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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.



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.



