lek. Mateusz Mieczkowski

Translacja wynikow badan nad zwierzecymi modelami ran na ich
zastosowanie w praktyce klinicznej gojenia ran u pacjentow z

cukrzyca

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

Klinika Diabetologii i Choréb Wewngetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Obrona rozprawy doktorskiej przed Radg Dyscypliny Nauk Medycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Warszawa, 2022 r.



Stowa Kkluczowe: model zwierzgey rany przewleklej; cukrzyca; insulina; metformina;
neuropatia

Key words: animal model of chronic wound; diabetes mellitus; insulin; metformin; neuropathy



Badania wchodzace w sktad niniejszej pracy doktorskiej zostaly przeprowadzone w ramach
projektu badawczego pt. Wphw zastosowania roznych modeli leczenia przeciwcukrzycowego
na proces gojenia ran u szczurow z cukrzycq indukowang streptozotocyng — ocena
immunohistochemiczna sfinansowanego z Mini Grantu Studenckiego Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego przyznanego w 2015 r.

Kierownik projektu:

lek. Mateusz Mieczkowski

Opiekunowie projektu:

dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak



Najserdeczniejsze podzigkowania skltadam:

Pani dr hab. n. med. Beacie Mrozikiewicz-Rakowskiej za wspanialq opieke promotorskq,

wsparcie w procesie rozwoju, cierpliwos¢ oraz zyczliwosc.

Panu  Profesorowi Leszkowi Czupryniakowi za wsparcie merytoryczne, mozliwosé

przeprowadzenia projektow badawczych.

Wspotautorom artykutow sktadajgcych sig na niniejszy cykl publikacji za zaangazowanie oraz

czas poswigcony projektom badawczym.

Zonie i Rodzicom za nieustajqce wsparcie, zrozumienie i nieoceniong pomoc.



Wykaz wszystkich publikacji

Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor Punktacja MEiIN

Prace wiaczone do

3 9,457 246
rozprawy doktorskiej
Prace, ktore nie zostaty
wlaczone do rozprawy 5 101

doktorskiej

Razem 8 9,457 347




Wykaz publikacji stanowiacych prace¢ doktorska:

1.

Nowy model ran przewleklych w cukrzycy — badanie pilotazowe u szczurow rasy
Wistar.
Mrozikiewicz-Rakowska Beata , Mieczkowski Mateusz , Siwko Tomasz , Bujalska-

Zadrozny Magdalena Izabela, de Corde Anna, Ggsinska Emilia , Duda Kamila, Grzela
Tomasz , Krejner Alicja , Dulski Rafal, Pigtkowski Tadeusz , Nowak Adrianna,
Krzymien Janusz; Leczenie Ran; 2015;

Praca oryginalna (MEIN: 6)

Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process in Rats with
Streptozotocin-Induced Diabetes.

Mieczkowski Mateusz, Mrozikiewicz-Rakowska Beata , Siwko Tomasz , Bujalska-
Zadrozny Magdalena Izabela, De Cordé-Skurska Anna ElZbieta, Wolinska Renata ,
Ggsinska Emilia , Grzela Tomasz , Foltynski Piotr , Kowara Michat , Mieczkowska
Zofia , Czupryniak Leszek; Diabetes Metabolic Syndrome and Obesity-Targets and
Therapy; 2021

Praca oryginalna (IF= 3,249 MEiN: 100)

The Problem of Wound Healing in Diabetes—From Molecular Pathways to the
Design of an Animal Model.

Mieczkowski Mateusz , Mrozikiewicz-Rakowska Beata , Kowara Michat , Kleibert
Marcin , Czupryniak Leszek, International Journal of Molecular Sciences; 2022.

Praca oryginalna (IF= 6,208 MEiN: 140)

Laczny Impact Factor: 9,457
Laczna punktacja MEiIN: 246



Spis tresci

1. Wykaz zastosowanych SKFOtOW ...............ccoooviiiiiiiiieiiiiecee e 8
2. Streszczenie W JezyKku POISKIM ..........oocoiiiiiiiiiiiiiie e 9
3. Streszczenie w jezyku angielsKim ...............ccccooviiiiiiiiiiin e 14
4. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden cykl oraz
komentujacy osiagni¢cia naukowe na tle dotychczasowego stanu wiedzy........................ 18
5. Zal0Zenia i Cel PIracCy.........ccccooiiiiiiiiiiiiee e 26
6. Kopie opublikowanych Prac............c.ccccooiiiiiiiiiiiicee e 27

6.1. Nowy Model Ran Przewlektych w cukrzycy — Badanie Pilotazowe u Szczurow Rasy
WISEAL. .ttt ettt a ettt ettt b e s a e sa e bt ettt et nenae 27

6.2. Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process in Rats with
Streptozotocin-Induced DIabeEtes ..........cocvriiiiiiiiiieciiecee e 34

6.3. The Problem of Wound Healing in Diabetes — From Molecular Pathways to the Design

of an ANIMAal MOAEL .......ooouiiiiiiiii et et 47
7. ZAKONCZEIMIC .....c..oiiiiiiiiiiiiiicec ettt ettt et e sbe e et ee 68
Td. POASUMOWANIE .......ooiiiiiiiiiiiiiiiiceeecet ettt et saeeerees 68
T2 WIHOSKIL .ottt 70
8. BiblIoGrafia .........coocoiiiiiii e 71
9. Opinia Komisji Bio€tyCzne].............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeceeeeeee e 76
10. Oswiadczenia WSPOIAUTOIrOW .............cocoviiiiiiieiiiiciee e 79



1. Wykaz zastosowanych skrotow

AGE pozne produkty glikacji (ang. advanced glycation endproducts)
adenozyno-5'-monofosforan/adenozyno-5'-trifosforan (ang. 5 -adenosine
AMP/ATP . . .
monophosphate / 5 -adenosine triphosphate)
ASIC3 kanat jonowy zalezny od kwasowosci typu 3 (ang. acid-sensing ion channel-3)
CGRP peptyd pochodny genu kalcytoniny (ang. calcytonin gene-related peptide)
DAC diacyloglicerol (ang. diacyloglicerole)
DPP-4 dipeptydylo-peptydaza 4 (ang. dipeptidyl peptidase-4)
GLUTV/ biatko transportera glukozy 1 / biatko transportera glukozy 2 (ang. glucose
GLUT 2 transporter-1/ glucose transporter-2)
HbAlc hemoglobina glikowana (ang. glycated hemoglobin)
H+E barwienie hematoksyling i eozyng (ang. staining with hematoxylin and eosin)
ICAM-1 migdzykomorkowa molekuta adhezyjna-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1)
IGF-1 insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (ang. insulin-like growth factor 1)
TRPV1 receptor waniloidowy typu 1 (ang. transient receptor potential vanilloid type 1)
NA nikotynamid (ang. nicotinamide)
zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang.
NADPH oo : . . .
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
NO tlenek azotu (ang. nitric oxide)
;‘;:Ilma insulina izofanowa (ang. insulin neutral protamin Hagedorn)
PI3K/Akt szlak sygnalowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (ang.
phosphatidylinositol 3-kinase and AKT protein kinase pathway)
PKC/ . . . . . . . .
PKA kinaza biatkowa C/ kinaza biatkowa A (ang. protein C kinase / protein A kinase)
pXx piksel (ang. pixel)
receptor dla produktow pdznej glikacji (ang. receptor for advanced glycation
RAGE
endproducts)
SGLT2 kotransporter glukozowo-sodowy 2 (ang. sodium-glucose cotransporter-2)
STZ streptozotocyna (ang. streptozotocin)
T1DM cukrzyca typu 1 (ang. type 1 diabetes mellitus)
T2DM cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus)




2. Streszczenie w jezyku polskim

Tytul: Translacja wynikoéw badan nad zwierzecymi modelami ran na ich zastosowanie
w praktyce klinicznej gojenia ran u pacjentow z cukrzycq

Wstep

W dobie starzenia si¢ populacji problem leczenia trudno gojacych si¢ ran nabiera coraz
wiekszego znaczenia klinicznego. Generatorem opoznionego procesu gojenia tkanek sg
wszystkie choroby, u podtoza ktérych lezy zmniejszenie utlenowania tkanek, zarowno na
poziomie mikrokrazenia, jak 1 w tozysku duzych naczyn krwiono$nych. Wiodaca jednostka
chorobowa wiklajaca gojenie ran jest cukrzyca. Badania podstawowe kierowane sa na
poszukiwania zaréwno czgsteczek, jak 1 metod optymalizujagcych proces gojenia ran,
zwigzanych szczegblnie z wieloletnim niewyréwnanym przebiegiem cukrzycy. Istotg takich
terapii jest minimalizacja ryzyka zakazenia tkanek poprzez zmniejszenie wielkosci owrzodzen,
a zatem wplyw na proces ich regeneracji. Rana bez cech zakazenia to mniejsze ryzyko takich
powiktan jak sepsa, z mozliwo$cig zgonu wiacznie. Utrzymywanie si¢ cech infekeji to ryzyko
potencjalnie nieodwracalnej utraty nie tylko stopy, ale takze calej konczyny dolnej, w wyniku
ich martwicy. Jednak zanim nowe formy terapii bedg mogly by¢ zastosowane u ludzi,
niezbedne s badania kliniczne powstate w oparciu o wlasciwie opracowane modele zwierzgce.

Celem badan wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej byto stworzenie
eksperymentalnego modelu zwierzgcego rany przewleklej. Kolejne badania pozwolity na
uzyskanie warunkow mozliwie jak najwierniej odzwierciedlajacych zmiany patofizjologiczne
obecne w tkankach pacjentéw poddanych wptywowi hiperglikemii. Po wytworzeniu takiego
modelu dokonano oceny wplywu dwoch form terapeutycznych na efektywno$¢ gojenia ran u

zwierzat doswiadczalnych.

Prace nr 1 1 2 niniejszej rozprawy maja charakter oryginalny i zostaty przeprowadzone
po doglebnej analizie dostepnego pismiennictwa w zakresie projektowania badan na modelach
zwierzecych. Pierwsza praca stanowi opis badania pilotazowego z zaproponowanym autorskim
modelem gojenia ran przewlektych u szczurow rasy Wistar, u ktorych wytworzono cukrzyce
za pomocy streptozotocyny (STZ). Druga praca powstata na bazie wnioskow wynikajacych z
doswiadczen opisanych w pierwszej pracy. W drugiej pracy uporzadkowano wnioski z badania

pierwszego, modyfikujac pierwotnie stworzony zwierzgcy model rany przewleklej oraz



zastosowano dwie odrebne czasteczki przeciwcukrzycowe celem poréwnania ich wptywu na
sam proces gojenia rany, a wiec wykorzystujace dziatania pozahipoglikemzujace lekow
rutynowo stosowanych w terapii cukrzycy per se. Podsumowaniem zebranych doswiadczen
jest trzecia praca, ktora ma charakter pogladowy. Uwagi zawarte w pracy stanowig drogowskaz
dla badaczy, ktérzy beda oceniali skutecznos¢ nowych lekow bazujac na zwierzecym modelu

rany z towarzyszaca cukrzyca.

Materialy i Metody

Badania opisywane w pracach 1 i 2 przeprowadzono po uzyskaniu zgody II Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie. Badania przeprowadzono we
wspotpracy z Zakladem Farmakologii Dos$wiadczalnej 1 Kliniczneg WUM. W obu
przeprowadzonych badaniach wykorzystano szczury rasy Wistar, ptci megskiej, o masie ciata
okoto 300 g (+/-30g).

Badanie nr 1 byto badaniem pilotazowym. Jego celem byto uzyskanie srednio-ci¢zkiej
cukrzycy z jednoczesng stwierdzong obecno$cig neuropatii, co miato imitowaé warunki
analogiczne do tych, jakie mozna zaobserwowac u 0sob z wieloletnia, niewyréwnang cukrzyca.
Protoko6t badania zakladat ostateczne przygotowanie takiego modelu, ktory mogltby w
przysztosci by¢ wzorem dla roznych badan oceniajgcych skuteczno$¢ nowych czasteczek w
leczeniu trudno gojacych si¢ ran w cukrzycy. Dotyczy to zarowno czasteczek podawanych
ogolnoustrojowo, jak i miejscowo do tozyska rany. Celem wywolania cukrzycy zwierzgta
otrzymywaty domig$niowo streptozotocyng (STZ) w dawce 35 - 38mg/kg masy ciala.
Obecno$¢ oraz rozwdj neuropatii oceniano odpowiednio po 7., 14., 21. 1 28. dniu od podania
STZ, uzyskujac po tym okresie $rednig redukcje antynocycepcji w zakresie 43,6 — 44% w
stosunku do warto$ci wyjsciowych. Do wlasciwego etapu badania pilotazowego wybrano 14
osobnikow, ktore utrzymywaly glikemie w zakresie 250-350 mg/dl. Zwierzeta te podzielono
na dwie grupy. Grupa I otrzymywata podskorne iniekcje insuliny NPH (neutral protamin
Hagedorn) w dawce 5 j.m./kg masy ciata, natomiast grupa II (grupa kontrolna) otrzymywata
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl). Po 21 dniach stabilizacji glikemii w grupie I (glikemie
w zakresie 80-150 mg/dl), w obydwu grupach dokonywano wytworzenia powierzchownej rany.
Za pomocg skalpela usuwano z grzbietu cienka warstwe naskorka oraz skory wilasciwej o
wymiarach 1,5 cm x 2,5 cm, nastgpnie ostrzykiwano roztworem lipopolisacharydu uzyskanego
z Pseudomonas aeruginosa o stezeniu Smg/dl (celem imitacji warunkow miejscowego stanu

zapalnego) 1 ostatecznie ran¢ zabezpieczano za pomocg opatrunku. Opatrunki zmieniano co 3
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dni celem dokonania pomiaréw rany oraz pobierania wycinkow z rany do oceny
histopatologiczne;.

Trudno$ci miedzy innymi w zakresie stabilizacji procesu gojenia rany w badaniu
pierwszym, pilotazowym (opisane w Rozdziale 4., uzasadniajacym potaczenie opisywanych
prac w cykl), staty si¢ podstawa do modyfikacji protokotu badania drugiego. Badanie nr 2,
przeprowadzono na grupie 200 szczurow rasy Wistar pici meskiej, chowu wsobnego, u ktérych
wywotywano cukrzyce metodg analogiczng jak w badaniu nr 1. W fazie wstgpnej, stuzacej do
okreslenia odpowiedniej dawki lekow przeciwcukrzycowych, wykorzystano 120 szczurow.
Zatozeniem byto uzyskanie glikemii w przedziale 350-450 mg/dl. W ostatecznej fazie badania
wykorzystano 45 osobnikdéw o najbardziej stabilnych glikemiach. Osobniki te podzielono na 3
grupy. W grupie I podawano dootrzewnowo insuling ludzkg NPH (5 j./kg m.c. raz dziennie),
grupa II otrzymywata dozotadkowo metforming (500 mg/kg m.c. raz dziennie), a grupa III
(kontrolna) otrzymywata dootrzewnowo s6l fizjologiczng (0.9% NaCl). Po 14 dniach leczenia
przeciwcukrzycowego u szczuroOw dokonywano wytworzenia powierzchownej rany. Na
grzbiecie szczuré6w wycinano cienkg warstwe naskorka oraz skory wtasciwej o wymiarach 2x2
cm 1 wszywano silikonowy krazek o $rednicy 4 cm z otworem w $rodku w celu stabilizacji
skory 1 standaryzacji procesu gojenia. Celem monitorowania procesu gojenia rany co 3 dni
dokonywano zaréwno fotograficznej oceny wielkosci rany, jak i pobierano biopsje z jej
powierzchni. Proces gojenia si¢ ran $ledzono przez 9 dni. Probki biopsyjne poddawano
barwieniu hematoksyling 1 eozyng (H+E), a takze przeprowadzano badania

immunohistochemiczne w celu oceny ekspresji markera proliferacji - antygenu Ki67.

Wyniki

W pracy nr 1 zaobserwowano szybsze tempo gojenia rany u szczurOw z grupy |
otrzymujacej insuline. Srednia powierzchnia rany w 12. dniu po jej wytworzeniu w grupie I
wynosita 3808 px, natomiast w grupie II (kontrolnej) 13104 px, a procentowy stosunek
powierzchni koncowej rany do poczatkowej wynosit odpowiednio w grupie I 8%, natomiast w
grupie II — 23%. Analiza materialu biopsyjnego wykazala znacznie wigksze nagromadzenie
komorek zapalnych oraz podwyzszong ekspresj¢ miejscowego stanu zapalnego w grupie II
(kontrolnej). W grupie I po pierwszych 3 dniach obserwowano przejsciowe powickszenie
powierzchni rany, czego nie obserwowano w grupie II. Wynik ten najprawdopodobniej byt
konsekwencjg braku stabilizacji rany z uwagi na odmienny mechanizm gojenia ranu u szczurow
(zjawisko kontrakcji migs$nia panniculus carnosus) w sposob umozliwiajacy idealne

porownanie wynikow w kazdym momencie czasowym. Konsekwencji wptywu tego
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mechanizmu na proces gojenia rany unikni¢to w pracy nr 2 dzigki zastosowaniu opisywanych
krazkow silikonowych.

W pracy nr 2 $rednie st¢zenia glukozy w badanych grupach po 30 dniach terapii insuling
lub metforming oraz w grupie kontrolnej byty podobne i miescilty si¢ w przedziale 350-450
mg/dl, co odpowiadato zaktadanemu celowi, jakim byto odwzorowanie stanu niewyréwnania
metabolicznego cukrzycy. Takie przedzialty glikemii utrzymywaty si¢ podczas calego procesu
obserwacji gojenia rany, co bylo istotng modyfikacjg w stosunku do pierwotnego modelu.

Srednie zmiany pola powierzchni rany (= odchylenie standardowe) wynosity
odpowiednio dla grupy I (insulina) -66,8% (£ 9,7%), grupy II (metformina) -40,4% (+ 15,8%)
1 grupy III (kontrolnej) -48,0% (= 9,8%). Testy post-hoc Scheffégo 1 Bonferroniego wykazaty
istotne roznice pomiedzy grupg I (insulina) a grupa II (metformina), przy p < 0,002 dla obu
testow oraz pomiedzy grupa I (insulina) a grupa III (kontrolna), przy p < 0,03 dla obu testow.
Nie odnotowano natomiast istotnych réznic pomigdzy grupa otrzymujaca metforming (grupa
IT) a grupg kontrolng (grupa III) (p > 0,51 dla obu testow). Dlatego najwyzszy wskaznik gojenia
si¢ ran dotyczyt grupy insulinowej (grupa I).

Materiat biopsyjny pobrany od szczurdw grupy I (leczonych insuling) w analizie
histopatologicznej wykazywat istotnie nizszy poziom nacieku zapalnego anizeli te uzyskane od
szczurdw leczonych metforming (grupa II) oraz grupa kontrolng (grupa III). Ocena
immunohistochemiczna wykazata najwigksza gestos¢ osrodkow proliferacji (wyrazong
ekspresja markera proliferacji - antygenu Ki67) w grupie zwierzat leczonych insuling (indeks
proliferacyjny 27,5% vs 18%).

Wyniki badan 1 1 2 postuzyly do przygotowania pracy pogladowej (praca nr 3)
podsumowujacej dotychczasowg wiedze w zakresie przygotowania modelu zwierzecego rany

przewlektej z towarzyszaca cukrzyca.

Whioski

Autorzy poszukiwali powtarzalnego modelu rany przewlektej w cukrzycy, ktory
moglby znalez¢ zastosowanie w badaniu wplywu réznych czasteczek farmakologicznych na
efektywnos$¢ gojenia ran. Cel ten zostal osiggnigty, a wyniki drugiego z przeprowadzonych
badan wykazaty przydatno$¢, uniwersalnos¢ oraz powtarzalno$¢ zaprojektowanego modelu
zwierzecego rany przewleklej. W badaniu tym udowodniono, Ze insulina istotnie bardziej
pobudza proces proliferacji komorek w tozysku rany w stosunku do metforminy, czego
dowodem byta zwigkszona ekspresja antygenu Ki67. Poniewaz badanie prowadzono w

warunkach utrzymujacej si¢ na statym poziomie hiperglikemii niezaleznie od zastosowanych
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czasteczek, efekt zmniejszenia powierzchni rany nie byt zalezny od zmian wartosci glikemii.
Badanie dowodzi, Zze na proces gojenia ran w cukrzycy ma wplyw zastosowanie konkretnego
leku przeciwcukrzycowego. Uzyskany materiat moze stanowi¢ poczatek rozwazan
dotyczacych szerokiego wplywu lekow przeciwcukrzycowych, w tym insuliny, na mechanizmy
gojenia si¢ ran w cukrzycy. Ustalenie tych mechanizméw oraz proba molekularnego
wyjasnienia zauwazalnego przyspieszenia gojenia ran w warunkach hiperglikemii u chorych

leczonych insuling begdzie celem kolejnego etapu naszych badan.
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3. Streszczenie w jezyku angielskim

Title: Translation of the studies results on animal wound models into their application to the

clinical practice of wound healing in patients with diabetes

Introduction

In an ageing population, the problem of treating hard-to-heal wounds is becoming
increasingly clinically important. The generators of delayed tissue healing are all diseases with
an underlying reduction in tissue oxygenation, both at the microvascular level and in the bed of
large blood vessels. The leading disease entity complicating wound healing is diabetes. Basic
research is directed towards the search for both molecules and methods to optimize the healing
process in wounds associated particularly with long-term uncompensated diabetes. The essence
of such therapies is to reduce the risk of tissue infection by decreasing the size of ulcerations
and therefore influencing the regeneration process. A wound without infectious features also
means a lower risk of complications, such as sepsis, including possible death. The persistence
of infectious features is also a risk of potential irreversible loss not only of the foot, but also of
the entire lower limb, as a result of necrosis. However, before new forms of therapy can be

applied to humans, clinical trials based on properly developed animal models are required.

The aim of the research forming part of this dissertation was to create an experimental
animal model of chronic wounds. The initially created model was then modified, obtaining
conditions that reflected as closely as possible the pathophysiological changes present in the
tissues of patients affected by hyperglycaemia. Once such a model had been produced, the

impact of two different therapeutic models on wound healing efficacy was assessed.

Papers 1 and 2 of this dissertation are original and were designed after an in-depth
analysis of the available literature on the design of animal model studies. The first paper is a
description of a pilot study with the authors' proposed model of chronic wound healing in Wistar
rats, in which diabetes was produced with streptozotocin. The second paper was based on the
conclusions from the experiments described in the first paper. In the second paper, the
conclusions of study 1 were structured by modifying the designed animal model of chronic
wounds and two separate therapeutic regimens were used to compare their effects on the wound

healing process itself, thus exploiting the non-hypoglycaemic effects of molecules routinely
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used in diabetes therapy per se. The third paper summarizes the collected experience. The
observations in the paper provide a signpost for researchers who will evaluate the efficacy of

new molecules based on an animal model of wound healing with associated diabetes.

Materials and Methods

The studies described in papers 1 and 2 were carried out after obtaining approval from
the 2" Local Ethical Committee for Animal Experiments in Warsaw. The studies were
conducted in collaboration with the Department of Experimental and Clinical Pharmacology,
WUM. Both studies used Wistar rats, male, with out-bred characteristics, weighing
approximately 300 g (+/-30g).

Study 1 was a pilot study. Its aim was to obtain moderately severe diabetes with
concomitant established neuropathy to mimic analogous conditions in subjects with long-term,
uncompensated diabetes. The study protocol was to ultimately prepare such a model, which
could in future serve as a model for various studies evaluating the efficacy of different
molecules with potential use in the treatment of difficult-to-heal wounds in diabetes. This
includes molecules administered systemically as well as topically to the wound bed. In order to
induce diabetes, animals received streptozotocin intramuscularly (dose 38mg/kg body weight).
The presence and development of neuropathy was assessed 7, 14, 21 and 28 days after
streptozotocin administration, respectively, with a mean reduction in antinociception of 43.6 -
44% from baseline. For the actual part of the pilot study, 14 individuals which maintained
glycaemias in the range of 250-350 mg/dl were selected. These individuals were divided into
two groups. Group I received subcutaneous injections of NPH insulin at a dose of 5 [U/kg,
while group II (control group) received injections of saline (0.9% NaCl). After 21 days of
glycaemic stabilization in group I (glycaemias in the range 80-150 mg/dl), a superficial wound
was made in both groups. A thin layer of epidermis and dermis measuring 1.5 cm x 2.5 cm was
removed from the dorsum using a scalpel, then injected with a 5mg/dl solution of
lipopolysaccharide from Pseudomonas aeruginosa (to mimic local inflammatory conditions)
and finally the wound was protected with a secondary dressing. Dressings were changed every
three days in order to take wound measurements and wound biopsies for histopathological
evaluation.

Difficulties in, among other things, stabilizing the wound healing process in the first,
pilot study (described in Chapter 4, which justifies combining the described papers into a series)
became the basis for modifying the protocol of study 2. Study 2, was conducted in a group of

200 male, inbred Wistar rats, in which diabetes was induced using the same method as in Study
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1. In the initial phase, 120 rats were used to determine the appropriate dose of antidiabetic drugs
to achieve glycaemia of 350-450 mg/dl. In the final phase of the study, 45 individuals with the
most stable glycaemias were used. These individuals were divided into three groups: group I
received human NPH insulin intraperitoneally (5 [U/kg b.w.) once daily, group II received
metformin intragastrically (500 mg/kg b.w.) and group III (control) received saline
intraperitoneally. After 14 days of antidiabetic treatment, a superficial wound was made in the
rats. A thin layer of epidermis and dermis measuring 2x2 cm was cut on the dorsum of the rats
and a 4 cm diameter silicone disc with a hole in the center was sutured to stabilize the skin and
standardize the healing process. To monitor the wound healing process, both a photographic
assessment of the wound size and a biopsy of the wound surface were taken every three days.
The wound healing process was followed for 9 days. Biopsy samples were subjected to H+E
staining and immunohistochemistry was performed to assess the expression of the proliferation

marker Ki67 antigen.

Results

In study 1, a faster rate of wound healing was observed in group I (rats receiving insulin).
The mean surface area at day 12 after wound formation for group I was 3808 px, while in group
II (control) it was 13104 px, and the percentage ratio of final wound area to initial wound area
was 8% in group I and 23% in group II, respectively. Analysis of the biopsy material showed a
significantly higher accumulation of inflammatory cells and greater expression of local
inflammation in group II (control). An enlargement of the wound area was initially observed in
group I (after the first 3 days), which was not observed in group II. This result was most likely
a consequence of the lack of wound stabilization due to the different mechanism of wound
healing in rats (musculus panniculus carnousos contraction phenomenon) in such a way that
the results could be ideally compared at any time point. The consequences of the effect of this
mechanism on wound healing were avoided in paper 2 by using the silicone discs described
above.

In paper 2, the mean glucose levels in the insulin or metformin treatment groups and the
control group after 30 days of treatment were similar and ranged between 350 and 450 mg/dl
to represent the metabolic unbalanced state of diabetes. These glycaemic ranges were
maintained throughout the observation of wound healing, an important modification of the
original model to better represent the state of chronic diabetic imbalance.

Mean wound area changes (+ standard deviation) were -66.8% (£ 9.7%) for group I
(insulin), group II (metformin) -40.4% (£ 15.8%) and group III (control) -48.0% (= 9.8%),
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respectively. Scheffé and Bonferroni post-hoc tests showed significant differences between the
insulin group (group I) and the metformin group (group II), with p < 0.002 for both tests, and
between the insulin group (group I) and the control group (group III), with p < 0.03 for both
tests. On contrary, there were no significant differences between the metformin group (group
I1) and the control group (group III) (p > 0.51 for both tests). Therefore, the highest wound
healing rate was for the insulin group (group I).

Biopsy material taken from group I (insulin-treated) rats on histopathological analysis
showed significantly lower levels of inflammatory infiltration than those obtained from rats
treated with metformin (group II) and the control group (group III). Immunohistochemical
evaluation showed the highest density of proliferation centers (expressed with proliferation
marker — Ki67 antigen) in the group of insulin-treated animals (proliferation index 27.5% vs
18%).

The results of studies 1 and 2 were used to prepare a review paper (paper 3) summarizing
previous knowledge in the preparation of an animal model of chronic wounds with associated

diabetes.

Conclusions

The authors were looking for a reproducible chronic wound model in diabetes, that could
be used to study the effects of different pharmacological molecules on wound healing
efficiency. This objective was achieved and the results of the second study conducted
demonstrated the usefulness, versatility and reproducibility of the designed animal model of
chronic wounds. In this study, insulin was shown to significantly stimulate cell proliferation
more than metformin, as evidenced by increased expression of the Ki67 antigen. As the study
was conducted under conditions of sustained hyperglycaemia, irrespective of the molecules
used, the effect of wound area reduction was not dependent on changes in glycaemic values.
This study demonstrates that the wound healing process in diabetes is influenced by the use of
a specific antidiabetic drug. The material obtained may be the beginning of a consideration of
the broad effects of antidiabetic drugs, including insulin, on wound healing mechanisms in
diabetes. Establishing these mechanisms and attempting to molecularly explain the noticeable
acceleration of wound healing under hyperglycaemic conditions in insulin-treated patients will

be the aim of the next stage of our research.
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4. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden cykl oraz
komentujacy osiagni¢cia naukowe na tle dotychczasowego stanu wiedzy

Wedhug raportu International Diabetes Federation (IDF) w 2021 roku szacowano, ze na
swiecie z cukrzycg zyje 537 milionow dorostych (20-79 lat). Przewiduje si¢, ze do 2045 roku
liczba o0s6b z rozpoznang cukrzyca osiggnie ponad 783 miliony [1]. Wobec lawinowo
narastajacej zachorowalno$ci na cukrzyce rownolegle ros$nie liczba powiktan tej choroby.
Przewlekle powiktania cukrzycy, zardowno o charakterze mikro- jak i makroangiopatii, maja
istotny wplyw na stopniowe pogarszanie si¢ funkcji wielu narzadow w wyniku zmniejszenia
utlenowania tkanek. Powiklania te s3 m.in. przyczyna upos$ledzenia procesu gojenia ran,
zarowno ostrych, jak i przewlektych [2]. To, co wyr6znia naturalny przebieg powiktan
naczyniowych u oso6b z cukrzyca w stosunku do oséb bez cukrzycy, to niejednokrotnie
bezobjawowy ich charakter. Przyczyng tego faktu jest m.in. naktadajaca si¢ na ten przebieg
zmian narzgdowych neuropatia, ktora jest najczestszym, a jednoczesnie najbardziej
niedocenianym w codziennej praktyce klinicznej powiktaniem cukrzycy. Neuropatia, ktora
moze dotyczy¢ wielu uktadow, wedtug réznych autoréw obecna jest u 54-80% pacjentéw z
cukrzycg na réznych etapach ich zycia [3,4]. W przypadku ran zlokalizowanych w odcinkach
dystalnych organizmu (najczesciej stopy, rzadziej rgce) neuropatia ma szczegolne znaczenie,
poniewaz moze dotyczy¢ komponenty zardbwno czuciowej, ruchowej, jak i autonomicznej. W
tych lokalizacjach moze objawia¢ si¢ m.in. uposledzeniem czucia bolu, temperatury, dotyku i
wibracji oraz suchoscig skory, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do powstawania owrzodzen
w miejscach wzmozonego nacisku. Jest to podstawg m.in. rozwoju zespotu stopy cukrzycowe;.
Uwaza si¢ ze owrzodzenie stop moze pojawic si¢ u 15%, a nawet 20% pacjentow z cukrzyca
na przestrzeni ich zycia [4,5]. Tylko szybka interwencja w momencie powstania rany u chorego
z cukrzycg jest w stanie zahamowac niekorzystny cigg zdarzen prowadzacych poprzez
zakazenie do martwicy, koniecznos$ci resekcji tkanek, a nawet sepsy z mozliwoscig zgonu
wlaczenie. Nadzieja dla pacjentdow z cukrzyca, u ktorych powstanie rana, jest dostepnos¢
czasteczek farmakologicznych, ktore z jednej strony beda hamowaty nasilenie cech stanu
zapalnego, a z drugiej przyspieszaty proliferacj¢ nowo tworzacej si¢ ziarniny. Rolg badan
naukowych jest ciaggte ulepszanie narzgdzi umozliwiajacych skrocenie czasu gojenia ran. Do
narzedzi tych naleza nowo syntezowane czasteczki, ale takze odpowiednio projektowane
zwierzece modele rany, ktore moga odzwierciedla¢ warunki obecne w ranach u ludzi. W
dostgpnym pismiennictwie opisano wiele modeli zwierzecych cukrzycy oraz wiele modeli

samej rany, jednak niewiele mozemy znalez¢ opracowan opisujacych zwierzecy model rany w
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cukrzycy, szczegolnie z towarzyszaca neuropatia.

Przedstawiany cykl prac mial dwa zasadnicze cele. Pierwszym bylo zaprojektowanie
zwierzecego modelu rany przewlektej, ktory mozliwie jak najwierniej odwzorowatby warunki
w tkankach u ludzi z cukrzyca oraz towarzyszaca neuropatig. Drugim celem byla ocena
skutecznos$ci lekow przeciwcukrzycowych w zakresie wplywu na proces gojenia rany na

optymalnie przygotowanym wcze$niej modelu rany zwierzece;.

U ludzi przedtuzone gojenie ran, zwigzane z obecnos$cig cukrzycy, wynika z odmienne;j
patofizjologii tego procesu w warunkach hiperglikemii 1 jest ztozonym procesem. Pierwotnie
hiperglikemia, a w dalszej konsekwencji wzajemne naktadanie si¢ wplywu immunopatii,
endoteliopatii oraz neuropatii, sag gldwnymi czynnikami wptywajacymi na znaczne utrudnienie
procesu gojenia ran u chorych na cukrzyce [6]. Uszkodzenia narzagdowe w cukrzycy zalezne od
utrzymujacej si¢ przewlekle hiperglikemii sa wynikiem nasilenia szlaku poliolowego, kinazy
biatkowej C (PKC) 1 szlaku p6éznych produktéw glikacji (AGE).Wszystkie opisane wyzej
procesy sa wynikiem zaburzen krazenia, zard6wno na poziomie mikro-, jak i
makronaczyniowym, i sg bezposrednim czynnikiem wydluzajacym czas gojenia ran, a czgsto
catkowicie je uniemozliwiajagcym [7]. Wynika to z niewystraczajagcego zaopatrzenia miejsca

rany w substancje odzywcze konieczne do prawidlowej regeneracji tkanek [8].

Immunopatia cukrzycowa polega na uposledzeniu funkcji obronnych organizmu
zaleznych od czynnikow komorkowych 1 humoralnych powstalych w warunkach przewleklej
hiperglikemii (tzw. hyperglycemia milieu). W takich warunkach ostabione sg wlasciwosci
bakteriobdjcze granulocytow oboje¢tnochtonnych, co wynika ze zmniejszonej aktywnos$ci
zawartej w ich ziarnisto$ciach azurofilnych dysmutazy nadtlenkowej. Niedobory fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH) zwigzane m.in. z aktywacja szlaku
poliolowego w cukrzycy powoduja, ze tlenowe mechanizmy odpowiedzialne za
unieszkodliwianie drobnoustrojow przez granulocyty oboj¢tnochtonne nie sg w petni sprawne
(poprzez zmniejszenie aktywnos$ci enzymow zaleznych od insuliny), poza tym upos$ledzeniu

ulegaja rowniez procesy komorkowe, takie jak chemotaksja czy fagocytoza. [9,10,11].

Szlak poliolowy dodatkowo przyczynia si¢ do zmniejszenia podazy tlenku azotu (NO)
oraz nasila produkcj¢ wolnych rodnikéw tlenowych w $wietle naczyn, powodujac bezposrednio
zaburzenie regulacji naczyniowej ich $rédbtonka, co wydaje si¢ odgrywaé kluczowg rolg w

rozwoju endoteliopatii [12,13].

Ponadto hiperglikemia, w wyniku wzmozonej syntezy diacyloglicerolu (DAG), wptywa
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na zwigkszenie syntezy enzymow regulatorowych nalezacych do szlaku PKC, ktére powoduja
dysfunkcje mikroarteriolii  regulujacych  kurczliwo$¢ miesnidowki  gladkiej naczyn
zaopatrujagcych obszary tkankowe [14]. Uszkodzenie komorek endotelium w okresie
dlugotrwatej niewyroéwnanej cukrzycy dokonuje si¢ rowniez w wyniku dziatania szlaku AGE
poprzez glikacje struktury i zmiane funkcji biatek macierzy zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe;.
Dodatkowo aktywacja receptorow dla AGE (RAGE) prowadzi do aktywacji oksydazy NADPH
1 w tym mechanizmie dalej nasilenia procesy oksydoredukcyjnych, co powoduje dalsze
uszkodzenie endotelium poprzez formowanie produktow reaktywnych form tlenu (ROS) oraz
uszkodzenie DNA [15]. W wyniku nasilenia wspomnianych szlakow AGE jak i PKC dochodzi
takze do zwigkszonej sygnalizacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
posredniczacego m.in w syntezie endoteliny-1 oraz molekut adhezyjnych ICAM, ktore nasilajg

miejscowy odczyn immunologiczny w §wietle naczynia [16].

Wigkszos¢ procesow odpowiedzialnych za rozwdj endoteliopatii 1 immunopatii, m.in.
zwigkszona aktywnos$¢ szlaku poliolowego, tworzenie AGE oraz szlak PKC, prowadzi
jednoczes$nie do rozwoju neuropatii [17]. Do uszkodzenia nerwow per se, dochodzi jak w
przypadku endoteliopatii, w wyniku nadmiernej aktywnos$ci szlaku poliolowego, czego
konsekwencja jest gromadzenie sorbitolu, nasilenie stresu osmolarnego i w konsekwencji
zwiekszenie aktywnosci ROS [18]. Z uwagi na postgpujace zmiany okluzyjne w vasa nervorum
dochodzi takze do zmniejszenia ci$nienia parcjalnego tlenu, a co za tym idzie miejscowego
niedokrwienia tkanek i obnizenia pH, co bezposrednio powoduje aktywacje kanalu jonowego
zaleznego od kwasowosci typu 3 (ASIC3), odpowiedzialnego za przekazywanie sygnatow
bolowych 1 regulowanego przez kinazg¢ biatkowa A (PKA) oraz kinaz¢ biatkkowg C (PKC)
[19,20].

W wyniku mikroangiopatii uposledzona jest takze sekrecja neuropeptydow i
neuroprzekaznikdéw z zakonczen widkien nerwowych (gtdéwnie wtokna typu C, ktére wystepuja
w 70% w skorze), m.in. substancji P oraz peptydu pochodnego genu kalcytoniny (CGRP), co
powoduje, ze komorki uktadu odpornosciowego nie uzyskuja sygnatu do podjecia swoich
funkcji [21,22]. Zaktocone zostaja wigc procesy sygnalizacji komorkowej odpowiedzialne
zaré6wno za obecno$¢ neuropatii boélowej, jak 1 wadliwg odpowiedz na pojawienie si¢ cech stanu
zapalnego [23]. W wyniku utrzymujacego si¢ przewlekle miejscowego stanu zapalnego
wywolanego uszkodzeniem $rodbtonka naczyn dochodzi ponadto do aktywacji receptoréw
waniloidowych (TRPV1) [19]. Receptory TRPV1 sa umiejscowione we witdknach nerwow

czuciowych oraz m.in. w niektorych naczyniowych komorkach srodbtonka i komoérkach migsni
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gladkich, uczestniczac w integracji przekazywania bodzcow bolowych, a ich nadmierna
aktywacja rowniez odpowiada za obecno$¢ neuropatii bolowej u pacjentow z cukrzycg [24]. Z
reguly u ludzi na opisane procesy wiodace do mikroangiopatii, naktadaja si¢ stopniowo
nasilajace si¢ zmiany makroangiopatyczne, ktére w zaleznosci od obszaru tkankowego moga
powodowa¢ zmiany niedokrwienne, np. wystepujace w obszarze konczyn dolnych, wywotujac
zmiany zgorzelinowe (zespot stopy cukrzycowej o etiologii naczyniowej). Jednak wyjsciowa
przyczyna, ktéra w wigkszosci przypadkow stanowi podstawe decydujaca o uposledzeniu
gojenia ran w cukrzycy, sa zmiany w naczyniach o malej §rednicy wywolujace mikroangiopati¢
[25]. Uzyskanie takich warunkow u zwierzat doswiadczalnych jest niezwykle trudne.
Powszechnie uzywane modele szczurze 1 mysie zapewniajg wglad w specyficzne,
wyselekcjonowane mechanizmy zwigzane z cukrzyca o podiozu poligenowym [26]. W
modelach zwierzgcych uzyskuje si¢ zazwyczaj albo efekt odpowiadajacy wpltywowi

mikroangiopatii, albo makroangiopatii.

W pracach, ktore sa przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zdecydowano, aby do
oceny zwierzgcego modelu rany postuzyly szczury. W poréwnaniu do innych dostgpnych
zwierzat laboratoryjnych model szczurzy cechuje si¢ niskim kosztem ekonomicznym
prowadzenia badania (zakup zwierzgcia, zapewnienia pozywienia, powierzchni laboratoryjnej),
a przy tym wysokim wskaznikiem urodzefn osobnikdéw oraz krotkim czasem reprodukcji, co

utatwia szybkie generowanie modeli o okreslonych cechach [27].

U szczuréw doswiadczalnych zmiany o charakterze neuropatii sg stwierdzane juz po 7
dniach od indukcji cukrzycy, co znacznie skraca czas prowadzenia badania. W badaniu nr 1 -
Nowy model ran przewleklych w cukrzycy — badanie pilotazowe u szczurow rasy Wistar
oraz w badaniu nr 2 pt. Insulin, but not metformin, supports wound healing process in
rats with streptozotocin-induced diabetes potwierdziliSmy stopniowy rozwoj neuropatii
odpowiednio po 7., 14., 21. 1 28. dniu od podania STZ. Stopien uszkodzenia nerwOw oceniano
mierzac prog wrazliwo$ci na bodzce mechaniczne wedtug modyfikacji metody Randalla-Selitto
[28]. U ludzi proces taki z reguly dokonuje si¢ na przestrzeni wielu lat. W badaniu
populacyjnym z 1994 roku, oceniajagcym obecnos$¢ powiktan DM, w ktorym ponad trzy tysiace
pacjentow z szesnastu krajow byto leczonych insuling, poczatkowo stwierdzono neuropati¢ u
28% chorych, a wzrost do 51,5% odnotowano po kolejnych siedmiu latach obserwacji [29].
Jezeli w modelu szczurzym przygotowanie analogicznych warunkéw trwa zaledwie kilka dni,
oznacza to, ze teoretycznie mozna w jego oparciu prowadzi¢ badania odpowiadajace na szereg

pytan klinicznych, ktére u ludzi trwatyby wiele miesigcy lub nawet lat.
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Pomimo ze etapy gojenia si¢ ran sg podobne i obejmujg koagulacje, faze zapalng (naciek
komorek odpornosciowych, wydzielanie cytokin), fazg proliferacyjng (wytwarzanie macierzy
pozakomorkowej, angiogeneza, epitelializacja) oraz faze remodelingu (sieciowanie i
reorganizacja kolagenu), istnieja roznice w ultrastrukturze i fizjologii skéry pomiedzy
poszczegolnymi gatunkami, co sprawia, ze gojenie si¢ ran u ludzi i zwierzat rézni si¢. U
szczurdw skora jest cienka 1 delikatna, natomiast warstwa podskorna sktada si¢ ze specjalnego
rozstepu mig¢sniowego, musculus panniculus carnosus. Rana powstata na grzbiecie zwierzecia
doswiadczalnego w obrebie musculus panniculus carnosus ulega szybkiemu obkurczaniu, co
sprzyja bardzo szybkiemu gojeniu si¢ ran [30]. Zjawiska tego nie da si¢ odtworzy¢ u ludzi.
Stato si¢ to powodem, dla ktorego w badaniu nr 2 pt. Insulin, but not metformin, supports
wound healing process in rats with streptozotocin-induced diabetes zastosowaliSmy
specjalng metoda stabilizacji rany. Na grzbiecie szczuréw wycinano cienkg warstwe naskorka
oraz skory wlasciwej o wymiarach 2x2 cm i wszywano silikonowy krazek o $rednicy 4 cm z
otworem w $rodku celem zapobiegania procesowi kontrakcji musculus panniculus carnosus,
ktory u kazdego osobnika mogltby przebiega¢ nieco inaczej. Zapewnilo to standaryzacje
procesu gojenia i powtarzalno$¢ u badanych osobnikow. Autorzy zdecydowali si¢ réwniez na
wybor szczurow przed myszami ze wzgledu na wigksza powierzchnie celem lepszego

odwzorowania wytworzonej rany.

U ludzi z cukrzycg rany przewlekte ulegaja z regulty zakazeniu. Celem uzyskania
warunkow imitujacych cechy miejscowego zakazenia w badaniach rang¢ ostrzykiwano
roztworem lipopolischarydu uzyskanego z Pseudomonas aeruginosa. Tak przygotowang rang
dodatkowo zabezpieczano za pomocg opatrunku w taki sposéb, aby zwierzeta nie przenosity
tkanek zakazonych na inne obszary cial, ani nie powodowaty ich powiktlania si¢ na skutek
draznienia tkanek np. o $cianki klatki. U cztowieka rany takze zabezpiecza si¢ za pomoca
opatrunkow o réznych wilasciwosciach (m.in. zmniejszenie ilo$ci wysigku, wykorzystanie
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, ograniczanie syntezy metaloproteinaz), jednak w
przedstawionych badaniach celem nie byta ocena wptywu rodzaju opatrunku na proces gojenia

rany, jedynie stabilizacja miejsca rany.

Problemem, ktéry analizowano przed rozpoczg¢ciem prac do§wiadczalnych byta decyzja
o sposobie indukcji cukrzycy u zwierzat do$wiadczalnych. Celem wywotania cukrzycy
zdecydowano si¢ skorzysta¢ z protokotu cukrzycy streptozotocynowej (STZ). W
przedstawianym modelu nie chodzito o pokazanie sytuacji klinicznej obecnej w cukrzycy

konkretnego typu, tj. typu 1 lub 2, ale odwzorowanie zmian tkankowych jakie indukuje
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dlugotrwata hiperglikemia. Niektore pozycje piSmiennictwa wskazuja na to, ze cukrzyca STZ
odzwierciedla idealnie warunki cukrzycy typu 1. Pomimo swojego toksycznego dziatania na
komorki B wysp trzustkowych, modele indukowane STZ nie s3 prostym odwzorowaniem
cukrzycy typu 1 (TIDM), poniewaz choroba ta nie jest spowodowana niszczeniem komorek 3
przez ksenobiotyki, oraz nie nastgpuje catkowite uposledzenie wytwarzania insuliny, poza
schematem uzycia STZ w znacznie wyzszych 1 czegstszych dawkach [31]. W prezentowanych
pracach dawka zastosowanej STZ (35-38mg) nie powodowata catkowitego, nieodwracalnego
uszkodzenia funkcji komorki B, pozwalajac na indukcj¢ $redniocigzkiej cukrzycy u wigkszo$ci
badanych osobnikéw (glikemie w przedziatach 250-350 mg/dl). Analogicznie zastosowanie
wariantow genetycznych zwierzat doswiadczalnych, np. myszy czy szczurow ob/ob czy db/db
jako modelu nie jest idealnym odwzorowaniem cukrzycy typu 2 (T2DM), poniewaz u
wiekszosci ludzi cukrzyca nie jest bezposrednio spowodowana zaburzeniem osi leptynowej
[32]. Dodatkowym aspektem poruszanym w pismiennictwie jest mozliwo$¢ dodania do STZ
nikotynoamidu (NA) celem poprawy kontroli nad ciezkoScia wytworzenia cukrzycy u
badanych zwierzat. W badaniach in vitro wykazano, ze odpowiedz insulinosekrecyjna na
glukoze u szczuréw z cukrzyca indukowang STZ-NA jest ostabiona w pordwnaniu ze
zwierzgtami kontrolnymi. Odbywa si¢ to dzigki hamowaniu aktywno$ci polimerazy poli(ADP-
rybozy) (PARP-1), co zapobiega wyczerpaniu NADPH i ATP w komorkach narazonych na
dziatanie STZ [33].

W pi$miennictwie dostepne sg réwniez schematy wywotania cukrzycy przez alloksan
[34]. Alloksan 1 produkt jego redukcji dziatajg bezposrednio w komorkach 3 za posrednictwem
ROS, powodujac ich szybkie niszczenie. Natomiast STZ dostaje si¢ do komorki B przez
transporter glukozy (GLUT2) i powoduje alkilacjec DNA [35]. Jednak wedlug doniesien
wigkszosci autorow to STZ jest preferowanym $rodkiem do wytworzenia cukrzycy u zwierzat,
ze wzgledu na wyzszy wskaznik indukcji i nizsza toksyczno$¢ [36-38]. Smiertelno$é zwierzat
jest wyzsza w przypadku alloksanu niz STZ m.in. ze wzgledu na duzg utrate masy ciata. Wynika
to ze zmniejszonej masy komorek B, jak rowniez z defektow metabolicznych w komoérkach

wydzielajacych insuling.

Biorac pod uwage szybkos¢ powstawania powiktan u szczuréw z cukrzyca STZ, prosty
schemat wytworzenia, niski koszt wdrozenia tego schematu oraz mozliwo$¢ doboru ciezkosci

cukrzycy, stal si¢ on podstawg naszego modelu.

Optymalna kontrola glikemii ma kluczowe znaczenie dla prawidtowego gojenia si¢ ran

u pacjentow z cukrzycg. Nie jest jednak jasne, czy istnieje jakikolwiek dodatkowy efekt
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zwigzany z lekami przeciwcukrzycowymi poza poprawa kontroli glikemii. W badaniu pt.
Insulin, but not metformin, supports wound healing process in rats with streptozotocin-
induced diabetes oceniliSmy wplyw podawania insuliny 1 metforminy na proces gojenia ran,
wykorzystujac zaprojektowany zwierzecy model doswiadczalny u szczurow z cukrzyca
indukowang STZ. W badaniu tym udowodniono, Ze insulina istotnie bardziej pobudza proces
proliferacji komoérek w stosunku do metforminy, czego dowodem byta zwigkszona ekspresja
antygenu Ki67. Poniewaz badanie prowadzono w warunkach utrzymujacej si¢ na stalym
poziomie hiperglikemii, niezaleznie od zastosowanych czasteczek, efekt zmniejszenia
powierzchni rany nie byt zalezny od zmian warto$ci glikemii. Badanie dowodzi, Ze na proces
gojenia ran w cukrzycy ma wplyw zastosowanie konkretnego leku przeciwcukrzycowego. W
opisywanych na modelach zwierzecych pracach, autorzy postuluja, ze insulina 1
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) posrednicza w aktywacji szlaku sygnalowego
kinazy3-fosfatydyloinozytolu 1 kinazy biatkowej AKT (PI3K/Akt), stymulujac migracje
komorek nablonkowych 1 gojenie si¢ ran [39,40]. Ponadto wykazano, zZe insulina bezposrednio
stymuluje proliferacje keratynocytow poprzez szlak PI3K/Akt oraz aktywuje ich migracje
poprzez aktywacje GTPazy Racl, wzmacniajac proces gojenia si¢ ran [41,42]. W badaniu
Dandona wykazano, Ze insulina wywoluje efekt przeciwzapalny w monocytach pochodzacych
od otylych pacjentow poprzez zmniejszenie sygnalizacji NFkPB 1 generowania ROS,
zmniejszajac destrukcyjny wplyw ROS [43]. W analizowanych badaniach obserwowano
rowniez korzystny wpltyw miejscowo stosowanej insuliny na rany, poprzez wzrost st¢zenia

biatka transportera glukozy 1 (GLUTTI) [44,45].

Nie ma jednoznacznej zgody badaczy co do wptywu metforminy na gojenie si¢ ran, a
wyniki opublikowanych dotychczas badan sg sprzeczne. W badaniu Verma i wsp. wykazano w
modelu  zwierzgcym, ze metformina wplywa na metabolizm komoérek raka
ptaskonablonkowego gltowy i szyi poprzez spadek wychwytu 2-deoksy-D-glukozy oraz hamuje
ich proliferacje, co stwierdzono poprzez istotne statystycznie zmniejszenie skupisk wybarwien
antygenu Ki-67 [46]. Dziatanie antyproliferacyjne zasugerowali rowniez Lee i wsp. w badaniu
na komorkach raka drog zotciowych, wykazujac, ze metformina hamuje szlak mTOR, promujac
apoptoze [47]. Takie dziatanie, cho¢ pozadane w terapii przeciwnowotworowej, nie jest
korzystne w leczeniu gojenia ran. Wyniki badania Han 1 wsp. na modelu cukrzycy myszy db/db
wykazaty poprawe funkcji endotelialnych komorek progenitorowych (EPc) oraz poprawe
angiogenezy rany, uposledzonych w tym wariancie genetycznym z uwagi na zaburzenia

gospodarki lipidowej [48]. Odmienne wyniki obrazujace wptyw metforminy na gojenie si¢ ran
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wynikaja rowniez ze sposobu podawania (doustnie lub miejscowo, bezposrednio na rang). Qing
1 wsp. sugerujg pozytywny wplyw miejscowo stosowanej metforminy na gojenie si¢ ran
poprzez hamowanie szlaku kinazy biatkowej aktywowanej przez adenozyno-5'-monofosforan

(AMP) [49].

Inng grupa lekdéw przeciwcukrzycowych, ktérych wptyw na rany w cukrzycy zostat
opisany w pismiennictwie, sg inkretynomimetyki. W pracy pogladowej zbierajacej wszelkie
doniesienia naukowe z lat 1994-2014 dotyczace dziatania inhibitorow dipeptydylo-peptydazy
4 (DPP-4) opisano m.in. promowanie rekrutacji progenitorowych komorek, zwigkszenie
skutecznos$ci angiogenezy oraz optymalizacje odpowiedzi immunologicznej na utrzymujacg si¢
hipoksj¢ w przewlektych ranach cukrzycowych [50]. W badaniu Sasso 1 wsp. wyniki
histopatologiczne biopsji pacjentow leczonych wildagliptyna wykazaty zwigkszone st¢zenie
czynnika indukowanego hipoksja-1 (HIF-1a) i czynnika wzrostu §rodblonka naczyniowego
(VEGF), ktore sugerowaly zaangazowanie proangiogenne. Badacze zaproponowali, ze
wildagliptyna moze dziata¢ poprzez zmniejszenie stresu oksydacyjnego oraz zapobieganie
zwigkszonej degradacji czynnika indukowanego (HIF-1a), prowadzac do zwigkszonej
ekspresji (VEGF) [51]. Dla poréwnania w badaniu Nagae i wsp. gdzie zastosowano mas¢
zawierajacg analog GLP-1 (liraglutyd) na rany na grzbiecie myszy balb/c (n = 6) ustalono, ze
liraglutyd moze odpowiada¢ za zwigkszong migracje keratynocytow poprzez aktywacje szlaku

PI3K/Akt [52].

Poza opisywanymi powyzej czasteczkami farmakologicznymi trwaja prace nad oceng
dzialania innych substancji przeciwcukrzycowych, m.in. inhibitory kotransportera glukozowo-
sodowego 2 (SGLT-2) w konteks$cie leczenia ran na modelu zwierzecym, przyczyniajac si¢ do

poszerzenia ich zastosowania [53].
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5. Zalozenia i cel pracy

Powszechno$¢ wystepowania cukrzycy i wydtuzanie si¢ czasu zycia spoteczenstwa
sprzyja rozwojowi powiktan naczyniowych utrudniajacych gojenie si¢ ran. Poszukuje si¢
zardwno czasteczek farmakologicznych, jak 1 innych metod przyspieszajacych proces gojenia
ran, celem zmniejszenia ryzyka powiklan septycznych i innych nastgpstw dtugotrwatego ich
utrzymywania si¢. Zanim takie czasteczki 1 metody zostang zastosowane u cztowieka powinno
dokonac¢ si¢ ich oceny w modelach zwierzecych. W dostepnym pismiennictwie opisano wiele
modeli zwierzecych cukrzycy oraz wiele modeli samej rany, jednak niewiele mozemy znalez¢

opracowan traktujacych o zwierzecym modelu rany w cukrzycy.

1) Zwierzecy model rany przewleklej u chorych na cukrzyce wymaga optymalizacji
celem przygotowania przydatnego narz¢dzia badawczym przy pracach nad nowymi
czasteczkami przyspieszajagcymi proces gojenia ran.

2) Proces gojenia ran u zwierzat z cukrzyca doswiadczalng przebiega odmiennie w

zalezno$ci od zastosowanych czasteczek przeciwcukrzycowych.
Celem pracy badawczej byta odpowiedz na nastepujace pytania:

1) Czy za pomocg zwierzecego modelu rany mozna jak najwierniej odwzorowac¢ warunki
wystepujace w ranie u ludzi z wieloletnia, niewystarczajaco kontrolowang cukrzyca?

2) Czy mozna zapewni¢ powtarzalno$¢ i standaryzacj¢ stworzonego zwierz¢cego modelu
rany przewleklej tak, aby wyniki prowadzonych badan mogty by¢ porownywane w
przypadku zastosowania réznych czasteczek?

3) Czy istniejg rdéznice w zakresie potencjatu na proces gojenia ran roznych czasteczek

przeciwcukrzycowych?
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6. Kopie opublikowanych prac

6.1. Nowy Model Ran Przewlektych w cukrzycy — Badanie Pilotazowe u Szczurow Rasy

Wistar.

LECZENIE RAN 2015;12(1):33-39
©Evereth Publishing, 2015
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NOWY MODEL RAN PRZEWLEKLYCH W CUKRZYCY — BADANIE

PILOTAZOWE U SZCZUROW RASY WISTAR

NEW MODEL OF CHRONIC WOUNDS IN WISTAR RATS — PILOT STUDY

STRESZCZENIE: W celu oceny modelu terapeutycznego wptywajacego na gojenie ran w prze-
biegu cukrzycy, potrzebny jest powtarzalny zwierzecy model rany przewlektej. Dotychczas nie
stworzono takiego uniwersalnego zwierzecego modelu posiadajacego warunki jak najbardziej
zblizone do warunkéw obserwowanych podczas gojenia u ludzi z wieloletnig cukrzyca. Celem
badania byfa ocena przydatnosci stworzonego modelu rany przewlektej u szczuréw z cukrzyca
streptozotocynowa przy zastosowaniu insulinoterapii w warunkach wzglednej normoglikemii.
Zaréwno sposoby dokonywania pomiardw, jak i standaryzacja metod tworzenia oraz zaopatry-
wania rany byty podobne do metod gojenia w warunkach klinicznych u ludzi.

StOWA KLUCZOWE: cukrzyca, insulina, rana, streptozotocyna, szczury, Wistar

ABSTRACT: To evaluate the therapeutic models of wound healing in diabetes, we need repe-
atable animal model of chronic wound. There has not been yet created a universal model si-
milar to conditions observed during wound healing in humans with long history of diabetes.
The aim of the study was to evaluate the usefulness of the created model of chronic wound in
rats with streptozotocin induced diabetes, using insulin at a relative normoglycemia. Methods
of measuring as well as standardized methods for creating and obtaining the wound brings us
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WSTEP

Proces gojenia ran u chorych z cukrzycg jest w znacznym
stopniu uposledzony w stosunku do analogicznego proce-
su u os6b bez cukrzycy. Trwa znacznie dluzej, a ponadto
stwarza ryzyko powiklan, takich jak: zapalenie kosci i szpi-
ku kostnego, posocznica, koniecznos¢ resekcji ogniska za-
palnego (w tym amputacji), a nawet zgon chorego [1-3].
W celu oceny przydatnosci réznych modeli terapeutycznych
majacych wplyw na proces gojenia rany w cukrzycy, waz-
ne jest stworzenie powtarzalnego zwierzecego modelu rany
przewleklej. Zrozumienie patomechanizméw gojenia rany
z zastosowaniem réznych substancji optymalizujacych po-
szczegdlne fazy gojenia u zwierzat doswiadczalnych powin-
no poprzedza¢ wdrozenie tych preparatéw u ludzi [4].

Dotychczas nie stworzono uniwersalnego modelu zwie-
rzecego rany przewleklej, zblizonego najbardziej do wa-
runkéw obserwowanych podczas gojenia ran u ludzi
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z wieloletnig cukrzycg [5, 6]. Wynika to z trudnosci odwzo-
rowania warunkéw generowania przewleklych powiklan
o charakterze mikro- i makroangiopatii w warunkach la-
boratoryjnych. Poza poszukiwaniem najbardziej homogen-
nych gatunkéw zwierzat, standaryzacjg tworzenia oraz za-
opatrywania rany, wazne jest takze uzyskanie optymalnego
rachunku ekonomicznego [7].

W niniejszej pracy dazono do stworzenia modelu spel-
niajacego powyzsze zalozenia. Dokonujac jego oceny, jako
metode farmakologicznego wyréwnywania glikemii u bada-
nych szczuréw zastosowano insulinoterapie. Dotychczaso-
we dane z piSmiennictwa wskazuja na koniecznos¢ dazenia
do normoglikemii w celu poprawy warunkéw gojenia rany.
Ma to znaczenie dla optymalnego czasu utrzymywania si¢
poszczegdlnych faz gojenia, redukcji ryzyka narastania cech
stanu zapalnego czy indukeji zagrazajacych zyciu powiktan,
takich jak: ryzyko zapalenia kosci i szpiku kostnego, posocz-
nicy, a nawet zgonu [8-11].
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Celem badan byla ocena przydatnosci stworzonego mo-
delu rany przewleklej u szczuréw z cukrzycg streptozotocy-
nowa w warunkach wzglednej normoglikemii.

MATERIAL  METODY

Badanie przeprowadzono po uzyskaniu zgody II Lo-
kalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach
w Warszawie.

W dos$wiadczeniach wykorzystano szczury rasy Wistar,
out-bred, plci meskiej, wagi okoto 300 g (£30 g). W celu
wywolania cukrzycy zwierzeta otrzymaly domigéniowo
streptozotocyne w dawce 38 mg/kg masy ciata (firmy Sig-
ma-Aldrich) [12]. Poziom glukozy w krwi zylnej szczuréw
(zyta ogonowa) monitorowano za pomocg glukometru Ac-
cu-Chek® Active (Roche). Po 28 dniach od podania strepto-
zotocyny wybrano 14 zwierzat, ktére w najwiekszym stop-
niu spetnialy kryteria $rednio cigzkiej cukrzycy (glikemia
w granicach 250-350 mg/dl).

Rozwojowi cukrzycy towarzyszyto pojawienie si¢ neuro-
patii. Stopien uszkodzenia nerwdw oceniano poprzez po-
miar progu czucia bodzca mechanicznego wedlug modyfi-
kacji metody Randall-Selitto w 7., 14, 21. 1 28. dobie od po-
dania streptozotocyny [13]. Zmiany progu czucia bodz-
ca mechanicznego badano przy uzyciu analgezymetru Ugo
Basile (typ 7200, Comerio-Varese). Bodziec mechanicz-
ny o narastajacej sile nacisku, dziatajacy na zewnetrzng po-
wierzchnie tylnej konczyny szczura, byt wyzwalany z anal-
gezymetru, az do momentu pojawienia si¢ reakeji drgniecia
lub wycofania konczyny. Wyniki uzyskane w gramach prze-
liczano na warto$ci procentowe w odniesieniu do otrzyma-
nych w czasie ,,0” (przed podaniem streptozotocyny), dla
kazdego szczura zgodnie ze wzorem:

% analgezji = %
gdzie:
A: nacisk [g] w czasie ,,0”, przed podaniem streptozoto-
cyny;

B: nacisk [g] w kolejnych dobach po podaniu streptozo-

tocyny.

Procent analgezji obliczony z przedstawionego wzoru dla
poszczegdlnych zwierzat byly nastepnie wykorzystywany
do obliczenia $rednich warto$ci i analiz statystycznych.

Szczury wybrane na podstawie opisanych kryteriow zo-
staly podzielone na dwie grupy po 7 osobnikéw kazda.
Zwierzeta w grupie I otrzymywaly przez 21 dni 2xdzien-
nie iniekcje podskoérne insuliny NPH w dawce 5 j.m./kg
masy ciata. Szczurom z grupy II (grupa kontrolna) poda-
wano w tym samym schemacie czasowym podskérne iniek-
cje soli fizjologicznej. Dawki lekéw byly ustalone na pod-
stawie piSmiennictwa tak, aby stezenia glukozy we krwi

u zwierzat otrzymujacych insuling mieécity sie w granicach
80-150 mg/dl [14, 15]. W trakcie do$wiadczenia szczury
mialy nieograniczony dostep do wody oraz pozywienia.

W celu wytworzenia ran szczury poddano anestezji z uzy-
ciem dootrzewnowych wstrzyknig¢ mieszaniny ketaminy
(87 mg/ml) z ksylazyna (13 mg/ml). Skaryfikacje wykona-
no na grzbietowej powierzchni skory, po uprzednim ogo-
leniu sieréci na zaplanowanym miejscu golarka elektrycz-
ng. Do skaryfikacji uzyto skalpela, za pomocg ktérego usu-
nieto z grzbietu cienkg warstwe naskérka i skory wlasciwej
o grubosci 0,3 mm-0,5 mm (do poziomu panniculus carno-
sus) oraz powierzchni 1,5 cmx2,5 cm [16-18]. Pobrano tak-
ze wycinki z brzeznych fragmentéw odcietej zdrowej skory,
ktére nastepnie umieszczono w formalinie. W celu bezinwa-
zyjnego odczytu ukrwienia oraz wykonania pomiaréw pla-
nimetrycznych rany, zwierzeta poddano analizie w obiek-
tywie kamery termowizyjnej. W kazdej grupie rany zosta-
ty dodatkowo powierzchniowo ostrzykniete 0,2 ml roztwo-
ru lipopolisacharydu otrzymanego z Pseudomonas aerugi-
nosa (firmy Sigma-Aldrich), o stezeniu 5 mg/ml, dla wytwo-
rzenia przewleklego stanu zapalnego [19]. Ubytki zabezpie-
czono nowoczesnym opatrunkiem aktywnym (piankowym)
Allevyn™ Adhesive 5x5 cm (Smith&Nephew), a nastepnie
bandazem ograniczajacym ryzyko przesuniecia sie opatrun-
ku (opaska Mollelast® haft 4 cmx4 m, Lohmann&Rauscher).
Opaske Mollelast® haft zalozono sposobem 6semkowym
wokot konczyn gornych i % gérnych tulowia. Bandaz na-
cinano w newralgicznych miejscach (wokdt stawu ramien-
nego) narazonych na powiklania kompresji (niedokrwienie,
ostra neuropatia), tworzac swoisty rekaw. Miejsca zakoncze-
nia opaski zabezpieczano przylepcem. Przez kolejne 21 dni
kontynuowano pomiary glikemii oraz podawano insuline
(grupa I) lub sl fizjologiczna (grupa II).

Opatrunki zabezpieczajace zmieniano co trzy dni
W tych dniach pobierano kolejne wycinki z obrzeza ubyt-
ku, a takze przeprowadzano jego ocene przy uzyciu kame-
ry termowizyjnej. Rejestrowata ona rany z odlegtosci 15 cm
na specjalnie do tego celu przygotowanym statywie.

Do badann wykorzystano kamere pracujaca w bliskiej
podczerwieni od 0,8 um do 2,5 um. Skorzystano z ukladéw
o$wietlajacych z diodami LED, emitujacych promieniowa-
nie od 800 nm do 930 nm. Zakres ten nie interferuje z in-
nymi urzadzeniami oraz jest bezpieczny dla obiektéw zy-
wych [20, 21].

Wycinki z obrzeza rany zebrane podczas badania zosta-
ty ocenione pod wzgledem histologicznym. Material biop-
syjny utrwalono w roztworze 2% formaldehydu i pod-
dano standardowej procedurze, tj. preparaty o grubosci
10 um barwiono hematoksylina i eozyna, a nastepnie oce-
niano w mikroskopie $wietlnym przy powigkszeniu 100-
i 400-krotnym.
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Ryc. 2. Proces gojenia rany u szczura z grupy kontrolnej.
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Ryc. 3. Zmiana temperatur na powierzchni rany.

WYNIKI

Po wywolaniu cukrzycy u szczuréw obserwowano zwiek-
szone zapotrzebowanie na wode, wzrost spozycia paszy,
wigksze wydalanie moczu, a takze stopniowy spadek pro-
gu czucia bodzca mechanicznego: o 14,73%+1,3 w 7. dniu
od podania streptozotocyny, o 39,10%+1,1 w 14. dniu,
42,09%+1,0 w 21. dniu oraz 42,95%+1,4 w 28. dniu w sto-
sunku do wartosci wyjsciowych (przed wywotaniem cu-
krzycy).

U szczuréw obserwowano réwniez stopniowy wzrost po-
ziomu glukozy we krwi. Po 28 dniach od podania streptozo-
tocyny $rednie wartosci glikemii w poszczegdlnych grupach
ustabilizowaly si¢ i wynosily: 349,8+12,2 (grupa I - otrzy-
mujaca insuline) i 343,2+12,9 (grupa II - kontrola).

Po rozpoczeciu podawania insuliny w grupie I obserwo-
wano stopniowy spadek poziomu glikemii (w poréwnaniu
do grupy kontrolnej). Srednie stezenia glukozy wynosity od-
powiednio dla grupy Ii grupy II:
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»  w7.dobie od wdrozenia podazy insuliny - 285,6+12,8

1346,6£8,7;

o w14.dobie - 216,8+9,8 i 344,4+14,5;

o w2l.dobie - 120,4+9,2 1 339,8+9,7.

Nastepnie w grupie otrzymujacej insuline (grupa I) war-
tosci utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie (tj. okolo
120 mg/dl), ktéry byt znacznie nizszy niz wartosci glikemii
w grupie kontrolnej (§rednio 340 mg/dl).

W celu oceny stopnia gojenia rany brano pod uwage
wielko$¢ ubytku (pole powierzchni), temperature na jej po-
wierzchni i obrzezu oraz makroskopowo widoczne cechy
stanu zapalnego.

Na Ryc. 1 i 2 przedstawiono makroskopowy wyglad
ran wybranych szczuréw z grupy I i II. Zaobserwowano,
ze u zwierzat leczonych insuling, pomimo poczatkowego
powiekszenia powierzchni rany, w dalszym okresie nasta-
pito jej szybsze (w poréwnaniu do grupy kontrolnej) goje-
nie. W konsekwencji podczas ostatniego pomiaru wielko$¢
ubytku okazata si¢ najmniejsza. Srednia powierzchnia rany
w grupie I w 12. dniu od jej wytworzenia wynosita 3808 pik-
seli (px), a w grupie II - 13104 px. Procentowy stosunek po-
wierzchni koncowej rany do poczatkowej w grupie I wy-
niost 8%, a w grupie II - 23%. Szczegélowe wyniki analizy
dynamiki zmian powierzchni ran przedstawiono w Tabeli
1. Analiza termograficzna wykazala, Ze temperatura na po-
wierzchni ubytku ulegata zmianom w trakcie procesu go-
jenia. Pod koniec badania wykazano, ze u zwierzat otrzy-
mujacych insuline temperatura w obrebie rany bylta wyzsza
0 1,37°C w stosunku do temperatury w grupie kontrolnej
(Ryc. 3).

Rany oceniane makroskopowo réznily sie szybkoscig
ustepowania cech stanu zapalnego (Ryc. 4, 5). Biopsje po-
brane w pierwszym dniu (biopsja kontrolna) wykazywaly
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Tabela 1. Obserwacja zmian powierzchni ran
w pikselach (px).

Powierzchnia
(px)

47328
57330

Insulina

0,9% Nadl

Ryc. 4. Wyniki badan histologicznych szczuréw
z grupy leczonej insuling i z grupy kontrolnej,
barwienie H+E.

o
£
i
wi
-

Dzien 1.
(wytworze-
nie rany)

Dzien3. Dzien5. Dzien9. Dzien12. Stosunek powierzchni
rany po leczeniu do
powierzchni
poczatkowej rany

53010 14442 9052 3808 0,08

34322 33280 18275 13104 0,23

Dzien 2. Dzien 6.

prawidtowy histologiczny obraz skéry i tkanki podskérnej
(Ryc. 4A, 4D oraz Ryc. 5A). Nie stwierdzono istotnych roz-
nic nasilenia cech stanu zapalnego pomiedzy badanymi gru-
pami zwierzat.

W grupie kontrolnej (otrzymujacej roztwér 0,9% NaCl)
w preparatach biopsyjnych, pobranych w drugim dniu
po wytworzeniu rany doswiadczalnej, zaobserwowano wy-
razne nacieki zapalne, zfozone gtéwnie z granulocytéw obo-
jetnochtonnych i makrofagéw (Ryc. 4B). Umiarkowany, lecz
o mniejszej intensywnosci naciek, stwierdzono w prepara-
tach biopsji pochodzacych od zwierzat otrzymujacych in-
suling (Ryc. 4E).

Analiza materialu biopsyjnego, pobranego w 7. dniu
po wytworzeniu rany doswiadczalnej w grupie kontrolnej,
wykazala masywne nacieki granulocytéw i makrofagow,
obejmujace calg objeto$¢ ocenianych preparatéw (Ryc. 4C
i Ryc. 5B). W preparatach pochodzacych z biopsji ran zwie-
rzat z grupy otrzymujacej insuling zaobserwowano jedynie
niewielki naciek komoérek zapalnych, wystepujacy gtéwnie
w bezposrednim sgsiedztwie brzegdéw gojacej si¢ rany (Ryc.
4F i Ryc. 5C).

30

OMOWIENIE
Leczenie ran stanowi obecnie powazny problem me-
dyczny. Wprowadzenie skuteczniejszej farmakoterapii

jest mozliwe po uprzednim lepszym poznaniu mechani-
zméw towarzyszacych rozwojowi ran, w oparciu o odpo-
wiednio opracowane modele zwierzece. W pismiennictwie
przedstawiono rézne modele eksperymentalne wywolywa-
nia ran u szczurdéw, niestety wiekszo$¢ z nich dotyczy ran
ostrych [5, 6]. Obecnie nie jest dostepny uniwersalny model
rany przewlektej. Prawdopodobnie jest to zwigzane z duza
iloécig czynnikéw, ktore moga przyczyniad si¢ do jej wywo-
tania. Wedtug Davidsona i wsp. nalezg do nich: zaburzenia
perfuzji tkankowej, niewlasciwe odzywianie, wiek, ograni-
czona aktywno$¢ fizyczna oraz przewlekle niewyréwnanie
metaboliczne [5].

Rany pojawiajace sie w przebiegu cukrzycy sa najczest-
szg przyczyng amputacji konczyn dolnych u ludzi, dlatego
w badaniu wlasnym postanowiono stworzy¢ model mozli-
wie jak najlepiej odzwierciedlajacy przewlekle rany wyste-
pujace w tym schorzeniu. Poniewaz w praktyce klinicznej
rany wywolane podwyzszonym stezeniem glukozy we krwi

©Evereth Publishing, 2015
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Ryc. 5. Wyniki badan histologicznych szczuréw z grupy leczonej insuling i z grupy kontrolnej, barwienie H+E. Cze$¢ 2.

czesto ulegaja nadkazeniu, w opracowywanym modelu eks-
perymentalnym zdecydowano si¢ wywola¢ przewlekly stan
zapalny za pomoca lipopolisacharydu bakteryjnego [19].

Wyniki wstepnego pilotazowego doswiadczenia pokazu-
ja kierunek dalszych prac nad stworzeniem nowego mode-
lu ran przewlektych w cukrzycy oraz nad wplywem insuliny
na proces ich gojenia.

W oparciu o dane dostgpne w pismiennictwie oraz do-
$wiadczenia wlasne, w celu uzyskania $rednio ciezkiej cu-
krzycy zdecydowano sie na jednorazowe podanie szczurom
streptozotocyny [12, 22, 23].

Po uszkodzeniu czesci endokrynnej trzustki obserwo-
wano wzrost glikemii, ktéremu juz od czwartego dnia ba-
dania towarzyszyto pojawienie sie hiperalgezji $wiadczacej
0 rozwoju neuropatii. Zaobserwowanie rozwoju neuropatii
u szczuréw dos$wiadczalnych wydaje sie istotne, poniewaz
uszkodzenia nerwéw s3 jedna z przyczyn powstawania ran
u ludzi. Jednak u pacjentéw rozwdj cukrzycy, zwlaszcza typu
2. wraz z towarzyszacg jej neuropatia, czesto przebiega bez-
objawowo, co przyczynia sie do tego, ze w chwili wykrycia
uszkodzenia nerwéw niemozliwe jest juz cofniecie tego pro-
cesu. Jest to jedna z podstawowych przyczyn powstawania
zespolu stopy cukrzycowej (ZSC).

W badaniach wlasnych w trakcie gojenia ran zwierzat
dokonywano zmian opatrunku nowa metoda opracowa-
na specjalnie na potrzeby do$wiadczenia, a takze w sposéb
wystandaryzowany pobierano wycinki z ran. Badania wy-
kazaly, ze proces gojenia u szczuréw przebiega szybciej niz
u ludzi (dwa tygodnie), mimo hiperglikemii utrzymujacej
sie w grupie kontrolnej. Warto zwrdci¢ uwage, ze u czlowie-
ka - w zalezno$ci od stopnia nasilenia zaburzen metabolicz-
nych - proces gojenia ran moze trwa¢ wiele miesiecy, a na-
wet lat.

Kolejnym elementem w opracowywanym modelu eks-
perymentalnym, odzwierciedlajagcym procedury stosowa-
ne w praktyce klinicznej, byt sposéb pobierania wycinkéw
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z rany oraz jej zaopatrywanie. W celu dokladnej oceny wy-
cinkéw uzyskiwanych w poszczegdlnych fazach gojenia rany
uzyto atraumatyzujacych opatrunkéw, ktére w minimalnym
stopniu przylegaly do uszkodzenia (opatrunki piankowe bez
zawarto$ci jonow srebra Allevyn™ Adhesive z zewnetrzng
warstwa klejaca, ktora pokrywata skore nieobjeta owrzodze-
niem). Podczas kolejnych zmian opatrunkéw mozliwa byta
zaréwno doktadna ocena makroskopowa (w tym przepro-
wadzenie pomiaréw antropometrycznych), jak i pobranie
wystandaryzowanych prébek tkankowych do badania hi-
stologicznego. Obraz, uzyskany po zabarwieniu skrawkow
iich ocenie pod mikroskopem, nasuwa wniosek o szybszym
ustepowaniu nacieku zapalnego u szczuréw z grupy leczonej
insuling w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Problemem, ktory z reguty pojawia si¢ w badaniach prze-
prowadzanych na grupie gryzoni, jest duza aktywno$¢ ru-
chowa tych zwierzat, przektadajaca sie na trudnosci w utrzy-
maniu zabezpieczenia rany (opatrunku). Jest to element nie-
zbedny w celu standaryzacji warunkéw gojenia. Dla uzyska-
nia takich warunkéw w doswiadczeniu zaprezentowanym
w niniejszej pracy, jako ochrone opatrunku piankowego, za-
stosowano elastyczng opaske podtrzymujaca Mollelast® haft.
Cechuje si¢ ona gtadkim przyleganiem do opatrunku ak-
tywnego, a jednoczesnie nie powoduje nadmiernego ucisku
(szczegdlnie w obszarach powierzchni stawowych). Warto
podkredli¢, ze sg to nowoczesne opatrunki stosowane obec-
nie u ludzi.

Kolejnym elementem wyrézniajacym metodyke zapre-
zentowanego badania jest zastosowanie nowoczesnych
sposobéw monitorowania procesu gojenia rany. W niniej-
szej pracy w celu obserwacji gojenia ubytku wykorzysta-
no termowizje. Technika ta laczy w sobie dwie wlasciwo-
$ci: z jednej strony umozliwia bardzo dokladna ocene pola
powierzchni rany, natomiast z drugiej pozwala na analize
rozkladu temperatury na powierzchni ubytku i w jego oto-
czeniu. Warto zwrdci¢ uwage, ze w obrebie rany dochodzi
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do obnizenia temperatury, co jest zwiazane z wiekszg utra-
ta ciepta z tkanek niepokrytych skéra. Zatem wzrost tem-
peratury przektadajacy sie na mniejszy ubytek promienio-
wania cieplnego poprzez zdrowg skore zwierzecia $wiad-
czy posrednio o szybkosci gojenia. Cecha wyrdzniajacg dia-
gnostyke termograficzng od innych stosowanych powszech-
nie metod diagnostyki (ultrasonografia, rentgenodiagnosty-
ka, scyntygrafia itp.) jest calkowity brak ingerencji w orga-
nizm zwierzecia. Kamera termowizyjna rejestruje jedynie
naturalne promieniowanie podczerwone emitowane przez
cialo pacjenta, jest ono proporcjonalne do cieploty ciala.
Ograniczeniem tej metody jest mozliwos¢ bezposredniej
obserwacji zmian temperatury tylko na powierzchni rany,
co w przypadku do$wiadczenia zaprezentowanego w niniej-
szej pracy byto wystarczajace. Pordwnujac zmiany lokalnych
rozkladéw temperatury na powierzchni rany i w jej sasiedz-
twie oraz warto$ci temperatur pozornych w tych obszarach,
mozna skutecznie wnioskowa¢ o stanie ubytku.

W przeprowadzonym badaniu wykazano spadek tempe-
ratury badanej na powierzchniach generowanych ran w po-
réwnaniu z tkankami je otaczajacymi. Obserwacja ta nie jest
zaskoczeniem, poniewaz - tak jak wspomniano — w miej-
scach pozbawionych skéry (w poréwnaniu z obszarami po-
krytymi jej warstwa) dochodzi do zwigkszonego parowania.

Dane dostepne w pismiennictwie wskazuja, ze warun-
kiem prawidtowego procesu gojenia rany w przypadku cu-
krzycy jest uzyskanie normoglikemii. Nasuwa sie jednak py-
tanie, czy wymog ten spelnia jedynie insulinoterapia. W wa-
runkach klinicznych postepowanie takie dotyczy szczeg6l-
nie chorych w cigzkich stanach, ponadto insulinoterapia jest
zalecana w przypadku uposledzenia funkcji narzadéw me-
tabolizujacych leki, takich jak nerka lub watroba.

Obserwacje zaprezentowane w niniejszej pracy potwier-
dzajg zwigzek miedzy lepszym wyréwnaniem metabolicz-
nym a szybszym procesem gojenia ran w cukrzycy, co od-
notowywano juz w badaniach innych autoréw [9]. Chri-
stman i wsp. w latach 2004-2010 obserwowali gojenie ran
u 183 pacjentéw z cukrzyca podczas kolejnych wizyt kon-
trolnych i poréwnywali je z laboratoryjnymi parametra-
mi wyréwnania glikemii oraz stopniem neuropatii. Oso-
by, u ktorych sredni odsetek HbAlc wynosit 5,6%, uzyski-
waly wspoétczynnik gojenia rany 0,35 cm?/dzien (z czasem
calkowitego zamkniecia rany okolo 64 dni od czasu pierw-
szej wizyty), podczas gdy u pacjentéw z wysokim odsetkiem
HbAlc ($rednio 11,1%) nawet po 727 dniach nie dochodzi-
to do wygojenia ubytku. Wyniki badan wlasnych wydaja sie
potwierdza¢, ze obnizenie glikemii poprzez przewlekte po-
dawanie insuliny przyspiesza szybko$¢ gojenia ran (w sto-
sunku do grupy przyjmujacej placebo).

Nasuwa si¢ jednak pytanie, czy gojace dziatanie insuli-
ny jest zwigzane jedynie z jej wlasciwo$ciami obnizajacymi
stezenie glukozy we krwi, czy takze z dodatkowym mecha-
nizmem dzialania. Dane zaprezentowane w pismiennictwie

dowodza, ze insulina moze pelni¢ neutroficzng funk-
cje, m.in.: stymuluje odrost neurytow, jest wlaczona w rege-
neracje obwodowych nerwéw oraz jest niezbedna do prze-
zycia neurondéw wspodtczulnych [24, 25]. Wyjasnienie me-
chanizmu dziafania insuliny na gojenie ran jest przedmio-
tem dalszych badan Autoréw niniejszej pracy.

WNIOSKI

Badanie pilotazowe wskazuje, Ze zaproponowany przez
Autoréw model gojenia rany przewleklej u szczuréw z cu-
krzycy streptozotocynowa moze w przyszlosci stac sie po-
wszechnie wykorzystywanym narzedziem badawczym.
Standaryzacja metod tworzenia rany (wprowadzenie lipo-
polisacharydu bakteryjnego, zastosowanie specjalistycznych
opatrunkéw aktywnych, atraumatyczna metoda zamocowa-
nia opatrunku) oraz sposéb oceny stopnia jej gojenia (ter-
mografia) s zblizone do warunkéw gojenia i zabezpiecza-
nia rany w praktyce klinicznej.

KONFLIKT INTERESOW: nie zgtoszono.
DEKLARACJA PRZEJRZYSTOSCI: Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode
Il Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.
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Purpose: Optimal glycemic control is crucial for proper wound healing in patients with
diabetes. However, it is not clear whether other antidiabetic drugs support wound healing in
mechanisms different from the normalization of blood glucose control. We assessed the
effect of insulin and metformin administration on the wound healing process in rats with
streptozotocin-induced diabetes.

Methods: The study was conducted on 200 male Wistar rats with streptozotocin-induced
diabetes. In the last phase of the study, 45 rats, with the most stable glucose levels in the
range of 350-500 mg/dL, were divided into three groups: group I received human non-
protamine insulin subcutaneously (5 IU/kg body mass) once a day, group II received
metformin intragastrically (500 mg/kg b.m.), and group III (control) was given saline
subcutaneously. After 14 days of antidiabetic treatment, a 2 cm X 2 cm thin layer of skin
was cut from each rat’s dorsum and a 4 cm disk with a hole in its center was sewn in to
stabilize the skin and standardize the healing process. The wound healing process was
followed up for 9 days, with assessment every 3 days. Biopsy samples were subjected to
hematoxylin and eosin staining and immunohistochemical assays.

Results: Analysis of variance revealed significant influence of treatment type (insulin,
control, or metformin) on the relative change in wound surface area. The wound healing
process in rats treated with insulin was more effective than in the metformin and control
groups. Wound tissue samples taken from the insulin-treated animals presented significantly
lower levels of inflammatory infiltration. Immunohistochemical assessment showed the
greatest density of centers of proliferation Ki-67 in insulin-treated animals.

Conclusion: These results suggest that an insulin-based treatment is more beneficial than
metformin, in terms of accelerating the wound healing process in an animal model of
streptozocin-induced diabetes.

Keywords: diabetes mellitus, neuropathy, ulceration, animal model

Introduction

The rapidly growing incidence of diabetes is accompanied by a simultaneous increase
in the number of complications caused by this disease. A particular example of such
a complication is disordered wound healing. One of the most common wounds in
diabetes is diabetic foot syndrome (DFS)." Estimates show that up to 30% of people
with diabetes may develop DFS. The prevalence of DFS in a diabetic patient is 19%—
34%, with an annual incidence of 2%. After the healing process is completed, the rate
of ulcer recurrence is 40% per year, with 65% recurrence within 3 years. It should be
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emphasized, however, that only two-thirds of patients with
DFS are likely to heal, and about 28% of patients will
require lower limb amputation.>* The socioeconomic cost
of care for DFS has become a global economic problem,
especially taking into consideration the fact that one ampu-
tation of the lower limb is carried out every 20 s owing to
this disease.”®

For this reason, in the modern development of the
pharmacotherapy of diabetes and its complications, it is
important to emphasize not only the control of diabetes
itself, but also activities that can prevent or inhibit the
development of complications, eg, wounds induced by
the presence of chronic hyperglycemia. A good example
is the use of the pleiotropic effect of sodium-glucose co-
transporter-2 (SGLT-2) inhibitors, which have a range of
actions other than their hypoglycemic effect, eg, they
inhibit the progression of heart failure.’

The prolonged wound healing observed in diabetes
results from the different pathophysiology of the wound
healing process under hyperglycemia. It has been proven
that, under conditions of hyperglycemia, the wound heal-
ing process is significantly impaired. Christman et al
showed that for each percentage point increase in the
level of glycated hemoglobin (HbAlc), the daily wound-
area healing rate was decreased by 0.028 cm2 per day in
humans.® Hyperglycemia affects the persistence of
a chronic inflammatory process in the wound, often lead-
ing to infectious etiologies. In addition, hyperglycemia
significantly impairs the body’s defense functions, which
are dependent on cellular and humoral factors. Insulin
deficiency, caused by insulin resistance in type 2 diabetes
or its complete absence in type 1 diabetes, affects the
activity of insulin-dependent enzymes contained in neu-
trophils. Myeloperoxidase and superoxide dismutase, con-
tained in the azurophilic granules of neutrophils, show
reduced activity, with weakened bactericidal properties.
Deficiencies in nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (NADPH), which is connected to the activation of
the polyol pathway in diabetes, result in dysfunction of the
oxygen mechanisms responsible for neutralization of
microorganisms by neutrophils (including the formation
of reactive oxygen species on the cell membrane).
Monocyte- and macrophage-dependent chemotaxis and
phagocytosis are also impaired. Perfusion disorders, lead-
ing to critical ischemia at both the micro- and macro-
vascular levels, underlie the pathophysiology of diabetes,
and are direct factors in extending the duration of wound

healing, often precluding a successful healing process.” !

In addition to local treatment methods for chronic
wounds (eg, vacuum-assisted closure or the use of growth
factors), methods are being sought to optimize tissue
regeneration on a systemic scale. It is postulated that
there may be alternative mechanisms of action of antidia-
betic drugs, which are independent of their effect on gly-
cemia. These drugs might have a direct impact on the
process of regenerating defective tissue in the treatment
of ulcers.

The introduction of a more effective pharmacotherapy
is made possible through a better understanding of
mechanisms accompanying the development of wounds,
ascertained through the studies using properly developed
animal models."*'* Assuming that the study of properly
developed animal models that reflect the tissue regenera-
tion processes as faithfully as possible in patients with
long-term diabetes will allow the selection of more effec-
tive pharmacotherapy in future, we decided to compare the
effect of insulin and metformin on the healing process of
chronic wounds in an experimental model of streptozoto-
cin-induced diabetes in Wistar rats.

Materials and Methods

The study was conducted after obtaining the consent of the
2nd Local Ethical Commission for Animal Experiments at
the Medical University of Warsaw (Resolution No. 17/2014
of 25 February, 2014). In addition, we also include the name
of the guidelines followed for the welfare of the laboratory
animals of Polish National Ethical Committee for Animal
Experiments.'> A total of 200 inbred male Wistar rats,
weighing 300 + 30 g were used for the study (Figure 1).
The laboratory part of the study consisted of five phases.

In the initial phase, 120 rats were used to determine the
insulin demand and dosage of antidiabetic drugs; a further 80
rats were used in the core stage of the experiment. During the
trial, animals had unlimited access to water and food.

Phase I: Induction of Diabetes in Study

Animals

To induce diabetes, all subjects received streptozotocin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) intramuscularly at
a dose of 35 mg/kg body mass (b.m.)'® The levels of
glucose were determined using an Accu-chek Active®
glucometer (Roche, Basel, Switzerland) four times a day.
Blood samples for glucose determination were drawn from
the tail vein. The development of diabetes was accompa-
nied by the development of neuropathy. After 7 days,
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200 rats

l |

Determining insulin
demand and dosage of
antidiabetic drugs

120 rats

For the main study
80 rats

14 days

Best meeting cryteria
for moderately severe
glycemia

45 rats

Insulin (Group )
15 rats

Metformin (Group Il)
15 rats

Control (Group Il1)
15 rats

14 days 14 days

14 days

Smallest glycemia
fluctuations

8 rats

Figure | Study protocol.

sensory neuropathy was observed in the study animals.
The degree of nerve damage was assessed at 7, 14, 21,
and 28 days after streptozotocin administration by measur-
ing the sensitivity threshold to a mechanical stimulus,
Randall-Selitto test.'”
Changes in the sensory threshold to a mechanical stimulus

using a modification of the

were studied using an Ugo-Basile analgesimeter type
7200 (Biological Research Apparatus, Comerio-Varese,
Italy). A mechanical stimulus of increasing pressure,
applied to the outer surface of the rat’s hind limb, was
delivered by the analgesimeter until the limb twitched or
was withdrawn by the rat. The results, obtained in grams,
were converted into percentage variations from the values
obtained before streptozotocin administration (time 0) for
each rat, according to the following formula:

(100 x B)

% analgesia = —100

where
A = pressure at time O (prior to streptozotocin
administration),

Smallest glycemia
fluctuations

Smallest glycemia
fluctuations

8 rats 8 rats

B = pressure on subsequent days following streptozo-
tocin administration.

The percentages of analgesia for individual animals,
calculated according to the formula, were then used to
calculate the average values for the groups (Table 1).

Phase 2: Determining Required Insulin

and Metformin Doses in Study Animals

After the period of diabetes induction, the rats were divided
into two groups. The first 120 individuals were used to deter-
mine the appropriate doses of drugs, ie, metformin and insulin.
Initial drug doses were determined on the basis of data from
the literature.'®'® Fourteen days after the administration of
streptozotocin, from a second group, of 80 individuals, 45 rats
were selected who best met the criteria for mild diabetes
(blood glucose >200 mg/dL). These 45 rats were then divided
into three groups: 15 subjects, group I, were treated with
msulin (Insulatard®, Novo Nordisk A/S Novo Allé,
Bagsvaerd, Denmark) preparations of 5 IU/kg b.m. subcuta-
neously; 15 rats, group II, were treated with metformin
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Table | Percentage Changes in Pain Threshold in the Development of Neuropathy (Day 0 — Before Streptozotocin Administration,
Day 7, Day 14, Day 21 and Day 28 After Streptozotocin Administration), Compared with Values Before Streptozotocin Administration

(measured using a modification of the Randall-Selitto test)'”

Group Insulin (Group 1) Metformin (Group Il) Control (Group IlI)
Antinociception | Reduction (%) | Antinociception | Reduction (%) | Antinociception | Reduction (%)

Before streptozotocin 108.215 118.125 112.8125

administration

Day 7 95 —-11.80 94.375 —-19.85 94.375 —-16.28

Day 14 66.5625 —38.33 76.25 —35.40 75.00 —3347

Day 21 64.375 —40.37 68.75 —41.49 63.125 —41.49

Day 28 60.9375 —43.60 66.5625 —43.49 60.9375 —44.00

(Metformax®, Teva Pharmaceuticals Polska sp.z.0.0., Warsaw,
Poland) at a dose of 500 mg/kg b.m. orally; and the remaining
15 individuals, who formed the control group (group II), were
administered 0.9% NaCl at dose of 50 plL/kg b.m.
subcutaneously.

Phase 3: Wound Formation

After 14 days of treatment, eight individuals with the smal-
lest glucose fluctuations were selected from each group
(ranges: group I, 326488 mg/dL; group II, 340-511 mg/
dL; group III, 359-510 mg/dL). Scarification was made on
the dorsal surface of the skin, after shaving the fur using an
electric razor. All animals selected for this phase of the study
had a piece of skin removed from the dorsum to the depth of
the panniculus carnosus muscle, 0.3—0.5 mm thick and 2 cm
x 2 cm wide.?* 2 Before surgery, the animals were subjected
to general anesthesia using a mixture of isoflurane (Isofluran
Baxter®, Seborg, Denmark) and air. The induction of
anesthesia was carried out in a sealed chamber at an isoflur-
ane concentration of 4-5% and a flow of 1000 mL/min. Next,
to maintain anesthesia, a mixture of 3—3.5% isoflurane in air
was administered via a mask outside the induction chamber
Rothacher & Partner,
Switzerland). Before performing the surgery, the rats’

(Isoflurane  Vaporizer, Berne,
reflexes were always checked by applying pressure using
tweezers in the midfoot and the tail. In each group, 1 mL of
lipopolysaccharide solution obtained from Pseudomonas
aeruginosa (Sigma-Aldrich) at a concentration of 1 mg/mL
the
inflammation.”®> Then, using surgical sutures, a 4 cm X

was applied to wounds to produce chronic
4 cm silicone plate with a hole in the center was sutured in
place over the wound to replace the skin and standardize the
wound healing process. Samples from the marginal sections
of the healthy cut-out skin were also collected. Every 3 days,

in each individual, a sample was collected from a marginal

section of the wound, wound surface area was assessed, and
the protective dressing changed (Mollelast® 4 cm x
4 m band, Lohmann & Rauscher, Pabianice, Poland). The
protective dressing was gently put around the upper limbs
and three-quarters of the upper torso. The bandage was cut in
key places (eg, around the shoulder joint) with a risk of
compression complications (ischemia, acute neuropathy),
creating a kind of a sleeve. The ends of the band were secured
with adhesive tape.

Phase 4: Analysis of the Wound Healing

Process

To measure the wound surface area, the Planimator app
(design by Institute of Biocybernetics and Biomedical
Engineering, Polish Academy of Sciences), installed on
a Samsung Galaxy S5 smartphone, was used.”* To mea-
sure the surface area with this app, two self-adhesive rulers
were used, placed on opposite sides of the wound, and the
wound contour was outlined in a photograph showing the
wound and the rulers located around it.

Phase 5: Histological Evaluation of

Collected Sections

Sections taken from wounds were fixed in 2% formalde-
hyde solution. Standard staining methods (hematoxylin
and eosin) were used to determine the presence of inflam-
matory cells, and standard immunohistochemical testing
was used to determine the presence of the nuclear prolif-
eration marker Ki-67 antigen.

Statistical Analysis

The influence of treatment type on wound area was analyzed
using analysis of variance (ANOVA). Post-hoc Scheffé and
Bonferroni tests were also conducted. Normality of data
distribution was analyzed using Kolmogorov—Smirnov and
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Shapiro—Wilk tests. Homogeneity of variances was deter-
mined using Bartlett’s, Cochran’s, Hartley’s, and Levene’s
tests. Data were analyzed using STATISTICA® software
version 10 (StatSoft Inc.,Tulsa, OK, USA). Statistical sig-
nificance was considered for p < 0.05.

Results

After administration of streptozotocin in the study rats,
symptoms of increasing hyperglycemia were observed,
up to maxima of 492 mg/dL in the insulin group (group
I), 512 mg/dL in the metformin group (group II), and
526 mg/dL in the control group (group III). This was
manifested by increased water intake, increased urine
volumes, and reduced pain thresholds (Table 1).

During the 25 days from the start of drug administra-
tion, the average glucose level in each group stabilized, as
shown in Figure 2. For the statistical analysis of glycemia
results, the distribution of which was close to normal,
ANOVA was used.

To avoid making the mistake of repeated testing, the
comparison was made at an isolated point in time, speci-
fically just prior to drug administration. The comparison of
glucose concentration between the considered groups did
not reveal any significant differences between the groups
(p = 0.21); therefore, post hoc tests were not performed. In
the subsequent days of the wound healing phase, the
differences in glucose concentration between the insulin
group (I) and the metformin group (II) were statistically
insignificant, which makes it possible to treat glucose
levels in these groups as equal. The results of the statistical
analysis are shown in Table 2.

500

450 Ty

To monitor the wound healing process, changes in the
wound surface area and macroscopic features of inflam-
mation were assessed (Figure 3).

Percentage changes in wound surface area were calcu-
lated for each wound as the difference between the area
at day 9 and the area at the start of treatment divided by
the area at the start of treatment. The impact of treatment
type on the change in wound area was analyzed using
ANOVA. The result was significant (p = 0.002). The
assumptions (homogeneity of variances and normality of
data) for the ANOVA test were checked. There were no
significant differences between variances (U = 0.31) and
the percentage changes in wound area were normal for
each treatment type (group I, p = 0.10; group II, p = 0.43;
group III, p = 0.28). The mean changes in wound area (+
standard deviation) were for the insulin (group I), —66.8%
(= 9.7%), metformin (group II) —40.4% (= 15.8%), and
control (group I11)—48.0% (x 9.8%),respectively. Post-hoc
Scheffé and Bonferroni tests revealed significant differ-
ences between the insulin (group I) and metformin
(group II) groups, with p < 0.002 for both tests and
between the insulin (group I) and control (group III)
groups, with p < 0.03 for both tests. There were no
significant differences between the metformin (group II)
and control (group III) groups (p > 0.51 for both tests).
Therefore, the highest rate of wound healing was for the
insulin group (group I).

Histologically assessed wounds differed in the rate of
resolution of inflammation. Biopsies taken on the day of
wound formation (control biopsies) showed a normal histolo-
gical picture of skin and subcutanecous tissue (Figure 4).
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Figure 2 Glycemia in the analyzed groups during all phases of the study.
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Table 2 Results of Statistical Analysis for Glycemia in the Wound Healing Phase Between Groups (ANOVA)

Day After Mean Glucose Control Mean Glucose Insulin Mean Glucose Metformin P values for
Streptozotocin Group (lll) (3SD) [mg/dL] | Group (I) (SD) [mg/dL] | Group (ll) (xSD) [mg/dL] the ANOVA
Administration test

13 (first day of drug 389.58 + 17.25 415.86 + 33.78 427.25 + 21.08 0.21
administration)

15 408.43 + 9.66 408 + 43.35 424.37 + 2592 0.48

17 388.71 + 45.16 380 + 98.87 463.87 + 50.46 0.051

19 424.29 + 52.55 431.57 + 49.09 454.12 + 60.93 0.55

21 409 + 60.50 377.57 £ 76.39 448.25 + 29.38 0.08

23 371.43 + 3855 413 £71.1 433.5+ 33.38 0.075

25 397.39 £ 52.93 412.71 £ 90.96 439 £ 35.50 0.44

Note: Statistical significance considered for p < 0.05.

Analysis of the biopsy material collected on day 9 after the
formation of the experimental wound in the control group
showed massive infiltrates of granulocytes and macrophages,
covering the entire volume of the preparations evaluated. In
samples derived from wound biopsies of animals from the
insulin group, only a small infiltration of inflammatory cells
was observed, occurring mainly in the immediate vicinity of
the margins of the healing wound, whereas in rats treated with

metformin (group II), the inflammatory infiltration was mark-
edly greater than in sections of the insulin (group I) and control
(group IIT) groups. This observation was consistent with the
clinical picture evaluated on the basis of photographs
(Figure 3).

Preliminary immunohistochemical assessment showed
differences in the number of proliferative cell clusters, as
evidenced by the increased proportion of Ki67 antigen

Day 0

Day 3

Figure 3 Changes in wound surface during observation.
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Day 6

Day 9

submit your manuscript

1510

Dove

Diabetes, Metabolic Syndrome and Obesity: Targets and Therapy 2021:14

39



Dovepress Mieczkowski et al

A INSULIN METFORMIN  CONTROL

BIOPSY "1" BIOPSY "0"
DAY 3 DAY 0

BIOPSY "3"
DAY 9

B
% Day ¢ Inflammatory infiltrate

4.5

3.5

2.5

Score

1.8

0.5

Insulin Metformin Control

Figure 4 (A) Micrographs of selected rat wounds from groups | (insulin), Il (metformin), and Ill (control), on days 0, 3, and 9 after wound formation. (B) Inflammatory
infiltrate (statistical significance not calculated, owing to semiquantitative histological assessment): 0, no infiltrate; |, weak infiltrate (<20% cells in assessed field revealing
polymorphonuclear or mononuclear phenotype); 2, mild infiltrate (20%-39% cells revealing polymorphonuclear or mononuclear phenotype); 3, moderate infiltrate (40%—
59% cells in assessed field revealing polymorphonuclear or mononuclear phenotype); 4, intense infiltrate with mild necrosis (60%—80% cells in assessed field revealing
polymorphonuclear or mononuclear phenotype); 5, severe infiltrate with moderate or extensive necrosis (>80% cells in assessed field revealing polymorphonuclear or
mononuclear phenotype).
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staining in the insulin group (group I) compared with the
metformin group (group II) (Figure 5).

Discussion

Until recently, it has been thought that the presence of
a chronic wound in a diabetic patient is an absolute indica-
tion for insulin treatment and withdrawal of oral antidia-
betic drugs. The experience of the last decade has shown
that it is possible to treat this group of patients with oral
antidiabetic drugs. However, this approach concentrates on
glycemia normalization. The question is whether the
wound healing effect in diabetic patients with chronic
wounds depends only on glycemia normalization or
whether it depends on additional molecular pathways
regulated by insulin or other antidiabetic agents.

In our study, we evaluated the effect of selected dia-
betes medications on the wound healing process in a rat
model of streptozotocin-induced diabetes accompanied by
neuropathy and chronic hyperglycemia. It is necessary to

emphasize that such a study depends on an optimal model
of wound healing. In this study, we selected a model that
aims to reflect the conditions of the analogous process of
diabetic wound healing in human beings as closely as
possible. Therefore, a chronic wound model developed
during a pilot study was used.?® The duration of hypergly-
cemia in rats in our study may reflect the long-term
uncompensated course of diabetes in human beings.

The results of pain threshold measurements confirm the
onset of developing sensory neuropathy in the studied rats
as early as day 7 after the administration of streptozotocin
(Table 1). In human beings, the process of neuropathy
development is slower, and, in addition to the existence
of diabetes per se, is influenced by such factors as age,
glycemic control, elevated levels of cholesterol and trigly-
cerides, hypertension, obesity, and smoking. A study
assessing the presence of diabetes complications,
EURODIAB IDDM,26 which examined more than 3000
patients treated with insulin from 16 countries, initially
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Figure 5 (A) Immunohistochemical assessment with Ki-67 antigen staining in the insulin- and metformin-treated groups (black arrows indicate proliferation centers
saturated with Ki-67). (B) Proliferation index, expressed as the percentage of Ki-67-positive nuclei among basal and suprabasal epithelial cells, visualized through
immunohistochemical staining (statistical significance not calculated, owing to semiquantitative histological assessment).
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found neuropathy in 28% of patients; after 7 years of
to 51.5%
Therefore, our observations based on a rat model are

observation, an increase was recorded.
able to provide answers to important clinical questions,
because it is possible to reproduce similar conditions in
few weeks,while, in the case of a human model, research-
ers would need many years. Bujalska et al used such
a methodology to evaluate the process of developing dia-
betic neuropathy.*’

Another issue is wound generation. Most current animal
models are based on the formation of acute wounds, which
are then subjected to factors responsible for their conversion
into chronic wounds, for example, through the development
of ischemia (eg, damage associated with pressure) or dia-
betes. In our study, we present a model imitating the condi-
tions of a chronic wound in patients with diabetes. The
inflammation phase is lengthened, the concentration of
growth factors and proliferative phase cells is reduced,
and neovascularization is impaired.”® Thanks to the proce-
dures applied, such as maintaining the state of hyperglyce-
mia for a long time, the use of bacterial lipopolysaccharides,
and inhibition of the participation of the panniculus carno-
sus muscle in the species-specific process of rapid wound
healing after injury (by silicone plate placement), it was
possible to reflect the conditions of the wound environment
observed in a patient with long-term uncontrolled diabetes
in the best possible manner. Without the aforementioned
modifications, the healing time would have been much
shorter (5 to 7 days) than was the case in this study, and
could not accurately reflect the healing conditions of
a chronic wound.”’

We have selected a rat model with streptozotocin-
induced diabetes. Although it is not a strict model of
type 2 diabetes, we chose it because the evaluation of
oral antidiabetic drugs in an animal model of streptozoto-
cin-induced diabetes has become increasingly common
practice.>® This is partly due to economic aspects but is
primarily because it enables the long-term complications
of diabetes to be observed within a short time of its
induction with streptozotocin. Moreover, it is worth men-
tioning that oral medications (eg, dapagliflozin) are
already approved for the treatment of special cases of
type 1 diabetes and a number of studies have been con-
ducted with the use of biguanides (metformin) in this
group of patients.*' >* Therefore, this model can also be
applied to studies of type 2 diabetes.**

Insulin and metformin were chosen for assessment as
they are the most commonly used drugs in the treatment of

diabetes in human beings. The effect of each drug was
assessed both by evaluating the percentage of wound sur-
face area reduction, using a novel measuring device, and
by immunohistochemical assessment of changes in the
expression of Ki67 antigen in the studied biopsy
specimens.®> Analysis of variance revealed a significant
influence of the treatment method (insulin, metformin, or
control) on the relative change in wound area. In our study,
it was shown that the wound healing rate was faster in rats
receiving insulin than in rats receiving metformin or sal-
ine. The rate of wound healing in rats is significantly
different from that in human beings; thus, the individual
wound healing phases occur at much shorter time
intervals.*® For this reason, the changes observed over
the course of just 3 days of wound treatment in rats may
indicate significant differences in the effectiveness of the
tested molecule. It was shown that insulin was more effi-
cient than metformin or control treatment in wound area
reduction, without any observable differences between
metformin and control treatment at any stage. In addition,
differences in the concentration of staining of proliferative
cell clusters were also demonstrated, as evidenced by the
increased Ki67 staining in the group of rats receiving
insulin compared with the group receiving metformin
and the control group, while maintaining analogous glu-
cose levels. Many authors use the assessment of Ki-67
reactivity to confirm the effectiveness of drug molecules
or to show the mechanism of repair processes.'**’

Thus, our results demonstrate that insulin treatment
tends to be more efficient in wound healing in our diabetic
model than metformin, irrespective of the effect of glyce-
mic normalization. This could indicate that insulin and
metformin trigger different molecular pathways that influ-
ence wound healing in different ways. Although we did
not investigate certain molecular pathways in our study,
other authors provide insight into that process.

A number of basic studies performed on other animal
models (Drosophila melanogaster and Caenorhabditis ele-
gans) provide arguments that insulin and insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) mediate activation of the PI3K/
Akt signaling pathway, stimulating epithelial cell migra-
tion and wound healing. Moreover, Kakanj et al showed
that the expression of a dominant-negative version of the
insulin receptor in D. melanogaster results in decreased
wound healing is associated with the inhibition of translo-
cation of the forkhead box O (FOXO) transcriptional fac-
tor from the nucleus to the cytoplasm.*® It should also be
that directly  stimulates the

emphasized insulin
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proliferation of keratinocytes through the PI3K/Akt path-
way and activates their migration through the activation of
Racl GTPase, enhancing the entire process of wound
healing.>**° Recently, the beneficial effect of topical insu-
lin on wounds has also been observed.*' The increase in
levels of glucose transporter 1 (GLUTI1) protein and its
translocation from the cytosol to the cell membrane of the
basal epidermal cells demonstrate that diabetic skin tissue
is characterized by insulin responsiveness.*?

By contrast, metformin activates different molecular
pathways, which might play a detrimental role in wound
healing. Lee et al suggested that metformin inhibits the
mTOR pathway, promoting apoptosis, as demonstrated in
a study on bile duct cancer cells.”’ Metformin has been
shown to be antiproliferative in a number of studies
demonstrating its additional antitumor effect.*> Such an
antiproliferative effect, although desired in antitumor ther-
apy, is not beneficial in wound healing treatment. This
mechanism might explain why metformin therapy, which
normalizes glycemia, does not provide any beneficial
effect on wound healing, compared with the control
group in our study.

There is no unambiguous consensus between research-
ers on the effect of metformin on wound healing, and the
results of studies published so far are contradictory. Verma
et al showed, in an in vivo model of mice, that metformin
affects the oxidation, metabolism, and proliferation of
head and neck squamous cell carcinoma cells.** After 5
days, subjects receiving metformin had a significant
increase (p < 0.05) in tumor oxygen saturation and hemo-
globin concentration levels in treated tumors compared
with untreated control subjects, with fluorescence imaging
revealing a 46% decrease in 2-deoxy-pD-glucose uptake
with addition,
a statistically significant reduction of Ki-67 antigen stain-

compared control  subjects. In
ing clusters was found, while smaller tumor sizes were
observed using magnetic resonance imaging.** As far as
the tumorigenic process is concerned, this appears to be
beneficial, whereas a stimulating effect on cell prolifera-
tion would be more desirable for wound healing. Different
results showing the effect of metformin on wound healing
also result from the method of administration (orally or
topically, directly to the wound). Qing et al suggest
a positive effect of topically applied metformin on
wound healing through inhibition of the AMP-activated
protein kinase (AMPK) pathway, which leads to macro-
phage differentiation toward the M2 population.*’
However, Bagheri et al,* who assessed the effect of

metformin and photomodulation on wound healing in
rats, confirmed the positive effect of metformin on the
differentiation of macrophages in the M2 population, but
did not find a positive relationship between the number of
M2 macrophages and wound strength. Bagheri et al
explain this by pointing to the inhibitory effect of photo-
modulation on the development of the M2 macrophage
population.*®

Owing to the aforementioned methodologic approach,
we were able to conduct a study using an animal model
that reflects the conditions of diabetic wound healing in
human beings in many aspects. The innovative element of
this study is the comparison of the effects of insulin and
metformin under similar conditions—poor glycemic con-
trol, which is often observed in clinical settings in patients
with long-term diabetes.

Another modification in our study was the assessment
of the wound surface area using a photoplanimetric
method, implemented using the Planimator app, which
allows precise measurement of the ulcer surface area. In
our previous pilot study, a thermal imaging camera was
used, which appeared to give high sensitivity and specifi-
city. However, although thermal imaging provided infor-
mation about the current metabolic status of the wound, it
did not allow accurate measurement of the wound’s sur-
face area. In this study, the Planimator app was used for
the first time to assess the wound surface area precisely.
Preliminary test data indicate greater accuracy and repeat-
ability of surface area measurements made using this
application compared with assessments using commercial
devices, such as Visitrak® (Smith & Nephew, Watford,
UK) or SilhouetteMobile® (Aranz Medical, Christchurch,
New Zealand).*® The app was developed at the Institute of
Biocybernetics and Biomedical Engineering of the Polish
Academy of Sciences (Warsaw, Poland), with the intention
of producing, for everyday use by medical personnel,
a simple accurate measurement method using two
rulers.*” The digital photoplanimetric method used in the
Planimator recently

app was improved, based on

a proposed adaptive calibration, which increases measure-

ment accuracy and precision at curved surfaces.*®

Study Limitations

Given the complexity of the processes that occur in
chronic wounds in adults, particularly in people with dia-
betes, there is no single animal model that can perfectly
reproduce human conditions. Therefore, our goal was to
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choose the optimal model that would suit our study and
that could be further modified, if required.

In our study, we used streptozotocin to destroy beta
cells in order to produce diabetes in the study animals.
There are many animal models of diabetes, including
commercially available genetically modified mice or rats,
but owing to the financial limitations of the study, geneti-
cally modified animals were not used. Each of the afore-
mentioned models allows some insight into the wound
healing process in diabetes; the problem is that there are
many different protocols, used by different laboratories,
making it difficult to compare models and results. Based
on the current literature, it is difficult to determine which
of the models described is optimal, owing to the many
different output parameters (eg, different animal ages or
wound sizes) and the adopted conditions and objectives of
each study (eg glycemic ranges).

Another important aspect is the difference in biomecha-
nical conditions used in forming and permanently affecting
a specific wound. In DFS, one of the main factors in the
formation of wounds is pressure on the sole surface of the
foot, which, in combination with sensory disturbances and
delayed skin regeneration processes (autonomic neuropathy),
initially results in thickening of the stratum corneum (form-
ing a callus), and then the formation of wounds. In our study,
wounds imitating those found in human beings were created
“artificially”. Owing to its location on the animal’s dorsum,
which allows a consistently sized ulcer to be reproduced,
there is no constant pressure on its surface, which is often the
cause of long and complicated treatment of similar wounds in
human beings. It is worth noting, however, that a basic part of
the treatment of ulcers in DFS is the patient’s use of pressure-
relieving footwear or even an absolute ban on applying
pressure on the limb. A situation in which there is a lack of
biomechanical pressure on a wound formed on a rat’s dorsum
can therefore be a good representation of a patient’s compli-
ance with recommendations for pressure relief.

In the study, metformin and insulin were not used in
combined administration in any group; this might have
yielded different study results.

In addition, at the beginning of the study, we did not
have devices for assessing wounds in 3D projection, ie for
assessing the depths of wounds; such devices are now
more easily available.

Conclusion
Our study provides evidence that insulin accelerates wound
healing in a rat model of diabetes with neuropathy and under

chronic hyperglycemia, causing increased expression of
Ki67 antigen and a reduced wound surface, and that this
effect does not depend solely on glycemia normalization.
The results obtained in this study may prompt investigations
into the broader influence of antidiabetic drugs, including
insulin, on the mechanisms of wound healing in diabetes. In
the next phases of our study, we will attempt to establish
these mechanisms and to explain, molecularly, the notice-
able acceleration of wound healing under hyperglycemia in
patients treated with insulin.
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Abstract: Chronic wounds are becoming an increasingly common clinical problem due to an aging
population and an increased incidence of diabetes, atherosclerosis, and venous insufficiency, which
are the conditions that impair and delay the healing process. Patients with diabetes constitute a group
of subjects in whom the healing process is particularly prolonged regardless of its initial etiology.
Circulatory dysfunction, both at the microvascular and macrovascular levels, is a leading factor in
delaying or precluding wound healing in diabetes. The prolonged period of wound healing increases
the risk of complications such as the development of infection, including sepsis and even amputation.
Currently, many substances applied topically or systemically are supposed to accelerate the process
of wound regeneration and finally wound closure. The role of clinical trials and preclinical studies,
including research based on animal models, is to create safe medicinal products and ensure the
fastest possible healing. To achieve this goal and minimize the wide-ranging burdens associated
with conducting clinical trials, a correct animal model is needed to replicate the wound conditions in
patients with diabetes as closely as possible. The aim of the paper is to summarize the most important
molecular pathways which are impaired in the hyperglycemic state in the context of designing an
animal model of diabetic chronic wounds. The authors focus on research optimization, including
economic aspects and model reproducibility, as well as the ethical dimension of minimizing the
suffering of research subjects according to the 3 Rs principle (Replacement, Reduction, Refinement).

Keywords: animal model; molecular mechanism; diabetic foot syndrome; chronic wound

1. Introduction

Epidemiological data clearly show that diabetes mellitus (DM) has long been a chal-
lenge for the representatives of the medical world and healthcare-financing entities. Es-
timates show that the number of DM cases and diabetic complications worldwide is
increasing, including difficult-to-heal wounds, with the most representative example being
diabetic foot syndrome (DFS). It is assessed that during the lifetime of a patient with DM,
the probability of DFS occurrence ranges from 5 to 25%, according to various authors. DFS
is found in 10 to 20% of patients with diabetes, and detailed data from the USA report even
25% [1,2]. There are no exact data on what percentage of patients with DM have wounds
of ischemic etiology or those resulting from venous insufficiency. The lack of such precise
epidemiologic data may be due to the fact that the abovementioned etiologic factors of
wounds, i.e., atherosclerotic lesions or venous insufficiency, which is less frequent, may
coexist in a patient with DM at different rates simultaneously. In addition, impaired wound
healing in diabetic patients results from comorbidities. Cellulitis is often the triggering
factor for wound formation, which might be an indicator of increasing swelling resulting
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from heart or kidney failure, a large percentage of which is due to changes caused by
DM. Additionally, patients with DM are more vulnerable to injuries due to neuropathy.
Regardless of its etiology, any wound that develops initially on the lower leg may become
a precursor to DFS when it spreads below the ankle. When ulceration becomes infected,
especially in the case of DFS due to impaired immune response in these patients, it can gen-
erate complications such as sepsis, amputation, and even death. In patients with DM who
developed active ulceration within five years, the mortality rate has been reported to be as
high as 40% [3]. Considering mortality following amputation, the figures are even more
terrifying since they range from 13% to 40% at one year, 35% to 65% at three years, and 39%
to even 80% at five years [1]. For this reason, research is conducted in scientific laboratories
worldwide to produce molecules of both local and systemic action, which could accelerate
wound healing and inhibit the development of inflammation at the lowest possible stage.
Before these molecules can be used in humans, it is necessary to carry out studies in an
animal model, which could demonstrate the safety and efficacy of such molecules. To
achieve this goal, the protocol of animal studies should be optimized. Moreover, the variety
of the choice of models for preclinical studies and related problems closely reflecting the
pathophysiology of wound development in human DM can be challenging. In this paper,
we summarize the current information related to the pathogenesis of impaired wound
healing in DM in the context of the design of an animal model. Additionally, the paper
presents the most important practical aspects of designing and selecting an animal model
for preclinical studies on wound healing in DM.

2. Molecular Pathways of the Development of Chronic Wounds in DM

The source of impaired wound healing in DM is related to several overlapping mecha-
nisms, presented in Figure 1. Endotheliopathy, which results in micro- and macrovascular
changes, can lead to neuropathic changes, which significantly increase the risk of injury
and delay in wound healing [4]. Macroangiopathic lesions, which usually occur later
than microvascular changes, affect the supply of nutrients to the wound during vascu-
lar complications in DM. Importantly, although the studies investigating microvascular
complications of DM, such as diabetic retinopathy, diabetic nephropathy and neuropathy,
have used various animal models (e.g., streptozotocin or alloxan-induced DM in mice
and rats, DM induced by transgenic procedures as in Akita mice), the mechanism lead-
ing to microvascular complications (microangiopathy) and created in these models is the
same—hyperglycemia and other important changes such as impaired immune response or
altered intracellular pathways [5]. Investigations of macrovascular changes are focused
on animal models of specific macrovascular lesions, e.g., myocardial infarction or stroke.
At a certain stage of the development of microangiopathic and macroangiopathic wound
progression, revascularization is the only chance for wound healing. As yet, no vascular
surgery techniques have allowed the restoration of the flow in microcirculation vessels
(known as resistance subcutaneous arteries) due to the mostly irreversible nature of vessel
wall remodeling and thrombotic and embolic closure. Firstly, the aim of the current studies
should be to find optimal and possibly non-invasive assessment methods for the flow in
the microvascular bed. This is extremely important when the changes in small arteries are
potentially reversible, before significant thickening of the basement membrane and throm-
botic and embolic occlusions occur. New MRI-based techniques used in preclinical studies
on cerebral microcirculation in rodents might also be useful in diabetic wound studies [6].
Secondly, searching for microvascular revascularization methods and /or molecules and
drugs preventing the occurrence of thrombotic and embolic changes and basal membrane
thickening should be independent research directions [7,8]. Studies on both of these prob-
lems require designing an adequate animal model of wounds in DM, which will imitate
impairment related to DM.
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Figure 1. The mechanism of wound development in diabetes. Immunopathy and endotheliopathy are
the causes of the development of microangiopathy and macroangiopathy. The impairment of blood
supply (mainly lesions in the vasa nervorum) can cause neuropathy. All these pathologies lead to an

increased risk of wound development and a delayed healing process. Created with BioRender.com.

2.1. Diabetic Endotheliopathy

Endotheliopathy plays a leading role due to impaired tissue metabolism in DM [9]. Tt
is related to a disturbed reactivity of the vessel wall, which in long-term DM causes not
only an impaired flow to distal parts but also, paradoxically, an overflow at the arteriolar
level within the tissue, due to the formation of arteriovenous anastomoses (AVAs) [10,11].
Hyperglycemia affects endotheliopathy through pathways leading to microangiopathy,
such as polyol, hexosamine, advanced glycation end-products (AGEs), and protein kinase
C (PKC) pathways (Figure 2) [12]. Of these four pathways, the PKC pathway seems to affect
endothelial vascular dysregulation most directly. Hyperglycemia may increase the synthe-
sis of regulatory enzymes belonging to the PKC family independently or through increased
diacylglycerol (DAG) synthesis. Activation of these enzymes results in endothelium-
dependent dysfunction of microarterioles regulating contractility of the smooth muscle of
vessels supplying distal tissue areas [13]. Moreover, endothelial dysfunction of small vessels
results from the inhibition of the nitric oxide (NO) and endothelium-derived hyperpolariz-
ing factor (EDHF) pathways and enhanced production of endothelin-1 and oxygen-free
radicals [14]. Khamasi et al. showed that patients with DFS were characterized by increased
levels of PKC§, which was associated with inhibition of insulin signaling. This can be
associated with delayed wound healing due to a restriction of oxygen and nutrient supply
by impaired arteriole relaxation [15]. The abovementioned changes are also observed in
animal models in studies on DM. A study on a mouse model showed that hyperglycemia
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(developed in streptozotocin-induced diabetic mice) caused a significant increase in PKC-6
expression, which resulted in subsequent SHP-1 activation, PDGF downstream signaling
reduction, cellular apoptosis, and the presence of acellular capillaries within the retina
compared to non-diabetic control mice. These changes in diabetic mice were not reversible
by insulin treatment. However, the aforementioned changes were not developed in trans-
genic Prked —/— mice that lacked PKC-5 signaling. This study highlights the role of
PKC-5 in the development of endotheliopathy [16]. In addition, a study on rat mesangial
cells demonstrated that advanced glycation end products (AGEs) induced intracellular
oxidation stress, which contributes to the development of pathological changes in DM [17].
Moreover, hyperglycemia in streptozotocin-induced diabetic mice causes neuronal injury,
especially in the frontal cortex and amygdala, through inducible nitric oxide synthase
(iINOS) overexpression [18]. The imitation of this process can be achieved by induction of
hyperglycemia, which can induce enzyme synthesis and overactivation of the PKC pathway.
Importantly, the PKC pathway, which seems to be crucial in the pathogenesis of DM is also
up-regulated in ob/ob mice, which reflects type 2 DM, not only in streptozotocin-induced
diabetic mice [18].

The polyol pathway leads to endotheliopathy through the decreased supply of NO
in dysfunctional vessels by reducing NADPH in the cytosol. NADPH is necessary for the
regeneration of glutathione, which has antioxidant properties, and also for the produc-
tion of nitric oxide synthase (NOS) [19]. In the case of cytosolic deficiency of NADPH,
uncoupling of eNOS does not occur, which results in decreased production of NO and
increased production of oxygen free radicals, including ONOO™ and O?~. The formation of
ROS products exacerbates endothelial cell dysfunction, thus mediating DNA damage [20].
Increased activity of the hexosamine pathway occurs due to hyperglycemia. The final stage
of this pathway is related to the formation of UDP-N-Acetylglucosamine, which results in
increased expression of TGF-31 and PAI-1. Under hyperglycemic conditions, a four-fold in-
crease is reported in O-GlcNAcylation of the transcription factor Sp1, which participates in
the development of endotheliopathy by activating TGF-31 and PAI-1 in arterial endothelial
cells and the PAI-1 promoter in vascular smooth muscle cells. Additionally, activation of
receptors for AGEs (RAGE) triggers NADPH oxidase, which enhances redox reactions and
consequently causes further endothelial damage [21]. Not only does AGE cause damage to
endothelial cells, but it also causes changes in the structure and function of extracellular
(ECM) and intracellular (ICM) matrix proteins [19]. These processes delay wound healing
due to the impaired activation of fibroblasts which secrete the ECM proteins. Moreover, it
should be stressed that RAGE and PKC pathway upregulation results in increased NF-«B
factor signaling, mediating the synthesis of endothelin-1 and ICAM adhesion molecules,
which results in increased migration of immune cells [22]. A study on obese hyperglycemic
mice showed that administration of sEH inhibitor t-AUCB inhibited the degradation of
epoxyeicosatrienoic acids (EETs) and could increase EDHF secretion, which resulted in
the inhibition of microangiopathic lesion formation [23]. Animal models should imitate
the impaired activation of the EDHF pathway due to its essential role in the pathogenesis
of microangiopathy.

2.2. Diabetic Neuropathy

Most of the processes responsible for the development of endotheliopathy, including
increased polyol pathway activity, AGE formation, and the PKC pathway, simultaneously
lead to the development of neuropathy [24]. In addition to hyperglycemia, other factors
such as glycemic variability, lipid disturbances, smoking, and alcohol abuse may influence
the occurrence and severity of neuropathy symptoms [25]. Damage to the vasa nervorum,
which supply various nerve fibers, such as C-type and delta fibers responsible for specific
functions of the nervous system, is mainly responsible for impaired wound healing in
DM and its recurrence, especially in DFS [26]. This highlights the importance of imitating
neuropathic changes in the design of the animal model [27]. Impaired microcirculation
in the skin in patients with DM occurs due to damage to the vasa nervorum caused
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by thickening of the basal membrane of those arteries and their persistent occlusion by
microclots. This leads to a decrease in oxygen partial pressure in patients with DFS despite
preserved flow in the vascular bed [28]. This change results in sustained ischemia of distally
located tissues and persistently decreased pH in this area, which activates Acid-5ensing
Ion Channel-3 (ASIC3), responsible for transmitting pain signals [29,30]. However, its
transmission may be impaired due to neuropathy. A study on nociception in Ins2+ /Akita
mice (a hereditary model of DM in which the disease develops in young animals after
weaning) revealed reduced action potential discharge in mechanonociceptors compared
with wild-type animals, which was reversed by restoration of normal glucose levels [31].
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Figure 2. The mechanism of the development of endotheliopathy. Four main pathways are involved
in the damage to endothelial cells (AGE pathway, polyol pathway, PKC pathway, and hexosamine
pathway). Overactivation of these molecular pathways leads to inflammation, redox imbalance,
and altered gene expression, which results in endotheliopathy. AGE—advanced glycation end-
product, DAG—diacylglycerol, DNA—deoxyribonucleic acid, ET-1—endothelin-1, F-6-P—fructose
6-phosphate, NADP+—nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NF-kB—nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells, NOS—nitric oxide synthase, NOx—nitrogen oxides, PAI-1—
plasminogen activator inhibitor-1, PKC—protein kinase C, RNS—reactive nitrogen species, ROS—
reactive oxygen species, TGF-f—transforming growth factor p, VEGF—vascular-endothelial growth

factor. Created with BioRender.com.
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Besides autonomic responses, unmyelinated C-type fibers are responsible for pain
perception. Up to 70% of multifunctional C-fibers are present in the skin [32,33]. Their
stimulation initiates neurogenic inflammation in response to neuropeptides released from
sensory nerve endings. These neuropeptides include substance P and calcitonin gene-
related peptide (CGRP), and their role is to regulate the activation of dendritic cells, mast
cells, and T cells. Microangiopathy, which causes impaired secretion of these neuropeptides
and neurotransmitters, results in not receiving signals by the immune system, whose cells
cannot undertake their functions [32-34]. Thus, the cell signaling processes responsible
for a normal immune response are strongly disrupted [35]. In the natural course of DM,
particularly if long-standing and poorly compensated, the C-fiber function permanently
deteriorates, inevitably causing impaired neurogenic inflammation responsible for neuro-
pathic pain and the inadequate response to inflammation [36]. In this process, especially
TRPV1, which is the transient receptor potential vanilloid subfamily member, plays a
significant role [29]. TRPV1 receptors are located in sensory nerve fibers and some vascular
endothelial and smooth muscle cells. Of note, they participate in the integration of pain
stimulus transmission. Besides inflammation in the wound, activation of TRPV1 is an
additional factor that triggers pain sensation. Paradoxically, due to this neurogenic damage
and due to lesions, the transmission of information about the emerging features of infection
in a wound occurs with a delay or does not occur at all (e.g., in DFS). With regard to the
immune changes occurring in the microcirculation in DM, the term immunocompromised
district theory has been adopted [37].

2.3. Diabetic Immunopathy

Impaired wound healing in the course of ulceration results most often from an ongo-
ing infectious process. A typical feature of chronic wounds is an increased concentration
of metalloproteinases, which causes damage to the formation of granulation tissue [38].
A chronic wound in a hyperglycemic environment is subjected to special conditions. Due
to the impaired functioning of immune system cells in this environment, some processes
can be overactivated, with simultaneous underactivation of others. The immune system
plays an important role in sustaining subclinical inflammation under conditions of devel-
oping hyperglycemia, as seen in individuals with obesity or in those who have already
developed type 2 DM (Figure 3). It seems that hyperglycemia causes significant impair-
ment of cell-dependent and humoral defense functions, which results in the long-term
persistence of bacteria in the biofilm form in wounds in diabetic patients. Additionally,
decreased myeloperoxidase and superoxide dismutase activities have been demonstrated
in azurophilic granules of neutrophils in patients with persistent long-term hyperglycemia,
which also causes delayed wound healing. Moreover, the aerobic mechanisms (production
of ROS and respiratory burst) responsible for microbial inactivation by neutrophil granu-
locytes are impaired in DM. This is caused by, among others, excessive activation of the
polyol pathway in DM, inducing NADPH deficiency, which prevents the generation of
oxygen free radicals. It results in an impaired non-specific removal of pathogens, which is
one of the key mechanisms of innate immunity. Furthermore, reduced activity of insulin-
dependent enzymes in neutrophil granulocytes, causing impaired neutrophil migration, is
also affected by relative insulin deficiency associated with insulin resistance in type 2 DM,
or its complete absence in type 1 DM. Monocyte- and macrophage-dependent processes,
such as chemotaxis and phagocytosis, are also impaired [39-41]. A decrease in adaptive
immunity is observed due to the impaired activation of antigen-presenting cells (APCs).
In the hyperglycemic milieu, increased mast cell degradation and increased recruitment
of proinflammatory M1 macrophages were also shown to be responsible for the impaired
cellular response and prolonged inflammation, which can also cause a delay in wound
healing [42]. All the above processes are collectively defined as diabetic immunopathy [4].
It is important to imitate all these changes during the design of animal models due to their
vital role in wound healing. Although diabetes also causes changes to the immune system
in animals, these changes differ from the corresponding changes in humans. First, immune
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systems of mice or rats do not perfectly reflect the human immune system (e.g., there are
two main subpopulations of monocytes in mice i.e., Ly6Chi and Ly6Clo) [43]. Second, it is
difficult to extrapolate the exact pathogenesis of type 2 DM or even type 1 DM from humans
to mice. For example, streptozotocin-induced DM, which is a common mice model, does
not reflect autoimmune processes in the islets because it causes chemical (but not autoim-
mune) cell destruction. Therefore, developing new models and medifying the currently
existing models in order to reflect immune processes in a more accurate way would be
warranted. For instance, a model showing the experimental autoimmune reaction against
pancreatic islets could reflect the natural pathogenesis of type 1 DM. Experience from
similar models such as experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a rodent model
used in studies on multiple sclerosis, would be useful in generation of the above-mentioned
hypothetical model [44].
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Figure 3. The mechanism of wound healing and impairment related to DM and hyperglycemia. (1) Im-
mune response activation—the presence of pathogens, which enter through the damaged epithelium,
leads to activation of innate immune response and secretion of inflammatory cytokines. (2) Wound
healing process—secreted cytokines stimulate WBC diapedesis; macrophages and monocytes secrete
substances which lead to re-epithelialization and ECM production and remodeling. (3) Wound healed
with delay—the impaired physiological processes related to wound healing in diabetes result in the
presence of thinner epithelium and an increased risk of infection. CX3CL1-chemokine (C-X3-C muotif)
ligand 1, DM—diabetes mellitus, FGF—fibroblast growth factor, ICAM-1—intercellular adhesion
molecule 1, [IL—interleukin, MCP-1—monocyte chemoattractant protein-1, MMP—matrix metallo-
proteinase, TIMP—tissue inhibitor of metalloproteinase, TLR-2—toll-like receptor 2, WBC—white
blood cells, VCAM-1—vascular cell adhesion molecule-1. Created with BioRender.com.

3. Large Vessel Atherosclerotic Lesion in DM

The nature of atherosclerotic lesions in DM results not only from their much faster
development compared to the general population but alse from a subsequent predilection
for lesions to be located in the intima and the media [45]. The diffuse character of changes
in DM, which causes faster involvement of distal vessel segments than in patients with
atherosclerosis without diabetes, is also noteworthy [46]. The reason for this difference
is still not fully understood and needs further research. Therapeutic interventions by
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vascular surgeons or interventional radiologists do not always result in the expected
revascularization outcomes due to the characteristic location of atherosclerotic lesions
in DM.

3.1. Endotheliopathy as the Primary Factor Promoting Atherosclerosis

An impaired activation of many overlapping processes is the molecular basis of such
a phenotype of changes as the ones observed in DM. Diabetic endotheliopathy is the
initial process that facilitates the formation of vascular stenosis that initiates atherosclerotic
plaque formation. Endothelial dysfunction is initiated not only by hyperglycemia but
also by other factors such as increased arterial pressure, causing turbulent flow in vessels,
high concentration of oxidized LDL, high concentrations of free oxygen radicals as well
as homocysteine, genetic factors, inflammatory changes resulting from viral or bacterial
infections, and the response to proinflammatory cytokines [47]. One of the final effects
of these changes is a reduced NO synthesis in the endothelium, which leads to impaired
reactivity of the vessel wall and a reduced antiatherosclerotic effect on plaque formation.
The ability of optimal NO secretion depends on numerous factors such as the availability
of tetrahydrobiopterin (BH4) and the activity of enzyme heme oxygenase-1 (HO-1). Their
vital role in the homeostasis of NO was adopted for designing one of the mouse models of
atherosclerosis development by knocking out the gene of the enzyme that participates in
NO production (human HO-1 deficiency and Hmox1 —/— mice) [48]. This model seems to
imitate the vascular changes but does not induce hyperglycemia. Therefore, it cannot be
used as the model for the wound healing process in DM unless it is combined with other
mutations or interventions which cause hyperglycemia. NO deficiency is not always the
initiating factor for atherosclerotic lesions. Some studies have shown that NO synthesis
may increase due to a higher concentration of free oxygen radicals, which was observed
in patients with DM where abnormal vascular reactivity to NO was found [49]. Despite
paradoxically increased NO production, endothelial cells showed simultaneously enhanced
production of O>~ when treated with high concentrations of glucose [50]. This phenomenon
requires further research to explain the dualistic role of glucose in these processes. Despite
the above, the hyperglycemia milieu is a specific example of the potentially destructive
effect of oxygen free radicals on the development of endotheliopathy [51]. The role of
nitric oxide in the pathogenesis of DM has been widely investigated in animal models. An
interesting study on neuronal nitric oxide synthase (nNNOS) expression in pancreatic islets
was performed on a rat model. It revealed that nNOS levels in beta cells disappeared after
12 h from the onset of DM [52].

The adhesion of platelets to damaged endothelial cells is one of the factors enabling
the formation of atherosclerotic plaque and embolism. In DM, this process is enhanced
by increased stimulation of growth factors, fibrin, thromboxane A2, integrins, and P-
selectin. Activated platelets secrete numerous molecules which maintain local inflammation
by stimulating endothelial cells. This leads to a constant mutual reaction between the
endothelial cells and the atherosclerotic plaque, including the transformation of monocytes
into macrophages by enhancing diapedesis [53].

3.2. Subclinical Inflammation as the Trigger of the Atherosclerotic Process
3.2.1. Adhesion Molecules

Moreover, according to the current views, this subclinical inflammation is responsible
for initiating and maintaining the atherosclerotic process. Indeed, there is a relationship
between the activity of the innate and adaptive immune responses and the propagation of
atherosclerotic lesions, which is particularly seen in DM. The innate immune response is ac-
tivated by the subendothelial accumulation of cholesterol deposits and foam cells (fat-laden
cells with an M2 macrophage-like phenotype), oxidation, and glycation [47,54,55]. It has
been shown that the atherosclerotic plaque contains activated B cells, T cells, macrophages,
mast cells, and dendritic cells that also send signals to the surrounding lymph nodes and
around the area of the vascular lesion. The permanently damaged vessel wall becomes more
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permeable to leukocytes adhering to endothelial cells, mainly due to vascular (VCAM-1)
and intercellular ICAM-1) adhesion molecules [56]. The process of leukocyte adhesion and
migration is also possibly due to chemokines such as fractalkine CX3CL1, which maintains
the migration of macrophages to the site of the vessel wall and causes its damage [57].
Increased blood levels of VCAM and ICAM were observed in clinical conditions related to
subclinical inflammation and hyperinsulinemia associated with insulin resistance, such
as obesity or pre-DM [58,59]. It seems that peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs), which are present in the walls of endothelial cells and monocytes, macrophages,
and T cells, are one of the key regulators of this process. Oliver et al. showed that the use of
PPAR-activating molecules (GW501516) in DM leads to the inhibition of the atherosclerotic
process and the improvement of the lipid profile (increase in plasma HDL-C and decreased
plasma triglyceride, LDL-C and insulin levels) [60,61]. PPAR pathways with KLF5 also
participate in the development of diabetic cardiomyopathy, which has been demonstrated
on transgenic mice [62].

3.2.2. Toll-like Receptors

In DM, chronic inflammation is responsible for the long-lasting wound healing process,
which is another factor stimulating the development of atherosclerotic lesions. The activa-
tion of Toll-like receptors (TLRs) in the damaged tissue that are part of the innate immune
system is the phenomenon linking these two processes [63]. During injury and infection,
e.g., due to DFS, the TLRs are stimulated and mediate the expression of proinflammatory
cytokines. In humans, increased expression of TLR receptors in the atherosclerotic plaque
has been demonstrated [64]. In an ApoE —/— mouse model of atherosclerosis, deprivation
of TLR4 receptors resulted in a reduction in atherosclerotic severity, with an associated
decrease in the circulating levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-12 and monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1), despite chronic persistent hypercholesterolemia [65].
Although the relations refer to the animal model, similar pathophysiological relations
characteristic of the atherosclerotic process were observed in humans with long-lasting
DM [66]. Li et al. showed an increase in the expression of immune response factors such as
NFkB, ICAM-1, IL6, and IL8 after treatment with TLR2 and TLR4 agonists in a group of
patients with type 1 DM and advanced coronary atherosclerosis [67]. Enhanced secretion
of these cytokines may accelerate the progression of the atherosclerotic plaque and increase
the risk of its rapture. TLR receptors are responsible not only for signaling associated with
infection but also for non-infectious factors, such as those resulting from excess visceral
adipose tissue and the secretion of activating factors. Properties of these receptors may find
application in the future as targets of treatment for macroangiopathic complications of DM.
Therefore, it is important to adequately imitate its role in animal models [68].

3.2.3. Pentraxins

Pentraxins (e.g., PTX3) constitute another group of factors that link the atherosclerotic
process and the wound healing process. PTX3 is synthesized during neutrophil differentia-
tion, it is accumulated in their mature follicles, and is ready for secretion under hypoxia
in response to increased concentrations of proinflammatory cytokines such as TNF alpha,
IL-1 beta, or the presence of lipopolysaccharides [69-71]. Therefore, PTX3 levels can be
used not only as prognostic markers in myocardial ischemia but also in tissue recovery [72].
Increased levels of PTX3 were found in obese patients and in conditions of elevated insulin
levels characteristic of insulin resistance, such as metabolic syndrome and DM [73,74].
The role of this molecule has not been well investigated in the context of wound healing.
However, it seems that it can play an essential role in inflammation associated with tissue
regeneration, and higher levels of it can be associated with delayed wound healing.
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3.3. How Proteases Affect the Severity of the Atherosclerotic Process
3.3.1. Matrix Metalloproteinases

Additional factors linking the pathogenesis of atherosclerotic lesions and the healing
process are cathepsins and matrix metalloproteinases (MMPs), whose dominant role is the
degradation of extracellular matrix components. Under physiological conditions, they are
responsible not only for the reconstruction of vascular wall structures as well as formation
and destabilization of the atherosclerotic plaque, but also for the regeneration of superficial
injuries of the epidermis or mucosa [75-77]. Knock-out studies on animal models have
provided knowledge about the role of these enzymes in the pathogenesis of atherosclerosis.
Overactivity of different subtypes of metalloproteinases has been found in DM depending
on the location of the pathological process. Increased levels of metalloproteinases -1,-2,-3
have been shown to be associated with markers of vessel wall stiffness in patients with
type 1 DM and may represent a potential therapeutic target [78]. In contrast, in type 2 DM,
elevated levels of MMPs-7 and -12 were associated with a more severe course of atheroscle-
rosis and an increased frequency of coronary incidents [79]. Furthermore, atherosclerotic
lesions in the arterial vessel wall showed increased activity of metalloproteinases MMP-7
in addition to MMP-1,-2,-3,-9 [80-82]. It seems that inhibition of these enzymes can reduce
the risks of plaque rupture and further narrowing of the vessel. Moreover, overexpression
of MMP-9 was associated with delayed wound healing, and MMP-1,-8,-9 were found in
diabetic wounds [83-86]. During healing, there is a dynamic balance between the activity
of metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) in the wound,
especially in patients with DM. Yu Liu et al. demonstrated that in wound exudates of
patients with DEFS, the assessment of MMP-9 and TIMP-1 activity could help to evaluate
patients with a high risk of delayed wound healing [87]. In a study evaluating carotid
atherosclerotic plaque composition in patients with type 2 DM, overactivity of domain
17 (ADAM17) and MMP-9 was found to be associated with the inadequate expression of
TIMP-3 via SirT1 [88].

3.3.2. Cathepsins

Furthermore, cathepsins play an essential role in wound healing. Depending on
their site of action, they affect not only cardiac remodeling (cathepsins B and S) but also
bone (K) and adipose tissue (S) metabolism [89,90]. Moreover, cathepsin L plays a role in
adipogenesis and insulin action. It was shown that inhibition of cathepsin L can result
in the reduction of serum insulin, body weight gain, and protection of fibronectin from
degradation [91]. An animal model should imitate the impaired function of ECM enzymes
in DM. One of them is CatK —/— mice, which received bone marrow lacking cathepsin K.
The mice presented with impaired functional recovery following hindlimb ischemia [92].
Cathepsins may also play a role in TLR9 receptor-mediated innate immunity, which may
accelerate atherosclerotic lesions [93]. Diabetic patients have been shown to be deficient in
the endogenous cathepsin inhibitor cystatin C, which suggests a correlation with increased
serum cathepsin S. [94].

3.4. The Role of Procoagulant Factors in Atherosclerosis

The formation of atherosclerotic lesions would not be possible without the influence of
procoagulant factors. Activation of the plasmin system appears to be particularly important
in DM [95,96]. Plasminogen-activating factors have been found to mediate atherosclerotic
plaque destabilization [97]. In the abovementioned mouse model of ApoE knockout, a
lower plasminogen concentration was observed in addition to faster development of the
atherosclerotic plaque. Factors inhibiting the NF-«B pathway may affect the inhibition
of plasminogen activation. This can be observed in humans and experimental animals
treated with drugs inhibiting this pathway, e.g., peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPAR-y) agonists. An example of such an effect was demonstrated by Hao
et al. on a mouse model with the use of rosiglitazone, which showed that angiotensin
IT inhibited plasminogen activating inhibitor 1 (PAI-1) and extracellular matrix (ECM)
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production, probably through interactions between PPAR-y and TGF-1/Smad2/3 and
c-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling pathways [98]. In clinical practice, two classes
of drugs from this group are already used, i.e., fibrates (PPAR-a agonists), commonly
used in diabetic dyslipidemia, and thiazolidinediones (PPAR-y agonists), used in type
2 DM [98]. A rabbit model of hypercholesterolemia demonstrated an improvement in
endothelial relaxation dependent on pioglitazone administration that was not directly
related to lowering serum lipid levels [99].

3.5. Mast Cells and Their Significance in Plaque Formation

Mast cells play a special role among inflammatory cells involved in the development
of atherosclerosis. They mature in the vessel wall under the influence of stem cell factor
(SCF). They produce and secrete proteolytic substances which play a significant role in
vessel wall remodeling. These proteolytic enzymes modify the composition and function of
LDL and HDL lipoproteins [100]. In rodent mast cell cultures with a high content of LDL
and HDL particles, accelerated formation of atherosclerotic plaques was observed on the
inner vessel wall. On the other hand, after incubation of stimulated mast cells collected
from the peritoneal cavity (peritoneal mast cells) with LDL particles, rapid proteolytic
degradation of these particles was observed [101]. This degradation was caused by mast
cell chymase present in cytosolic granules and was termed “granule-mediated uptake of
LDL” [102]. It seems that the role of these cells depends on their phenotype which is also
modified by hyperglycemia. Therefore, it is one of the mechanisms which ensures faster
wound healing if the metabolic control of DM is accurate.

Mast cells, which secrete paracrine and autocrine proinflammatory cytokines such
as tumor necrosis factor (TNF), IL-33, and IL-6, participate in the mechanism of insulin
resistance by activating kinases [103]. IL-37 (a member of the IL-1 7 family), continu-
ously sustains chronic inflammation. It has been postulated that combining IL-37 (IL-1
family member 7) with the IL-18 receptor alpha (IL-18Rw) causes silencing of the innate
and acquired immune response in type 2 DM, inhibiting the development of insulin
resistance [104]. The impact of this modification on the wound healing process needs
further investigation.

3.6. Lipid Disorders—A View beyond the Atherosclerotic Plaque

The influence of lipid disorders on the development of the atherosclerotic process is
indisputable in the present era of research. Foam cell formation on the macrophage core is
mediated by endocytosis of oxidized lipoproteins via their receptors [105]. This process
is multiplied by the glycation of apolipoproteins due to the defective action of insulin,
impairing the ability of macrophages to cope with apoptosis [106]. Macrophages loaded
with lipid masses secrete proinflammatory cytokines, chemokines, and reactive oxygen
species, further stimulating inflammatory cells and causing the death of surrounding
healthy tissues and impairing wound healing [105].

Two classes of receptors play an important role in maintaining readiness for foam cell
activity, i.e., class A scavenger receptors (SR-A) and class B scavenger receptors (CD36).
The role of these receptor types is to engulf modified lipids in the vessel wall for clearance.
CD36 appears to be more important in activating monocytes and macrophages in the
adipose tissue, liver, and arteries, leading to increased levels of soluble sCD36 in plasma
and consequently maintaining the atherosclerotic process [107,108]. Increased levels of
soluble forms of CD36 receptors have been found in the plasma of patients with DM and
those with an unstable atherosclerotic plaque in carotid atherosclerosis. Several authors
have demonstrated an association between sCD36 levels and glycemia measured as fasting
glucose and HbA1C [109-111]. Therefore, the levels of these receptors may be considered
markers of cardiovascular risk in the future.

Moreover, expression of the transmembrane lectin-like oxLDL receptor 1 (LOX-1),
which is responsible for trapping oxidized LDL, has been found in endothelial cells, vessel
wall smooth muscle cells, platelets, and macrophages [112]. The constant movement of
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foam cells between the bloodstream and the vessel wall is stimulated by a large influx of
oxLDLs and overexpression of adhesion molecules on the endothelial surface due to their
interaction with scavenger receptors on the foam cell surface. The macrophages loaded
with oxLDLs have a reduced capacity to move to inflammatory sites and lymph nodes. The
final result of this process is an increase in the number of foam cells. [113].

4. Animal Models versus Human Models—Similarities and Differences
4.1. Animal Model of Diabetic Wound—A Challenge

Wound progression and healing in DM in humans is a complicated process, as has
previously been described in detail. As a result, the design of appropriate and potentially
successful therapies requires optimal preclinical models of these processes. Several animal
models have already been created, such as mouse, rat, hamster, and pig models (widely
used models are given in Table 1). However, none of them perfectly reflects the process
of diabetic wound healing in humans [114]. Most of them do not imitate all factors which
are impaired in patients with DM (particularly immune reactions and metabolomic and
transcriptomic changes specific to a certain organism). This should be considered during
the analysis of the results.

Table 1. Selected animal models of diabetic wound healing (based on [114]). NOD—non-obese
diabetic; BB—bio-breeding; 1—streptozotocin-mediated destruction of beta-islets, generating type
1 diabetes; 2—a spontaneous development of autoimmune reactions leading to type 1 diabetes;
3—selected line of hamsters presenting with glucosuria and exhaustion of beta cells [115]; 4—leptin
receptor deficiency, severe obesity; 5—a point mutation in the leptin receptor gene, severe obesity;
6—recombinant strain, polygenic background of diabetes, moderate obesity; 7—fa gene homozygous
mutation in the leptin receptor gene OB-R, resistance to leptin [116].

Mice Rats Other Animals
Streptozotocin- Streptozotocin-
Type 1 diabetes induced ! diabetic induced ! diabetic Chinese hamster 3
mice NOD mice 2 rats BB rats 2
Obese ob/ob mice *
Type 2 diabetes db/db mice Zucker fa/fa rats 7
NONcNZO mice ®

In an established pig model (streptozotocin-injected Yorkshire pigs) of diabetic wound,
the wounds healed within 18 days, which makes this model incoherent with the analogous
process in humans [117]. Streptozotocin-induced models did not mimic type 1 DM because
this disease is not caused by xenobiotic-mediated destruction of beta cells [118]. Similarly,
type 2 DM in humans is not caused by the dysfunction of the leptin axis as in the case of
ob/ob mice or db/db mice [119]. Although the stages of wound healing are similar and
include coagulation, the inflammatory phase (immune cell infiltration, cytokine secretion),
the proliferative phase (extracellular matrix generation, angiogenesis, epithelialization) and
the remodeling phase (collagen crosslinking and reorganization), there are differences in
skin ultrastructure and physiology between different species, which makes wound healing
different in human and animals. In mice and rats, the skin is thin and fragile, whereas the
subcutaneous layer consists of a special muscular striatum, panniculus carnosus (absent
in humans), which causes more rapid contraction and facilitates wound healing [120].
Nevertheless, rodents are widely used in experimental models of diabetic wound healing
and a number of them provided experience, which allows for further optimization of
models in the aspects such as glycemic levels, the method of induction of DM, or duration
of DM [121]. The advantages and disadvantages of different animal models used in the
studies on diabetic wounds are given in Table 2.
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4.2. How to Recreate the Neuropathic Component Observed in Patients with Long-Term Diabetes
in an Animal Model?

A study conducted by the authors of this review showed that the duration of hyper-
glycemia in rats might reflect the long-term uncompensated course of DM in humans [123].
The results of pain threshold measurements confirm the onset of developing sensory neu-
ropathy in the studied rats as early as day seven after administration of streptozotocin.
In humans, the development of neuropathy is more spread out over time. In addition
to the existence of DM per se, the development of complications is also influenced by
other factors such as age, glycemic control, elevated cholesterol and triglyceride levels,
hypertension, obesity, and smoking. EURODIAB IDDM, which was a study assessing the
presence of DM complications in which more than three thousand patients from sixteen
countries were treated with insulin, initially found neuropathy in 28% of patients, and an
increase to 51.5% was recorded after a seven-year follow-up [124]. Therefore, the authors’
observations based on a rat model can provide answers to important clinical questions,
because in an immeasurably shorter time it is possible to obtain the conditions for which
researchers would need many years in the case of a human model. In many studies based
on an animal model, Bujalska et al. used such a methodology to evaluate the process of
developing diabetic neuropathy [125].

Table 2. Advantages and disadvantages of different animal models in studies on human diabetic
wounds (based on [114,122]).

Model Advantages Disadvantages
e Differences in:
e Relatively low cost 1.  mechanism of wound
Mice e  Highrate of breeding healing (contraction)
e  Short time of a single experiment 2. skin ultrastructure
e  Easy transgenic model generation 3.  innate and adaptive
immune systems
e  Similar to mice e  Different mechanism of wound
Rat e  Larger dimensions, better healing (contraction)
endurance—more stable e A paucity of specific reagents
experimental conditions (compared to mice)
Relatively low costs
Rap}d breathing ) e Difficulties in transgenic
Rabbit * fSlmllar res.p(;nse to d1fferent organisms generation
actors as in human skin e A paucity of specific reagents
e  Ear model (contralateral ear as
a control)
e  Anatomical and physiological
similarities with humans e Incoherence with humans (rapid
Pi e  Similar mechanism of wound wound healing)
8 healing as in e  High cost
humans—re-epithelialization ° Long time of a single experiment

and granulation

4.3. Ischemic Model—Is It Really a Chronic Wound Model?

Of note, the chronic wound model described in the vast majority of studies is in fact
an acute wound model. One example is the rabbit model, in which two of the three arteries
supplying the area with blood were ligated in the rabbit’s ear [126]. Next, a wound was
created in the ischemic site. This model was mainly used to study the effect of growth
factors on a wound. One modification of the rabbit model is the model proposed by
Constantine and Bolton, describing the formation of an ischemic skin wound of a guinea
pig [127]. This model involves the subcutaneous placement of a plunger tip of a disposable
plastic syringe, wound closure, and ligation of the plunger base with a nylon fastening
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strap. In the experiments, a necrotic lesion developed after 9 h. Another model currently
used in research for the analysis of chronic wounds is a model in which a rat or other
rodent has a metal plate implanted into the skin. Then, with an external magnet, this
plate compresses the skin, causing ischemia and ulceration. Over time, the blood supply
is restored, which allows the inflow of inflammatory mediators [128]. These models do
not fully reflect the wound in humans due to the physiological and anatomical differences
between the species. They offer the possibility of controlled restoration of tissue perfusion.
The above models allow for the creation of ischemic wounds, whereas in the case of chronic
wounds in DM, there is an important neuropathic component, even if ischemic features
coexist in the vascular bed. Moreover, these models do not imitate the activation of many
impaired molecular pathways in patients with DM. This should be considered during the
interpretation of the results and the analysis of potential utility for humans.

Another concept for model selection is the anatomical recreation of the human skin
model of a chronic wound in pigs [129]. As in the rabbit model, the blood supply to the
wound site is also surgically restricted, causing tissue hypoxia. Due to the anatomical and
physiological similarities to the conditions of wound healing in humans, this model offers
very good conditions for testing. However, it is rarely used in preclinical studies due to
the very high price of raising and keeping pigs. Choosing a rat as the basis for our model
is also in line with the “replacement” principle recommended in animal model studies.
However, skin transplantation onto animals may have an impact on wound healing due to
the activation of inflammatory pathways and differences in MHC molecules.

4.4. Is It Possible to Translate the Conditions of Chronic Inflammation in DM from a Human to an
Animal Model?

Most current animal models are based on the formation of acute wounds and then sub-
jecting the wounds to factors responsible for the formation of chronic wounds, i.e., ischemia
(e.g., damage associated with pressure) or DM. In the above study, a model imitating
chronic wound conditions in patients with DM was presented [123]. The presence of
DM means that different stages of wound healing exhibit changed characteristics. The
inflammation phase is lengthened, the concentration of growth factors and number of cells
in the proliferation phase are reduced, and neovascularization is impaired [130]. Due to the
applied procedures, such as the maintenance of hyperglycemia for a long time, eventually
causing sensory neuropathy, the use of bacterial lipopolysaccharide, and the inhibition of
the participation of musculus panniculus carnosus in the species-specific process of rapid
wound healing after an injury, it was possible to best reflect the conditions in the wound
environment in a patient with long-term uncontrolled DM. If Lee et al. had not applied the
above modifications, the healing time would have been much shorter (5-7 days) than that
obtained in our study, and could not have accurately reflected the healing conditions of the
chronic wound [131].

Another modification in out abovementioned study was the use of bacterial lipopoly-
saccharide placed directly on the wound as an additional factor for improving the model to
recreate the conditions in the human model. The presence of DM in humans is a widely
recognized factor for an increased risk of wound infection through hyperglycemia and
also macro- and microangiopathy, causing worse tissue perfusion, as well as autonomic
neuropathy, which is the cause of excessive drying of the skin and, as a consequence, its
poorer regeneration. In their meta-analysis, Biancari and Giordano put forward a thesis
about the existence of a positive correlation between the worse metabolic control of DM
manifested in objective laboratory tests as a higher percentage of glycated hemoglobin and
the frequency of postoperative complications in the form of wound infection after cardiac
surgery [132]. For this reason, in patients with uncontrolled DM, multiple bacterial flora
is reported, including multi-drug resistant strains such as Ps. aeruginosa. Therefore, the
authors used this bacterium in the lipopolysaccharide rat model.
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5. What Features Should the Best Model Have? Do We Know the Model Closest to
the “Target”?

5.1. How to Prevent the Mechanism of Contraction Observed in Wounds Generated in the
Musculus Panniculus Carnosus in Rats?

In the above paper, special modifications were applied to the model after the pilot
study [133]. This included the use of silicone discs placed on the dorsal skin around the
periphery of the wound to stabilize the wound healing process. As a result, a proliferation
of neoplastic granulation tissue could be observed, which was not possible in the pilot
study due to the different biomechanics of wound healing in rats. Galiano et al. [134]
described such modifications in the literature. Another method for preventing premature
wound healing by inhibiting constriction is that proposed by Yao et al. [135]. Their study
was conducted in mice and featured a membrane used in, e.g., vacuum therapy, which
was sutured to the shaved skin of the rodent’s dorsum, which prevented wound healing
through skin contraction. According to Yao et al., after 48 h, the wound maintained 80%
of the baseline area, while under normal conditions the wound decreased to 30% of the
baseline area during this time, which roughly corresponds to the surface area reduction
values obtained in our study. The undoubted advantage of the method is its low cost, as
well as the simplicity of implementation. However, the problem is related to the durability
of the membrane when it comes into contact with cage elements, other animals or even
during research procedures.

Another concept for choosing a chronic model is the wound model presented by
Reiss et al., who used a special Xanthan gum carrier applied to the wound. Recombinant
collagenase (metalloproteinase-9) was suspended in Xanthan gum to a concentration
parallel to that found in chronic wounds [136]. In the present study, the carrier delayed
wound healing. The indisputable advantage of this scheme is the simplicity of using it, but
due to the complex production process of the carrier and its significant costs, such a model
could not be considered to be generally available or universal.

5.2. Does the Strain of Animal Matter in the Preparation of the Animal Model?

As mentioned before, the species of animals present different advantages and disad-
vantages in an animal model of diabetic wounds. The selection of the appropriate strain is
also important. For instance, Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rats or Zucker-Diabetic-Sprague
Dawley rats are more specific for investigation of type 2 DM than Wistar-Kyoto (WKY) rats
(used in studies on hypertension) [137-139]. However, modified WKY rats have also been
used in diabetic studies [140]. Importantly, the arrangement of the experiment requires
careful strain selection.

6. Conclusions

The risk of a wound in a diabetic patient lies not only in the fight against potential
infection but above all in its long-term persistence, which, with a decreased immune barrier,
exposes the patient to life-threatening complications such as sepsis. Patients with DM are
also at greater risk of wound tissue resection due to severe infection or irreversible ischemia
of the wound area. Since consequences such as high amputation significantly shorten the
life of patients with DM, intensive treatment is needed as early as possible in the course of
the disease to prevent its chronicity [141]. Hyperglycemia impairs many of the described
pathways, which can cause a delay in wound healing. Intensive research is conducted
worldwide and its aim is to develop medicinal products which would result in the closure
of the wound as quickly as possible and would also prevent the development of infection.
Preparation of such molecules requires the development of an animal wound model that
reflects as closely as possible the conditions and molecular differences of a chronic wound
in a patient with DM. In individual subsections, we described the molecular mechanism
of the development of endotheliopathy, immunopathy, and neuropathy. Additionally, we
presented the difficulties researchers may encounter when choosing an animal species for
the model, the way of creating the wound, and even the mapping of the desired dominant
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etiopathological factor of the wound. We also discussed what innervations may be applied
to obtain the best imitation of chronic wound in an animal model. Such information can
help in designing an adequate animal model which could ensure the development of new,
safe, and effective medicinal products for the treatment of chronic wounds in patients
with DM.
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7. Zakonczenie
7.1. Podsumowanie

Na podstawie przegladu dostepnego piSmiennictwa, doktadnie przytoczonego w pracy
pogladowej nr 3 wraz z odniesieniem do wiasnych do§wiadczen z prac oryginalnych 11 2,
mozna stwierdzi¢, ze odwzorowanie w modelu zwierzecym ztozonoSci procesow
patofizjologicznych zmian zachodzacych w wieloletniej, niewyréwnanej cukrzycy oraz
powstalych w jej wyniku ran przewlektych (m.in zespot stopy cukrzycowej) pozostajg nadal
wyzwaniem wspotczesnego projektowania badan klinicznych. Stworzenie takiego modelu w
istotny sposob przyspieszytoby badania nad nowoczesnymi czgsteczkami wykorzystywanymi
nastgpnie w praktyce kliniczne;j.

Przedstawiona rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji o spdjnej tematyce
dotyczacej projektowania oraz wykorzystania w praktyce zwierzecego modelu rany
przewlektej, ktory mozliwie jak najwierniej odwzorowywatby warunki u chorych na cukrzyce.
W pierwszej czg$ci rozprawy (prace nr 1 i 2), przedstawiono 2 modele rany u szczuréw z
cukrzyca streptozotoycynowa i1 dokonano analizy zachowania si¢ ran w zaleznosci od
zastosowanego leczenia 1 warunkow wyrownania glikemii. Model zastosowany w pracy nr 2
jest efektem dos$wiadczen jakie zespdt badaczy wynidst z badania opisanego w pracy nr 1.
Natomiast w kolejnej cze$ci rozprawy (praca nr 3) dokonano analizy majacej na celu
optymalizacje¢ procesu przygotowania modelu rany zwierzecej w cukrzycy.

W pracy nr 1 przedstawiono wyniki badania pilotazowego, ktorego celem byta ocena
przydatnosci stworzonego po analizie dostgpnego piSmiennictwa, modelu rany przewlektej u
szczurdw rasy Wistar z cukrzycg streptozotocynowa. Ostateczng faz¢ badania przeprowadzono
na 14 osobnikach ze stwierdzonymi cechami neuropatii czuciowej oraz speiniajacymi
kryteriami Srednio cig¢zkiej cukrzycy (glikemie w zakresie 250-350 mg/dl). Zwierzeta
podzielono na dwie grupy (I - leczenie insuling w warunkach normoglikemii 80-150 mg/dl oraz
I - grupa kontrolna otrzymujaca dootrzewnowo iniekcje soli fizjologicznej). W obydwu
grupach dokonywano wytworzenia powierzchownej rany. W grupie I, leczonej insuling,
zaobserwowano po pierwszych 3 dniach przejsciowe powigkszenie powierzchni rany w
stosunku do grupy II, mimo ogélnie znacznie szybszego tempa gojenia rany w grupie [ w
punkcie koncowym (po 12 dniach), co byto wynikiem braku stabilizacji rany z uwagi na
odmienny mechanizm gojenia ran u szczurdéw.

W pracy nr 2 dokonano modyfikacji modelu opisanego w pracy nr 1. Z uwagi na

opisywany mechanizm Kkontrakcji zastosowano stabilizacj¢ rany za pomoca krazka
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silikonowego, co zapewnito standaryzacje calego procesu gojenia rany. Kolejng modyfikacja
bylo przyjecie zaloZzenia odwzorowania stanu niewyrdwnania metabolicznego cukrzycy
poprzez utrzymywanie przez caly proces obserwacji stale niewyrownanych w przedziale 350-
450 mg/dl. Analiza statystyczna wykazata istotne réznice srednich zmian p6l powierzchni rany
przez caly okres obserwacji gojenia rany, pomie¢dzy grupa zwierzat, ktérym podawano insuling
(grupa 1) a grupa, ktérej podawano metforming (grupa II) oraz pomiedzy grupa przyjmujaca
insuling (grupa I) a grupa kontrolng (grupa III). Nie odnotowano natomiast istotnej
statystycznie réznicy miedzy grupa otrzymujaca metforming (grupa II) a grupa kontrolng
(grupa III). Analiza histopatologiczna wykazala istotnie nizszy poziom nacieku komorek
zapalnego w grupie leczonej insuling (grupa I) w stosunku do obrazu u szczurdéw leczonych
metforming (grupa II) oraz grupa kontrolng (grupa III). Analiza immunohistochemiczna
wykazala, Zze najwyzszy wspotczynnik gojenia ran w grupie otrzymujacej insuling (grupa I) w
stosunku do grupy otrzymujacej metforming (grupa II) byl zwigzany z najwigksza gestoscia
osrodkow proliferacji (indeks proliferacyjny dla Ki67 - 27,5% w grupie I vs 18% w grupie II).
Wyniki naszego badania wskazuja, ze leczenie insuling jest efektywniejsze w procesie gojenia
ran w naszym modelu cukrzycowym niz metformina, niezaleznie od efektu utrzymujacej si¢
hiperglikemii. Moze to wskazywa¢, ze insulina i metformina uruchamiajg rézne S$ciezki
molekularne, ktore w rozny sposob wplywaja na gojenie si¢ ran.

W pracy nr 3 porownano mechanizmy patofizjologicznych rozwoju powiktan w
cukrzycy u ludzi, ktore skonfrontowano =z analogicznymi procesami u zwierzat
doswiadczalnych. Nastepnie wykazano réznice w modelu ludzkim i1 zwierzecym rany w
cukrzycy. Na tej podstawie przeanalizowano badania nakierowane na analiz¢ zar6wno procesu
gojenia rany per se, jak 1 z zastosowaniem roznych form interwencji farmakologicznej w
modelu zwierzecym. Ostatecznie dokonano propozycji, w jaki sposob nalezaloby
zaprojektowa¢ badanie nakierowane na leczenie rany w zwierzecym modelu cukrzycy.
Stworzenie takiego modelu w istotny sposdb przyspieszyloby badania nad nowoczesnymi

czgsteczkami wykorzystywanymi nastgpnie w praktyce kliniczne;.
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7.2.  Whnioski
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna postawi¢ nastepujace wnioski:

1. Model zwierzgcy rany przewlektej w cukrzycy powinien uwzglgdnia¢ nastepujace

elementy:

a) standaryzacja metod tworzenia rany
- zastosowanie metod umozliwiajgcych pordwnanie procesu gojenia rany u
r6znych osobnikow i gatunkoéw, np. poprzez zastosowanie krazka silikonowego,
- sposdb generowania rany zalezny od zaplanowanego charakteru
etiopatogenezy rany (rana o etiologii niedokrwiennej, neuropatycznej,
oparzeniowej),
- zastosowanie substancji/sposobu wywotujacych obecno$¢ pozadanych cech
rany, np. cech stanu zapalnego, (w prezentowanych badaniach lipopolisacharyd
bakteryjny),
- dobor metod stuzacych monitorowaniu wielko$ci rany (doktadnos$¢, tatwose
obstugi, cena),

b) optymalny dobor zwierzecia do§wiadczalnego (np. dB/dB, ob/ob) oraz sposobu

generowania cukrzycy (alloksanowa, streptozotocynowa z/bez zastosowania

nikotynamidu) dostosowany do celu projektowanego badania,

¢) minimalizacja cierpienia zwierzat do§wiadczalnych zgodnie z zasada 3 R, np.

atraumatyczne mocowanie opatrunku.

2. Poza bezposrednim wplywem na glikemie leki przeciwcukrzycowe majg rézny
potencjal wptywu na proces gojenia ran. Insulina istotnie bardziej pobudza proces
proliferacji komoérek w procesie regeneracji rany w stosunku do metforminy w

zwierzecym modelu cukrzycy streptozotocynowe;.

3. Optymalnie zaplanowany model rany zwierzecej w cukrzycy moze shuzyc
znacznemu przyspieszeniu badan nad wprowadzeniem nowych czasteczek
farmakologicznych, w tym o pierwotnym dzialaniu przeciwcukrzycowym, w

leczeniu trudno gojacych si¢ ran u ludzi.
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z dnia 25 lutego 2014r.

11 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie, ul. Zwirki i Wigury 61,

02-091 Warszawa.
§1

Na podstawie art.30 ust | pktl ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o doswiadczeniach na zwierzetach (Dz.U.Nr 33,
poz. 289) i §14 ust 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw
doswiadczen na zwierzetach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku pt.

WWplyw zastosowania réznych modeli leczenia przeciweukrzycowego na proces gojenia rany szczurow z
cukrzyca indukowang streptozotocyna.™.

7 dnia 13. 02. 2014r. zlozonego

preez: Dr Beat¢ MROZIKIEWICZ-RAKOWSKA,

z: Katedry i Kliniki Gastroenterologii i Chorob Przemiany Materii
ul. Banacha la, 02-097 Warszawa

WYRAZA ZGODE
ODMAWIA WYRAZENIA ZGODY

na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzgtach w zakresie wniosku.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktérym mowa w §1. Il Lokalna Komisja Etyczna ds. Do$wiadczen na
Zwierzetach ustalila, ze:
1.Wniosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach

Doswiadczenia na zwierzetach w dydaktyce
Doswiadczenia na tkankach, narzadach odzwierzecych

2.Najwyzszy stopien inwazyjnosci proponowanych procedur i nie przekracza wartosci ...L.....

3.Doswiadczenia bedg przeprowadzone na zwierzgtach :(gatunek, liczba zwierzat)
Gatunek (liczba zwierzat) :
L.)

20 O

Szezury LGSR

4.Doswiadczenia beda przeprowadzone przez : (nazwisko i imig, nazwa jednostki

doswiadczalnej)
Imie i nazwisko wnioskodawcy: Dr Beata MROZIKIEWICZ-RAKOWSKA
Nazwa jednostki doswiadczalnej: Katedry i Kliniki Gastroenterologii i Chorab Przemiany Materii

ul. Banacha la, 02-097 Warszawa

§3

Integralna czgscia niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktorym mowa w §1.

Il LOKALNA KOM!ISJA ETYCZNA '
Ds. Doswiadczen na Zwierzetach Przewodniczgea 1) Lokalnej Komisji Etycznej
;cie Medycznym ;4_\ "

prﬁ;ﬁé@iﬁ(ﬁl v91 Warszawa Dr o Kll[;hx
tel. 022 5720-110, 5720-304, fax. 022 5720-169 Dr hab: Ewa .

POk, SU4

Strona niczadowolona z niniejszej uchwaly moze wniesé¢ odwolanie do Krajowej Komisji Etyeznej do Spraw. Dodwiadczen na Zwierzgtach
w terminie 14 dni od dnia etrzymania uchwaly. Odwolanie sklada sk za pomocy lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen na
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UZASADNIENIE UCHWALY NR 17
z dnia 25 lutego 2014r.

II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw DoSwiadczen na Zwierzetach
w Warszawie, ul. Zwirki i Wigury 61, 02-091 Warszawa.

Po rozpatrzeniu wniosku pt.

SWplyw zastosowania réznych modeli leczenia przeciwcukrzycowego na
proces gojenia rany szczurow z cukrzyca indukowana streptozotocyna.”.

z dnia 13. 02. 2014r. zlozonego
przez: Dr Beate MROZIKIEWICZ-RAKOWSKA
z: Katedry i Kliniki Gastroenterologii i Chorob
Przemiany Materii
ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa

W zwigzku z uwzglednieniem w calosci postulatow zawartych we wniosku
nr 17/2014, na podstawie art. 107 par. 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960r. -
Kodeks postepowania administracyjnego - z pozniejszymi zmianami

(U. Dz. 22000 r. Nr 98, poz. 1071) odstapiono od sporzadzania uzasadnienia.
Ninigjsza uchwala wchodzi w zycie z dniem wydania i jest wazna przez
24 miesiace do riinnne

Przewodniczacy
II Lokalnej Komisji Etycznej
A
Dr hab. Ewa KUBLIK

Piecze¢ 11 LKE
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\/’ Tnavdi., (o/[f}/,[( miejscowosc, data)

Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,The Problem of Wound Healing in Diabetes—From Molecular

Pathways to the Design of an Animal Model” oswiadczam, iz méj wtasny wkiad

merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.i. %.

£y 3
Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okre¢lam jako.f?.;%,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

3".-.

obejmowat on: ..... \/Lbry-rﬁ‘}rsgqx,{k%)
.......... bfﬂ”ﬂ/?%WwS'Mﬁ'w’

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

badan oraz

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwiske kandydata do stopnia)

/i

Z,
..'_13,(7’

(podpis oéwiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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A o @, 2L, 4D, Poey

................................ (miejscowosé, data)

Dr hab.n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

{imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” os$wiadczam, iz méj wtasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

[ree-( 207

M0j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako....... %.

—

J
Wkiad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako..f.b.. %,

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: [LTNCRP A ) 0 et S
2 o W e W htnation..3 4 %7 YO S

(merytoryczny opis wikiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego
(imie I nazwisko kandydata do stopnia)
@ Cue“., j %LC)L( Lnl — ¥ LCJ%L\
{podpis oswiadczajacego)

*w szczeg6lnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikow
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(/(/Q_j/qh. w Nk w Lt

................................ (miejscowosé, data)

Tomasz Siwko

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. , Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz mdéj wtasny wktad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

MGoj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreglam jako..é.. %.
Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jakoéxz. %,
{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: .QQ. % Cof‘f-ﬂh‘*f’f’i‘«_//ﬂ%“—'y?’/v)ﬂ”ﬁ-—’ 2 //)m"'f’“*%’/‘hﬂfﬁ

Rasthova. g @Qp dem bttt Wymdlig ,  povy e IL.? Moot taetn s Py {‘:

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

{podpis oswiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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200«2

...... b J {miejscowosé, data)

Prof. dr hab. n. med. Magdalena Bujalska-Zadrozny

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz mdj wiasny wktad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Mﬂ% @N}w\....‘....X&O/.\f..{’hk.,.........A@AMMK&Ma@ﬁ vodebe
Vd(lrﬂu\ar ........................................................................................................................

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowa’f on: aﬂ’u(@f'(& Vt{d; ULCQ’Z oA, ENL( (JVW‘Q;(J?ﬂlzlﬁfkﬂ....éﬁﬂeﬁiﬂflﬂ 3
Pl BOMIAA.. 1IAOIMAD a&wafﬁd, ............................................................................

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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6 A0 .02
&J}M)ZQ{A’Z ceeeeen(Miejscowosé, data)

mgr farm. Anna de Cordé-Skurska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” os$wiadczam, iz méj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badad oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

V(&M)Q/L/ Jﬂ%’l/f%lm/% dedirilisitons f%dli(/ffé/(’(/t%”

J’é%ffffﬂ jfww%

7

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreglam jako..&[.. %.

i
Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako‘?ﬁ..’.. %,

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowaf on: LCJMOL/ ....... 29 - ﬂ)/hg PONW/Z\Q’/L Zfﬁﬁﬂ CAVI)
<.ﬂw<:f7/,- o...[dcpnl e Ca:m.(/.. L. . Q/¢ ﬂ/ﬁ

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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to. P02 4 |
/’]/OUXYQL‘CL,c Lﬂé O(mIE‘jSCOi'VOSC data)

dr n. farm. Renata Woliriska

{imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz méj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

il / T?W/c}oq@wuﬁﬂ/uoyh/@&

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: .&7275(’/43&{, /774&34 v L/U/E/M ...... A//m/zﬁw («@Jf‘ﬁ% ......
. badann. s /n/xm/f M&ﬁumy 24d....

(merytoryczny opis widadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu kancepcji, metodyki, wykonaniu badas, interpretacji wynikéw
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z@ﬁm

LA)D‘WK) ........ {miejscowo$é, data)
Dr hab. n. med. Tomasz Grzela

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” o$wiadczam, iz moj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: N

waj‘/\mm ....... OB ey oy \"ASWcSoWV ..........................

M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.(.’l.... %.

o
Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako@. %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

\

(merytoryczny opis wkiadu kan

obejmowat on: ..1&0]

data do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeéé rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegolnodci udziatu w przygotowaniu koncepdji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow

88



loispuse, 0220005

................................ (miejscowosc, data)

Prof. dr hab. inz. Piotr Foltynski

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. , Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz mdj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.../t.. %.

Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako.é.a %,

{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

P 7 ..
k&‘m—c_@/y?ﬂ ac e 6@!%6‘;(;/&

obejmowat on: ... L e e ML TR

y

¢ hapmsauie Wéwcch7_

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podﬁfﬁﬁéwiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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Ur < /]éf 0 ULZ
VVW)W[“" ............. (mIEjSCOWOSC data)

Dr n. med. Michat Kowara

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz mdj wtasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

............. ﬂlcm‘“‘ 1}W%umj’u’mw
Fidl i
................ mmk)p

o
Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako:wi—f’.. %.
Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako@. %,
{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

£ ¥ i ; . i ‘ Ny Ul n f
obejmowat on: ....:).4 (L oW L ]‘M&mﬂ g n\ﬁ“(’mj"“twm‘t badom !

DAY, ubrw)du _________ iWA’U‘oWMVM\m oyl ..

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

lekan ¢
llm weee o Jle) [

L avmira
noway a
ecjalista

2960451

SAEECLCIR 3570 470t o LERLRD

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Insulin, but Not Metformin, Supports Wound Healing Process
in Rats with Streptozotocin-Induced Diabetes” oswiadczam, iz méj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

i W l)l’ 7% ol fm?/AT l*{.) :Mf.v.t«

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jakg’f.}. %.

Wktad Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreélam jak@%,

{imig | nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: \/‘»O . Dl‘l?‘u .......... ,T)
b J\/(/\«‘\:"v /Lﬁ.rrh(“\ﬁmhh_{ \-’:}1- M .gw:j‘}wmﬁ (}

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesc rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpls osw;adczajacego)

*w szczegblnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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N oesy OG. 2o 222

................................ (m|e15cowosc data)
Dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczuréw rasy Wistar” oswiadczam, iz méj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi:

o A sy

Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreélam jako™..7.. %,
{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowai on:. Mﬁmu@fgﬁﬂ ....... /VQ?/ M("’(’ O'(k Q/ Lo 1/

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegblnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikdéw
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’ . . T
WQ%:%.‘?{-&..f.‘{.‘.jf.’..?jmiejscowos'.é, data)
Tomasz Siwko

{imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdfautor pracy pt. ,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczurow rasy Wistar” oswiadczam, iz moj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:
N , 7 B
P e s, Koo P28 DR @D i gasns)
£ . "
Dt p

Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako.}.f.«. %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:...2 ""“*-':"’{'U-‘-—/“‘rkl'f‘—‘”bo“-f"f\{/ RN TIRPN Mitcert iR G- A
/

Gesslvan s o LA LUk S /'(’f' Al A g

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeéé rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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t”/\b‘ﬁm% gresesnenen (miejscowost, data)
6. 40 .20 o

Prof. dr hab. n. med. Magdalena Bujalska-Zadrozny

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczurow rasy Wistar” oswiadczam, iz moj wiasny wkitad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badarn oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Luomsomsnos. oo Lordlide mowsnlometa vodledr
R A A,

.mel{to.v..\ C&Wﬁj ....................................................................................................................

{imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat onﬂJWwﬁ’%BPfWJTUJ@;MH WWQQ&OV .............
M&M\A}p\awum&b ........ CU v st s

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

LMyl

(podpis 03

jadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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{/ 6.10, L
‘bvfmf}g:}l............(miejSCOWOS:é, data)

mgr farm. Anna de Cordé-Skurska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczurdw rasy Wistar” oswiadczam, iz moj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badarn oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

(/Ly@z,u . u 0 7mucé/2émvch3z acm/(zu

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jakoj.. %.

Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreélam jakof..%n/.. %,

{imie i nazwisko I\anciydata do stopnia)
obEJmowai on.....l./.%../f.%’ ........ W ﬂ”mﬂﬁu%&?!{%m ) ]Qs’:/d’.(.w ﬁ'

/:)f«/ ”’.’?ﬁs{? ............ ). 2. Qtind ... VUYOAAS = W’w

{merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczeg6lnosci udziatu w przygotowaniu koncepdji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikdw
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o/
wo' RQMPSQ—’\C/l Jg.:owosc data)

mgr farm. Kamila Kulik

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczurow rasy Wistar” oswiadczam, iz moj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

winll2E k... b AV e dasiaioden s ...

P
MGj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jakaz,.’).. %.

Slam jako)
Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jakow.29. %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:. MM%V, T L TV Vs .1.....LA.C‘Q'?-’;O A PVVVPV\‘?\\CJ O \AL
beelevas. .. nemt... i shy

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

lednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesé rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oSwiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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' Caff10m-
..@“@mﬂ...(ﬁ/iejscowoéé, data)

Dr hab. n. med. Tomasz Grzela

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie pilotazowe
u szczurow rasy Wistar” oswiadczam, iz moj whasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

£ —

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okrelam jaka@% %.

Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okrelam jako% %,

(imig i nazwisko kandydata do stepnia)

AT . Dadaam,

7] ..j ..............................

....... V mﬁc&aﬂmmm> F

(merytoryczny opis wktadu kandyd

obejmowat on:..... V > Crcu ......

a do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeéé rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

g
dr hab, M\med. Tomasz Grpela
Specialisfa chirurgii l}_{i*lluk'

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikdw
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....Z..‘.’.‘ft’.‘.’.‘.’.“.‘x...z.?.[??..?('rh‘i_ejscowos'é, data)
pptk dr inz. Rafat Piotr Dulski

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Nowy model ran przewlektych w cukrzycy — badanie
pilotazowe u szczuréw rasy Wistar” o$wiadczam, iz moj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam ja ko.2..\§ %.
)
Mateusza Mieczkowskiego w powstawanie publikacji okreslam jako:,).d. %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat cn:....uzg,uji:....u (Lr”«&—(lfmkm’\'......... do
lﬂ,uw fpu Wf\’ﬁ/’j p (SamCe....

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$é¢ rozprawy doktorskiej lek.

Mateusza Mieczkowskiego

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepciji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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