
uzupelnia¢ o nowe parametry (angiogenne, zapalne, neurogenne) i poddawac go modyfikacjom
utrudniajacym jeszcze bardziej gojenie ran, chociazby za pomocg juz wspomnianych zwigzkow
chemicznych np. hydrokortyzonu.

W mojej pracy zbadano wybrane procesy gojenia modelu rany u szczura zdrowego i
poréwnano je do ich przebiegu u szczura cukrzycowego. W ranie szczurow cukrzycowych
zaobserwowano staba odpowiedz zapalna i angiogeneze. Sciany naczyn krwiono$nych byly
stabo zarysowane. Zaobserwowano mniejszg zawarto$¢ zsyntetyzowanego kolagenu w miejscu
rany, a wiokna byly niedojrzate i nierownomiernie rozproszone w tkance. Z kolei rana szczuréw

zdrowych miata szybka odpowiedz zapalna, po ktdrej zaobserwowano wzmozony proces
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angiogenezy, a wzrastajagcy odsetek fibroblastow znaczaco zmalal 21 dnia, w ktorym
obserwowano duza zawarto$¢ odtozonego kolagenu i gruby naskérek. W mojej pracy wyniki
pokazaty, ze farmakologiczne wywotanie cukrzycy spowodowalo spowolnienie zarastania rany
1 dalo cienszy naskérek. Zbadanie wybranych parametrow pozwolito stwierdzi¢, ze model
odzwierciedla owrzodzenie u ludzi z cukrzycg, a parametry sg odpowiednie do oceny
opatrunkow na trudno gojace rany i wskazuja, jakie zmiany patologiczne zachodza w gojacej
si¢ ranie u samcoOw szczurdw Stada Wistar z wywotang cukrzyca. Analizy porownawcze
nieleczonych ran szczuré6w zdrowych i cukrzycowych okreslity prawidtowy zakres kazdego z
parametroOw. Ich poznanie i ustalenie dla zaproponowanego modelu pozwolito przystgpi¢ do
oceny wpltywu badanych opatrunkow. Wykorzystanie szczura z cukrzyca wyindukowang
streptozotocyng i z wiklajacg rang oparzeniowg spehito oczekiwania stawiane mu podczas
ustawiania go do moich badan.

Opracowany model postuzyt do zbadania wptywu peptydoéw: pochodnej opioidowo-
neurokininowej AWL3106 i dimerycznego opioidu bifaliny na proces gojenia ran. Peptydy
byly adsorbowane na preparatach keratynowych uzyskanych z welny alpaki i aplikowane w
postaci masci na bazie dostgpnego komercyjnie, obojetnego podtoza z lanoliny. Uzycie masci
zapewnito codzienne stosowanie opatrunku przez caly proces gojenia ran. Same preparaty
keratynowe zostaly takze zbadane pod wzgledem ewentualnego wptywu na proces gojenia ran.
Preparaty keratynowe stosowano w postaci zasypki przez pierwsze dni gojenia si¢ rany. Forma
opatrunku — zasypka aplikowana przez pierwsze dni gojenia rany zapewnila przyczepnos¢
preparatom keratynowym do tozyska rany i utrzymanie opatrunku na ranie, ale uniemozliwita
aplikacje kolejnych dawek preparatow keratynowych.

Podsumowujac dane literaturowe opisane w rozdziale Wstep 1 ww. w Dyskusji mozna
stwierdzi¢, ze zastosowany w pracy model rany oddaje uposledzony charakter owrzodzenia.
Model cukrzycy STZ z wyindukowanym oparzeniem zastosowany w mojej pracy rézni si¢ od
kazdego modelu z osobna opisanego powyzej W Dyskusji np. rodzajem zastosowanego stada,
liczba ran na jednym osobniku, sposobem indukcji oparzenia czy wielkoscig dawki, przez co
mozna stwierdzi¢, ze jest oryginalnym modelem. W chwili podj¢cia przeze mnie badan w
literaturze byta opisana tylko jedna praca z wykorzystaniem rany oparzeniowe;.

W opracowanym modelu badano wptyw peptydow na procesy zachodzace w gojacej sie
ranie. Ponizej omowiono zasadno$¢ zastosowania wybranych metod do oceny tych procesow.
Badania zostaly przeprowadzone zgodnie z wczes$niej przygotowanym protokolem, ktory
obejmowal: opracowanie modelu trudno gojacej rany, schemat opatrywania ran i obrobke

materialu z zastosowaniem wybranych metod (ryc. 3.1 str. 55). Wyniki otrzymano przy uzyciu
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m.in. takiej metody jak barwienie H&E, ktore jest szybkim barwieniem przeglagdowym,
najczesciej uzywanym w histopatologii. Stosuje si¢ ja m.in. do oceny naskérkowania (Kotian i
wsp. 2015). Podczas oceny ponownego naskorkowania bierze si¢ pod uwage pomiar grubosci
naskorka (van Neck i wsp. 2017), co wykorzystano w mojej pracy. Innym stosowanym
wskaznikiem jest pomiar dlugosci naskorka (Noguchi i wsp. 2014).

Przy pomocy innego barwienia trichromem wg. Massona oceniane jest tworzenie,
odktadanie i rozmieszczenie kolagenu (Kotian i wsp. 2015, Demirci i wsp. 2015, Solmaz i wsp.
2016, Thangavel i wsp. 2017). Postep zdrowienia skory ocenia si¢ na podstawie przeksztatcenia
ziarniny z duzg liczbg naczyn krwiono$nych w tkanke bogata w kolagen. I z tego wzgledu w
mojej pracy przeprowadzono badanie kolagenu. Zawartos$¢ kolagenu jest liczona na podstawie
intensywnos$ci zabarwienia (de Souza 2017). W ocenie wldkien tego biatka bierze si¢ pod
uwage ich ulozenie, grubos¢, gestos¢ i dojrzatosé. Kolagen jest tez oznaczany z podziatem na
typ 1111 1 (Azevedo i wsp. 2016). Typ III to kolagen, ktory pojawia si¢ wczesniej i z czasem
jest zastepowany przez typ 1. O takg bardziej szczegblowa analize mozna rozszerzyé W
przysztosci wyniki badan dla peptydu AWL3106, ktory zwickszyt ilo§¢ odtozonego kolagenu
W miejscu rany.

Efekt gojenia si¢ w duzej mierze zalezy od przebiegu procesu zapalnego. Jest on
przewlekle utrzymywany w ranie cukrzycowej. Wazna role petnig w nim makrofagi. Zar6wno
SP 1 opioidy zgodnie z danymi literaturowymi wplywaja na stan zapalny, co wptyngto na
oznaczenie tych komérek w moich badaniach. Wiadome jest, ze poprawa stanu zapalnego
pozwala przyspieszy¢ gojenie rany i przejsc jej do kolejnej fazy. Stan zapalny w miejscu rany
mozna oznaczy¢ przy uzyciu przeciwciata skierowanego przeciwko antygenowi CD68 (Miao i
wsp. 2012, van Neck i wsp. 2017, Thangavel i wsp. 2017). Zastosowanie tego markera pokazuje
przebieg odpowiedzi zapalnej. Istnieje takze inna metoda oznaczania makrofagow. Wsrod
makrofagow rozroznia si¢ fenotyp M1 i M2. Badajac stan zapalny mozna wzigé pod uwage
obie te grupy. Pierwsze z nich dziatajg prozapalnie, drugie przeciwzapalnie. Makrofagi zbadane
W mojej pracy prawdopodobnie nalezaty do fenotypu M1 ze wzgledu na to, ze SP wptywa na
przesunigcie fenotypu M1 do M2 (Jiang i wsp. 2012, Leal i wsp. 2015) Peptyd AWL3106 jest
pochodng tego neuropeptydu nieopioidowego. Ponadto zapalenie mozna monitorowac takze
poziomem cytokin prozapalnych takich jak TNF-a, IL-6, INOS (Jiang i wsp. 2012, Kant i wsp.
2015) czy przeciwzapalnych np. IL-10 (Kim i wsp. 2019).

Kolejnym badanym parametrem byta intensywnos$¢ angiogenezy, ktorej zadaniem jest
dostarczanie sktadnikow odzywczych i odprowadzanie ubocznych produktéw przemiany

materii. Jest ona ostabiona w ranach cukrzycowych, dlatego czesto bada si¢ wptyw opatrunku
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na ten proces. Do wizualizacji naczyn krwiono$nych stosowany jest marker komorek
$rodbtonka CD34 (Busuioc i wsp. 2013, Liu i wsp. 2015, van Neck i wsp. 2017). Pozwala on
oceni¢ wplyw badanych zwigzkow na angiogeneze. CD31 jest takze uzywany przy badaniu
tego procesu (Demirci i wsp. 2015). Na tle metod stuzgcych do oznaczania naczyn
krwionosnych wybor CD34 wydaje si¢ bardziej odpowiedni. Istniejg rézne metody oceny
angiogenezy: przez opis histopatologiczny tkanek wybarwionych H&E, oznaczenie struktur
przeciwciatami (CD31/PECAM-1 ang. platelet endothelial cell adhesion molecule 1,
czasteczka adhezji komoérkowej ptytek i $rodbtonka 1, CD34, a-SMA, itd.) lub zbadanie
poziomu VEGF. Zastosowanie przeciwciat jest bezposrednig oceng angiogenezy, a oznaczenie
cytokin angiogennych jest metodg posrednig. Dobrze jest zastosowaé wszystkie, gdyz
wymienione markery nie wykazuja specyficznosci komorkowej i tylko wtedy uzyska si¢ peten
obraz angiogenezy, ale mato jest prac z uzyciem kilku metod oznaczania naczyn krwionosnych.
CD34, CD31 oraz czynnik von Willebrandta to antygeny specyficzne dla srodbtonka naczyn.
Mozna dzigki nim oznaczy¢ lokalizacje, dtugos¢ i powierzchni¢ naczynia. CD34 pojawia si¢
na poczatku formowania naczynia, bierze udziat w koordynowaniu migracji komorek w czasie
dojrzewania naczyn i mozna ja wykry¢ podczas roznicowania naczynia. Ze wzgledu na wysokie
stezenie markeru CD34 bez trudno$ci mozna okresli¢ jego potozenie, przez co jest lepszym
markerem od czynnika von Willebrandta. (Kurzyk 2015) Przeprowadzenie moich badan miato
charakter przesiewowy w celu ustalenia, na jakie procesy gojacej si¢ rany wplywaja badane
peptydy. Ograniczylo to liczbe zastosowanych metod i dlatego do analizy intensywnosci
angiogenezy wybrano tylko marker CD34, ktory wydawat si¢ najbardziej odpowiedni na tle
innych sposobow pomiaru angiogenezy.

Kolejnym parametrem badanym w gojeniu ran obok naczyn krwiono$nych i
makrofagéw byly fibroblasty. Odpowiadaja one za produkcje kolagenu. Z fibroblastow
powstaja tez miofibroblasty, ktore maja zdolno$¢ kurczenia sie. W owrzodzeniach u ludzi
proliferacja i migracja fibroblastow sg uposledzone. Nieprawidlowosci wida¢ tez w ich
funkcjonowaniu. W przeprowadzonych badaniach do oznaczenia fibroblastow uzyto
wimentyne, ktora byta stosowana m.in. przez Huang i wsp. 2015, Jung i wsp. 2016.

Podczas gojenia owrzodzenia stopy cukrzycowej pierwszym parametrem, na ktory
zwraca si¢ uwage jest zarastanie rany. (Jhamb i wsp. 2016) Pomiar jej pola powierzchni to
gldwnie stosowany parametr i jeden z podstawowych w ocenie dziatania preparatu. Na ryc. 3.2
str. 61 przedstawiono schemat pomiaru powierzchni rany stosowany w mojej pracy. Do
pomiaru pola powierzchni rany uzywa si¢ fotografii, linijki, przezroczystych folii i programow

komputerowych (Papazoglou i wsp. 2010, Chang i wsp. 2011). W mojej pracy ran¢ obrysowano
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na przezroczystej folii, a pomiaru pola powierzchni dokonano za pomocg programu
komputerowego. Opatrunek powinien przyspieszaé¢ zarastanie rany, bo wtasnie niezarastajace
owrzodzenia sg jednym z najwigkszych powiktan cukrzycy.

Zbadanie wybranych procesOw w gojacej si¢ ranie pozwolito oceni¢ skutecznosé
zastosowanych peptydow. Ponizej przedstawiono dyskusje na temat wpltywu peptydu
AWL3106 i bifaliny na procesy zachodzace W trudno gojacej si¢ ranie. Pierwszy ze zwigzkow
AWL3106 sktada si¢ z fragmentu SP 1 dermorfiny, a bifalina to peptyd opioidowy sktadajacy
si¢ z dwoch fragmentow enkefaliny. Ich zastosowanie w leczeniu ran jest poparte wieloma
doniesieniami literaturowymi na temat pozytywnego wptywu SP i peptydow opioidowych na
ten proces (rozdzial Wstep). Zastosowanie tych dwoch peptydow bylo podyktowane
obecnoscig receptorow tych zwigzkow w skorze. Dziatanie receptora NK-1 wigze si¢ z
fibroblastami, leukocytami, komérkami $rodbtonka naczyn krwiono$nych i keratynocytami
(Antezana 1 wsp. 2002, Graefe i Mohiuddin 2020), a receptory opioidowe ulegaja ekspresji w
keratynocytach, fibroblastach i monocytach/makrofagach (Nissen i wsp. 1997, Cheng i wsp.
2008, Bigliardi i wsp. 2009). Zaréwno peptydy opioidowe, jak i SP biorg udziatl w patogenezie
cukrzycy. Otrzymane wyniki pokazaty, ze oba zastosowane peptydy AWL3106 i bifalina
wykazuja dziatanie wspomagajace gojenie poprzez przyspieszenie zarastania rany,
wzmocnienie odpowiedzi zapalnej, skrocenie czasu jej trwania, zwigkszenie odkladania
kolagenu i grubosci naskorka.

Zarowno SP i peptydy opioidowe wzmagaja zarastanie rany, na co wskazujg tez
najnowsze prace (Leal i wsp. 2015, Kant i wsp. 2015, Kim i wsp. 2018, 2019, Yang i wsp.
2020). Sg takze doniesienia literaturowe, ze zarastanie rany przyspiesza peptyd opioidowy —
bifalina (Konop — rozprawa doktorska 2016, Yildiz i wsp. 2018) stosowany w mojej pracy. Jest
to zgodne z wynikami otrzymanymi w mojej pracy, kiedy to po zastosowaniu peptydow
AWL3106 1 bifaliny zarastanie rany cukrzycowej przypominato zarastanie rany zdrowe;.

Egzogenne zastosowanie SP poprawia odpowiedz zapalng (Leal 1 wsp. 2015).
Zmniejsza stan zapalny, na co wskazuje obnizenie poziomu TNF-o produkowane] w
przewazajacej mierze przez makrofagi M1, ktore sa prozapalne (Jiang i wsp. 2012, Kant 1 wsp.
2015, Kim i wsp. 2019). Dziatanie przeciwzapalne SP potwierdzaja tez dane literaturowe, ktore
wskazujg na: zmniejszenie masy $ledziony, IL-6, iNOS, zwiekszenie IL-10 i poziomu M2
(Jiang i wsp. 2012, Kim i wsp. 2019) po jej zastosowaniu. Peptydy opioidowe jak w przypadku
amidu [D-Arg2, Lys4] (1-4) dermorfiny takze zmniejszajg stan zapalny (Goldsmith i wsp.
2011). Peptyd AWL3106 bedacy pochodng SP i dermorfiny podobnie do ww. zwigkszyt

odpowiedz zapalng i skrdcit czas jej trwania. Prawdopodobnie zmniejszanie liczby makrofagow
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w kolejnych dniach wynika ze zmiany fenotypu z M1 na M2. Mozna, wigc przypuszczac, ze
peptyd AWL3106 zwigkszyt liczbg M1 na poczatku gojenia, a nastgpnie przyczynit si¢ do
zmiany fenotypu komorek na M2. Prawdopodobnie bifalina w podobny sposéb wplywa na
fenotypy makrofagéw. Dziatanie przeciwzapalne peptydu opioidowego bifaliny zostato
potwierdzone w modelu zapalenia okreznicy (Sobczak i wsp. 2014) i hodowli komorek
mikrogleju (Popiolek-Barczyk i wsp. 2017). Wyniki otrzymane w mojej pracy pokazaty, ze
bifalina takze wptywa na stan zapalny w trudno gojacej ranie. Jak stwierdzil Nissen i wsp. 1997
peptydy opioidowe sg zaangazowane w procesy zapalne. Ponadto sg produkowane przez
monocyty/makrofagi, ktore w nich uczestniczg. Rany trudno gojace po zastosowaniu obu
badanych peptydéw AWL3106 i bifaliny mialy podobng odpowiedz zapalng do ran zdrowych.

Peptyd AWL3106 i bifalina nie wplyngty na liczb¢ naczyn krwionosnych. Opioidy
jednak moga dziata¢ proangiogennie, jak po miejscowym uzyciu morfiny czy fentanylu (Gupta
i wsp. 2002, 2015) lub antyangiogennie przy dtugotrwatym podawaniu dootrzewnowo tej
pierwszej (Lam i wsp. 2008). Ziche i wsp. 1990 wykazat, ze SP pobudza komorki §rodbtonka,
na ktorych znajduja si¢ jej receptory NK-1 (Antezana i wsp. 2002). Czgéciowo te dane
literaturowe wyjasniaja wyniki badan histopatologicznych w mojej pracy. W obrazach
mikroskopowych zauwazono, ze naczynia krwiono$ne w grupie 3106 i BIF mialy wigksza
srednice, wyrazniejsze $wiatlo 1 byly bardziej owalne/okragle w poroéwnaniu do grupy DM.
Zastosowanie tylko CD34 jako parametru angiogenezy nie pozwala porowna¢ wynikow z
mojej pracy do badan Rook i wsp. 2008, 2009.

Kolejne wyniki badan pokazaty, ze bifalina zwigkszyta grubo§¢ naskorka. Dane
literaturowe pokazuja, ze dziata ona stymulujgco na migracje keratynocytow in vitro (Yildiz i
wsp. 2018). Takie obserwacje poczyniono tez z innymi egzogennymi opioidami (Bigliardi 1
wsp. 2009, Charbaji i wsp. 2012). Aplikacja tych zwigzkéw skutkuje grubszymi warstwami
zywotnych keratynocytow. Bifalina jest zbudowana az z dwoch tych samych fragmentow
peptydu opioidowego — enkefaliny. W przypadku peptydu AWL3106 nie zaobserwowano tego
zjawiska, prawdopodobnie dlatego, ze ma inng budowe od bifaliny. Jest pochodng nie tylko
peptydu opioidowego — dermorfiny, ale i fragmentu SP. Jednym z mechanizméw, ktory
thumaczy ponowne naskorkowanie w wyniku dziatania peptydow opioidowych jest
mechanizm opisujacy dziatanie met-enkefaliny, ktora pobudza receptory & znajdujace si¢ na
keratynocytach (Cheng 1 wsp. 2008, Bigliardi i wsp. 2009, 2015) prowadzac do rozluznienia
potaczen komoérkowych nazywanych desmosomami, w wyniku czego komorki naskorka
zaczynaja migrowac (Bigliardi 1 wsp. 2015). Kolejne badania rowniez wskazuja na udziat

peptydow opioidowych w odtwarzaniu naskoérka. Przy nadmiernej ekspresji p, & 1 k na
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keratynocytach dochodzi do powstania blizn przerostowych (Cheng i wsp. 2008). Jak si¢
okazuje ekspresje p reguluje podwyzszony poziom B-endorfiny, ktéra obniza go w wyniku
sprzgzenia zwrotnego. Peptyd opioidowy rownoczesnie zwigksza regulacje receptora TGF-3
wplywajgcego na wzrost nabtonka. (Bigliardi i wsp. 2003). W literaturze mozna znalez¢ opisy
procesow i szlakow, w ktorych biorg udziat peptydy opioidowe. Takie prace wskazuja kierunek
badan, ktorym w przysztosci powinna zosta¢ poddana bifalina. Na przyktad badanie leu-
enkefaliny i B-neoendorfiny pokazato, ze wptywaja one na aktywacje ERK 1/2, P90RS (ang.
90 kDa ribosomal protein S6 kinase, kinaza rybosomalna s6), EIk-1 (ang. Ets-like protein-1,
czynnik transkrypcyjny z rodziny ETS), zaburzenie pracy hemidesmosomoéow (HDs, ang.
hemidesmosomes) i zwigkszenie poziomu MMP-2 i MMP-9 w ludzkich keratynocytach, co
prowadzi do pobudzenia migracji tych komoérek bez zmian w ich proliferacji i przebudowy
macierzy pozakomorkowej (Yang i wsp. 2016, 2020).

W ostatniej fazie gojenia si¢ rany — przebudowy zaobserwowano, ze peptyd AWL3106
zwigkszyt zawarto$¢ kolagenu w tkance. Widkna biatka byly tez grubsze i bardziej regularnie
utozone po zastosowaniu Obu badanych peptydéw. Podobne obserwacje po zastosowaniu
bifaliny poczynit tez w swojej pracy Konop — rozprawa doktorska 2016. W moich badaniach
wzrost zawartosci kolagenu korelowat ze zmniejszonym odsetkiem fibroblastow w fazie
przebudowy. Taka zaleznos$¢ jest charakterystyczna dla rany zdrowej. SP stosowana w roznych
modelach literaturowych zwigkszala odktadanie, orientacj¢ 1 zawartos¢ kolagenu oraz migracje
i proliferacje fibroblastow. Ponadto wplywala na regeneracje skory wlasciwej, lepsze
uformowanie tkanki ziarninowej, zwigkszenie jej ilosci, o czym $wiadczyt tez obnizany przez
nig poziomu MMP-9 odpowiedzialnej za rozktad macierzy pozakomoérkowej. (Kant i wsp.
2015, Kim 1 wsp. 2018, 2019) Badania na zwierzgtach pokazuja, ze aktywno$¢ enzymu
kolagenazy i proteazy rosnie w hiperglikemii (Baltzis 1 wsp. 2014). Zwigkszenie ilosci kolagenu
po zastosowaniu SP moze thumaczy¢ obecnos$cig receptora NK-1 na powierzchni fibroblastow
i produkcja przez nie tego biatka. (Antezana i wsp. 2002). p, 6 i k rowniez znajduja si¢ na tych
komorkach 1 ulegaja w nich ekspresji (Cheng 1 wsp. 2008, Bigliardi 1 wsp. 2009), a badania z
peptydem opioidowym B-neoendorfing pokazuja, ze zwigksza ona ich migracj¢ (Yang i wsp.
2020).

Leczenie ran cukrzycowych jest trudne. Lozyska ran roznig si¢ dominujacym
czynnikiem (nadmierny wysiek, zakazenie bakteryjne itd.), od ktdrego uzalezniony jest wybor
opatrunku. Pomimo ciagltych staran nie ma obecnie idealnego preparatu, ktory bylby w petni
skuteczny w leczeniu ran cukrzycowych, dlatego czesto dochodzi do amputacji konczyny. Z

tego powodu w mojej pracy trzeba bylo zastosowacé jako kontrole preparat, ktory jest
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sprawdzony w leczeniu ran. Uzyto, wiec masci 0 nazwie iruxol®mono. Zawiera on kolagenazg.
Jest to enzym proteolityczny uzyskany z Clostridium histolyticum, ktérego funkcja jest
rozktadanie naturalnego kolagenu. Wystepuje ona w masciach na rany, a jej zadaniem jest
przyspieszenie gojenia poprzez oczyszczenie z tkanki martwiczej po miejscowym
zastosowaniu. (Schultz i wsp. 2003) Dziatanie tego enzymu polega na rozbijaniu kolagenu do
matych peptydéw, ktore maja zdolnos$¢ przyciaggania do siebie: prekursorowych monocytéw,
makrofagow, fibroblastow i neutrofili. Kolagenaza Clostridium A nie tylko rozktada fibrylarne
biatko, ale takze sprzyja gojeniu oparzen, tych o czesciowej grubosci. (Dokumcu i wsp. 2008)
Zgodnie z badaniami Ozcan i wsp. 2002 leczenie nia jest tak samo pomyslne jak zabiegi
chirurgiczne. Jej pozytywny wplyw na oczyszczanie tozyska jest dokumentowany od lat 90-
tych. (Dokumcu i wsp. 2008) Komercyjna mas¢ z kolagenazg zostata zastosowana pomimo
braku petnej kontroli (nie moze by¢ traktowana wprost jako kontrola procesu gojenia rany
oparzeniowej u szczuréw hiperglikemicznych), ale ma szerokie spektrum dziatania i jest
uzywana zaro6wno w Owrzodzeniach (praca Palmieri i Magri 1998) jak i oparzeniach (praca
Kazmierski 1 wsp. 2007). W mojej pracy gojenie trudno gojacych ran nie bedzie przebiegato
tak samo jak gojenie oparzenia u osoby bez cukrzycy czy gojenie owrzodzenia u osoby z ta
jednostka chorobowa. Ze wzgledu na to, ze wplyw opatrunku sprawdza si¢ pod katem
parametréw takich jak: powierzchnia rany (staly parametr) i zmiennych (liczba naczyn
krwiono$nych, makrofagow, keratynocytow, cytokin, poziom ekspresji genow itd.) mozna byto
porownac dziatanie iruxol/®mono do badanych przeze mnie peptydow. Sa to czynniki w gojacej
si¢ ranie, ktore majg wptyw na czas jego trwania. Na ich podstawie stwierdzana jest skutecznos¢
uzytego opatrunku. W roznych pracach stosuje si¢ odmienne parametry do oceny dzialania
iruxol®mono. Warto podkresli¢, ze tak samo jak opioidy i1 neurokininy gléwne dzialanie
wykazuje w | i Il fazie gojenia. Ponadto zarowno iruxol®mono, opioidy i neurokininy sg
stosowane na rany dopiero po uprzednim zastosowaniu $rodkéw przeciwbakteryjnych /
zwalczeniu zakazenia. Jednak w szczurzym modelu rany cukrzycowej takie zakazenie
wystepuje tylko po celowym wprowadzeniu bakterii np. gronkowca ztocistego (ac.
Staphylococcus aureus), tak jak w pracy Ranjbar i Takhtfooladi 2016, dlatego w badaniach
prowadzonych do tej pracy nie stosowano antybiotykow.

Podany iruxol®mono podobnie do badanych peptydow zwickszyt odpowiedz zapalng.
Po jego zastosowaniu naczynia krwiono$ne 1 wtdkna kolagenowe wygladem przypominaty te
po uzyciu peptydu AWL3106 i bifaliny. lruxol®mono zwigkszyl takze intensywnos¢
angiogenezy, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi (Perini i wsp. 2015). Stosowanie

go po oczyszczeniu tozyska rany (14 dzien od rozpoczgcia leczenia) doprowadzito do wzrostu
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stanu zapalnego, co byto skutkiem zbyt dtugiego czasu aplikacji. Zauwazono takze, ze dziatanie
badanych peptydoéw podobnie do iruxol®mono odbywalo si¢ w fazie zapalnej i proliferacyjne;.

Dziatanie kolagenazy Clostridium A moze by¢ takze negatywne, jak donosza niektore
badania. Dokumcu i wsp. 2008 prowadzili doswiadczenia nad systemowg odpowiedzig zapalng
tego enzymu w szczurzym modelu oparzenia drugiego stopnia. Podjecie przez nich takich
badan wynikalo z obserwacji, jakie poczynili u poparzonych pacjentéw, u ktérych
wystepowata: goragczka, tachykardia, podwyzszony poziom CRP (ang. C-reactive protein,
biatka C-reaktywnego) w surowicy, leukocytopenia i leukocytoza. W dodatku w wymazach z
ran nie byto widocznej infekcji. W swoich badaniach zauwazyli, ze Clostridium A pogarszata
ogoblnoustrojowg reakcje zapalng u szczurOw z oparzeniami o czg¢$ciowej grubosci. Badania
Dokumcu i wsp. 2008 pokazuja, ze leki stosowane na rany maja tez swoje ograniczenia. Jak
juz wczesniej wspomniano kolagenaza jest czgsto stosowana w walce z przewleklymi
owrzodzeniami i oparzeniami. Niemniej jednak jej stosowanie wymaga petnej znajomosci
wiasciwosci tego enzymu.

W badaniach Chéret i wsp. 2014, Jung i wsp. 2016, Um i wsp. 2017, Popiolek-Barczyk
i wsp. 2017, Yildiz i wsp. 2018 zwrdcono szczegdlng uwage na wielkos¢ stosowanej dawki SP
i opioidoéw, bo to od niej zalezy skuteczno$¢ i toksycznos¢ badanego peptydu. W roku 2017
ukazata si¢ praca Shanmugam i wsp., ktora obejmowata duza grupe chorych z przewlektymi
owrzodzeniami (450 0sob). Pacjenci uczestniczacy w badaniu przyjmowali opioidy ze wzgledu
na odczuwany przez nich bol. Badacze zauwazyli, Ze rana zaczyna si¢ goi¢ w momencie, gdy
dolegliwos$¢ jej towarzyszaca zaczyna ustgpowac. Dlatego zostaly przez nich podjete badania
kliniczne w kontekscie wplywu opioidow na gojenie. Wedlug badan Shanmugam 1 wsp. 2017
w dawce > 10 mg/dobe spowalniaty zdrowienie ran.

Celem przedstawionej pracy byto zbadanie wptywu dwoch peptydéw pochodnych
opioidowych i SP lub bedacych tylko pochodnymi opioidowymi. lruxol®mono zastosowany w
mojej pracy jako kontrola jest srodkiem leczniczym aplikowanym od lat 90-tych w terapii rany
cukrzycowej. Moze takze peptydy AWL3106 i bifalina, ktore w poréwnaniu do iruxol®mono
wykazaly swoja skuteczno$¢ w modelu trudno gojacej rany, cho¢ w niewielkim stopniu
przyczynig si¢ takze do rozwoju terapii rany cukrzycowej. Otrzymane wyniki pochodzg z
doswiadczen przeprowadzonych z uzyciem modelu rany cukrzycowej zwierzecia

laboratoryjnego 1 wymagajg dalszych badan.
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6. Podsumowanie i wnioski

W mojej pracy doktorskiej zbadatam wpltyw peptydu hybrydowego AWL3106 (liganda
receptorow opioidowych i tachykininowego NK1) i peptydu dimerycznego bifaliny (liganda
receptoréw opioidowych) na proces gojenia ran.

Do badania nowych opatrunkéw zawierajacych badane zwigzki wykorzystalam
zmodyfikowany model zwierzecy trudno gojacej si¢ rany cukrzycowej. Polegat on na
indukowaniu rany oparzeniowej u szczuréw, u ktorych wczesniej wywotano cukrzyce
streptozotocynowg. Zastosowany model owrzodzenia w stopie cukrzycowej charakteryzowat
si¢ wolniejszym zarastaniem rany, wydtuzonym stanem zapalnym, ostabiong angiogeneza i
proliferacja fibroblastow, cienszym naskorkiem i mniejszg syntezg kolagenu w poréwnaniu do
prawidtowo gojacej si¢ rany. Model ten dobrze oddawat uposledzenie najwazniejszych
procesow zachodzacych w gojacej si¢ ranie cukrzycowej 1 pozwolit mi na ocen¢ skutecznosci
peptydu hybrydowego AWL3106 1 peptydu dimerycznego bifaliny w trudno gojacych sie
ranach.

Badane zwiazki adsorbowatam na preparatach keratynowych i aplikowatam na rany w
formie masci na bazie lanoliny, a nieinkrustowane preparaty keratynowe aplikowatam na rany
w formie zasypki.

Przeprowadzone badania histopatologiczne materialu pobranego w trakcie gojenia ran
(barwienie H&E oraz trichromem wg. Massona) i immunohistochemiczne (z uzyciem
przeciwcial charakteryzujacych makrofagi, komorki $rdédbtonka naczyh i1 przeciwciat na
obecnos$¢ biatka charakterystycznego dla fibroblastow) pozwolity oceni¢ badane zwigzki.

Wyniki otrzymane dla poszczegolnych zwigzkow analizowatam pod katem ich wplywu
na procesy w gojacej sie ranie. Oba badane zwigzki w sposob istotny przyspieszaty zarastanie
rany, wplynely pozytywnie na skrocenie stanu zapalnego, ponowne naskdérkowanie i
zwigkszyly wytrzymalo$¢ blizny.

Dziatanie badanych zwigzkow poréwnatam do dziatania komercyjnej masci
iruxol®mono, ktora jest od dawna stosowana w owrzodzeniach stopy cukrzycowej. Oba badane
peptydy AWL3106 i bifalina wykazaly wigkszy wplyw na poprawe gojenia si¢ rany w

poréwnaniu do masci komercyjnej iruxol®mono.
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W ponizszej tabeli zestawitam otrzymane wyniki wplywu badanych zwigzkow na proces gojenia si¢ ran pod wzgledem istotnosci statystyczne;.

Nazwa  grupy Pozytywna Preparat Preparat keratynowy | Preparat keratynowy | Mas¢ komercyjna
kontrola — szczury | keratynowy z zaadsorbowanym z zaadsorbowanym iruxol®mono
Parametr bez cukrzycy peptydem AWL3106 | peptydem bifaling

Zarastanie rany 1 brak wptywu 2 2 brak wplywu
Naciek makrofagow 1 brak wptywu 1 1 1

Grubos¢ naskérka 2 brak wplywu brak wplywu 1 brak wplywu
Angiogeneza 2 brak wptywu brak wptywu brak wptywu 1
Proliferacja fibroblastow | 1 brak wplywu brak wplywu brak wplywu brak wplywu
Nowo powstale wiokna 3 brak wplywu 3 brak wplywu brak wplywu
kolagenowe

Suma punktow 10 0 6 4 2

1 pkt. — wykazuje pozytywny (statystycznie znamienny, *p<0.05, **p<0.01) wplyw na zachodzgcy proces
2 pkt. — wykazuje pozytywny (statystycznie znamienny, ***p<0.001, ****p<0.0001) wplyw na zachodzqgcy proces
3 pkt. — ostateczny wyglqd tkanki (zawartos¢ widkien kolagenowych powyzej 75%,)

Podsumowujac powyzsze wyniki stwierdzitam, ze:

1. Peptyd hybrydowy AWL3106: zwigkszyt zarastanie rany, zwiekszyt i skrocit czas nacieku makrofagow oraz zwigkszyt zawarto$¢ nowo

powstatego kolagenu.

2. Peptyd dimeryczny bifalina zwigkszyt zarastanie rany, grubo$¢ naskorka oraz zwiekszyt naciek makrofagow.

3. Preparat keratynowy nie wykazywatl wpltywu na gojenie si¢ ran.

4. Badane peptydy (AWL3106 i bifalina) wykazaly podobnie, jak mas¢ iruxol®mono wigkszy naciek makrofagow.
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