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Wstep

Brak fizjologicznego dziatania insuliny w cukrzycy powoduje uposledzenie metabolizmu
weglowodandw, ttuszczéw i biatek. Sg to sktadniki niezbedne do homeostazy komadrkowej
i aktywnosci tkankowej. Zaburzony metabolizm glukozy implikuje negatywny wptyw na
wszystkie podstawowe procesy zachodzgce w organizmie i pozostaje przyczyng uposledzonego
funkcjonowania i zdolnosci regeneracyjnych organizmu. Cukrzyca jest ztozonym zaburzeniem
metabolicznym, ktore ma kilka bezposrednich i posrednich skutkow dla wielu procesow,
poczawszy od prostych do bardziej ztozonych: chemotaksji, fagocytozy, infekcji, ekspresji
biatek, syntezy przeciwutleniaczy, degradacji wytwarzanymi wolnych rodnikéw tlenowych,
stezenia glikokortykoidéw, proliferacji komérek i innych. Komérkowe i molekularne tto tych
zmian a zarazem ich nieodwracalnej degradacji pozostaje wcigz nieoczywiste, natomiast
kwestia wptywu zmian wywofanych cukrzycg na uktadu ruchu jest nadal niezbadany. Ze
wzgledu na duzg epidemiologie choréb ukfadu kostno-stawowego, pozostaje naglacym
problemem klinicznym. Na podstawie rozwazan wptywu zaburzen metabolizmu zrodzita sie
koncepcja badania, ktére ma na celu przyblizenie obrazu histopatologicznego oraz
biochemicznego tkanek, poddanego niewyréwnanej farmakologicznie indukowalnej cukrzycy

oraz zbadania mozliwosci wptyniecia, tudziez odwrdcenia zaistniatych zmian.

Wiezadfa to kluczowe elementy prawidtowo funkcjonujgcego uktadu ruchu, biochemicznie
stanowg kompozycje tkanki kolagenowej, ktére tworzg stawy i tgczg ze sobg kosci. W 2/3
wiezadta skfadajg sie z wody, natomiast pozostatg czes¢ tworza: kolagen, proteoglikany,
elastynaiinne biatka i glikoproteiny takie jak aktyna, laminina i integryny. Wiezadta odgrywaja
kluczowg role w uktadzie ruchu, stabilizujgc stawy w reakcji na obcigzenia i mikrourazy, ktére

dotykajg je przez cate zycie. Wszystkie czynnosci zyciowe wraz ze starzeniem sie, dojrzewaniem



i ¢wiczeniami fizycznymi wptywajg na wtasciwosci biomechaniczne wiezadet oraz ich potencjat
regeneracyjny. Cukrzyca obok procesu fizjologicznego starzenia organizmu stanowi czynnik
utraty funkcjonalnosci w obrebie wiezadet, co nastepnie przektada sie na uposledzenie
dotychczasowych funkcji spetnianych przez tkanke. Prognozy WHO szacujg, ze epidemiologia
cukrzyca do 2030 r. siegnie 500 miliondw ludzi na $wiecie. Zatem kluczowym aspektem w
kontekscie opieki zdrowotnej nad pacjentami wydaje sie wprowadzanie dziatan stuzgcych
niwelowaniu badZz opdznianiu wywofanych przez cukrzyce powiktan. Odkrycie
histopatologicznego i biochemicznego podifoza degeneracji wiezadet jako bezposredniego
czynnika wywotujgcego zmiany w obrebie wiezadet stanowi podstawe do dalszych badan,

stuzgcych wprowadzeniu celowanych technik leczniczych.

Cele:

1. Identyfikacja zmian w mikroarchitekturze wiezadta, poznanie mechanizmow
degeneracyjnych, skutkujgcych utratg funkcji na podstawie poréwnania tkanki szczura z
cukrzycy z tkankg zdrowego szczura oraz klasyfikacja zmian z wykorzystaniem histologicznej
oceny skali nasilenia widknienia, utraty widkien elastycznych i zwapnienia w obrebie wiezadet
wg Sairyo.

2. Analiza réznic w przebudowie i uszkodzeniu wiezadet po interwencjach operacyjnych i
procedurach pozorowanynch u szczuréw 1z farmakologicznie wywotang cukrzyca
(hiperglikemig) w poréwnaniu do grupy kontrolnej z normoglikemia.

3. Analiza stezen inhibitorow aktywnosci autooksydacyjnej peroksydazy lipidowej, tlenku
azotu, S- transferazy glutationu, ceruroplazminy, albuminy, kwasu moczowego w homogenacie
tkankowym oraz osoczu krwi zwierzat z grupy z farmakologicznie wywofang cukrzyca oraz
grupy z normoglikemia.

4, Analiza wptywu suplementacji melatoniny na obnizenie stezenia markeréw
biochemicznych stresu oksydacyjnego w homogenacie tkankowym oraz osoczu krwi
pochodzacych od zwierzat z farmakologicznie wywotang cukrzycg oraz normoglikemia.

5. Analiza réznic w stezeniach markeréw biochemicznych stresu oksydacyjnego w grupie
badanej i kontrolnej oraz pomiedzy grupami z farmakologicznie wywofang cukrzycg oraz od

zwierzat z normoglikemia, poddanych zabiegom operacyjnym w obrebie wiezadet.



Materiat i metody

Badanie zostato przeprowadzone z udziatem czterdziestu (40) szczuréw, samcdédw rasy Sprague-
Dawley o wadze od 280 do 300 g, w wieku 12 tygodni. Szczury przebywaty w plastikowych
klatkach z metalowg pokrywa w liczbie 2 modeli zwierzecych na klatke od 1 tygodnia
przed badaniem, celem aklimatyzacji. Klatki byly przezroczyste, co gwarantowato kontakt
wzrokowy miedzy zwierzetami. Zwierzeta otrzymywaty karme komercyjng i miaty swobodny
dostep do wody. Klatki z modelami umieszczono w pomieszczeniach laboratoryjnych z cyklem
12 godzin Swiatta/12 godzin ciemnosci w temperaturze 21 + 2°C i wilgotnosci

55% + 10%.

Zwierzeta podzielono losowo na cztery réwne grupy, pierwsza i druga grupa (20 szczuréw)
otrzymata roztwor soli fizjologicznej podskdrnie i dalej funkcjonowaty jako grupy kontrolne.
Trzeciej i czwartej grupie (20 szczuréow) wstrzyknieto dootrzewnowo pojedynczg dawke
streptozotocyny (STZ) w dawce 60 mg/kg masy ciata, rozpuszczonej w $wiezo przygotowanym
buforze (0,1 mol/L cytrynian, pH 4,5). Szczury gtodzono przez 8 godzin przed wstrzyknieciem
STZ. 72 godziny po wstrzyknieciu STZ szczury ze statym poziomem glukozy we krwi 2200 mg/dI
uznano za udane modele cukrzycowe. 20 modeli przeszto udang indukcje DM. Szczury
z cukrzycg karmiono dietg komercjalng. Krew zylng pobierano i badano na paskach

glukometru.

Wszystkie zwierzeta poddano operacji przeciecia lewego wiezadta pobocznego piszczelowego
w tylnej konczynie i zaszycia go oraz zaszycia miejsca dostepu, celem wytworzenia stanu
zapalnego, by zbada¢ zdolnosci regeneracyjne zwierzat z prawidtowg gospodarka
weglowodanowg oraz z farmakologicznie wywotang cukrzycy. Kazde ze zwierzat nastepnie
poddano pozorowanej operacji uzyskania dostepu operacyjnego do prawego wiezadta

pobocznego piszczelowego w tylnej konczynie i zaszycia go bez interwencji w obrebie wiezadta.

Po poddaniu zwierzat zabiegom chirurgicznym, grupy drugg oraz czwartg poddano

suplementacji melatoniny, ktéra trwata 4 tygodnie.

Zwierzeta poddano eutanazji po 6 tygodniach od rozpoczecia eksperymentu. Od kazdego
modelu pobrano tkanke faczng z obrebu wiezadta poddanego interwencji oraz wiezadta

z drugiej konczyny, ktdra podlegta operacji pozorowanej. Z kazdego z wiezadet modelu pobrano



po dwie probki materiatu do dwdch probowek w celu oceny histologicznej oraz utworzenia
homogenatu tkankowego do oceny biochemicznej. Ponadto pobrano krew do badan

laboratoryjnych.

WSszystkie zwierzeta miaty zapewnione warunki utrzymania zgodnie z kryteriami okreslonymi
w przewodniku dotyczagcym opieki nad zwierzetami laboratoryjnymi i ich wykorzystywania,
przygotowanym na mocy Dyrektywy UE 2010/63/UE do celéw doswiadczen na zwierzetach.
Zasad etycznych przestrzegano zgodnie z krajowymi i instytucjonalnymi wytycznymi
dotyczacymi ochrony dobrostanu zwierzat podczas eksperymentéw. Badanie zostato
zaprojektowane zgodnie z wytycznymi ARRIVE. Badanie przeprowadzono na wydziatach
uniwersyteckich, wczesniej zorganizowanych do prowadzenia badan na zwierzetach. Personel,
ktory pracowat ze zwierzetami, miat doswiadczenie w indukowaniu DM u szczuréw SPRD.
Szczury reprezentujg najczesciej spotykany gatunek wykorzystywany w
eksperymentach dotyczgcych uktadu miesniowo-szkieletowego i regeneracji pourazowe;j.
Wyniki

Wystgpito sprzezenie zwrotne dodatnie miedzy wartosciami glukozy w osoczu krwi zwierzat na
czczo a ich masg ciata i stopniem degradacji elastyny, zwtdknienia i zwapnienia w obrebie
wiezadet. Wszystkie zwierzeta z grupy cukrzycowej pomysinie przeszty procedure indukcji DM
i uzyskaty istotnie wieksza mase ciata w porédwnaniu do grupy kontrolnej. Badanie
histopatologiczne szczurow z normoglikemig z grup i Il oraz szczuréw z cukrzycg z grup i IV
oceniano za pomocy skali Sairyo. Wyniki pokazaty statystycznie istotne gorsze parametry
w obrebie lewego MCL poddawanego interwencji chirurgicznej w grupie zwierzat

z indukowang cukrzycg w poréwnaniu do tkanek wiezadet lewego MCL zwierzat z prawidtowa

glikemia.

Szczegodlnie zauwazalne byto znaczgce zwidknienie w lewym MCL w porédwnaniu z prawym
MCL w grupie lll z wynikiem w zakresie 3,43 + 0,88; P<0.05 oraz w grupie | w zakresie 1,44 +
0,7; P<0,05. Grupa | wykazato wspotczynnik Sairyo w granicach 1,44 + 0.7 w obrebie
wypreparowanej tkanki wiezadlowej z lewego MCL. W wypreparowanym MCL
zaobserwowano zwiekszong utrate wtdkien elastyny we wszystkich grupach P <0.05. Grupa
z suplementowang melatoning wykazato matg utrate widkien elastyny w poréwnaniu do grupy

kontrolnej, uzyskujgc odpowiednio wyniki 0 i 0.5 + 0.2, P <0.05 dla prawego MCL oraz



odpowiednio 0 i 1.05 + 0.55, P <0.05 dla lewego MCL. Prébki prawego MCL we wszystkich
grupach wykazywaty statystycznie istotnie wiecej zwapnien niz tkanki pobrane z lewego MCL
z tych samych grup. Grupa bez cukrzycy prezentowata zwapnienia w wypreparowanym MCL
(1.05, £ 1.7) i brak oznak zwapnien wsrdd prawego MCL ze statystycznie istotnym wynikiem(P

<0.05).

W poréwnaniu do grupy kontrolnej, badania biochemiczne osocza szczuréw z grupy
poddanych cukrzycy wykazaty podwyziszone stezenie peroksydazy lipidowej i kwasu
moczowego w osoczu (P=0.0011) i obnizone stezenie albumin (P=0.0321). W poréwnaniu do
grupy kontrolnej tlenek azotu byt zwiekszony (P=0.0567) u szczuréw z cukrzycy, podczas gdy
catkowite tiole i ceruloplazmina byty zmniejszone (P>0.05) w poréwnaniu z grupga kontrolna.
Leczenie melatoning znaczgco zwiekszyty catkowitg aktywnos¢ tioli i ceruloplazminy. Réwniez
leczenie melatoning znaczgco obnizyto (P<0.001, P<0.05) odpowiednio nadtlenki lipidéw

i kwas moczowy.

W poréwnaniu do grupy kontrolnej, homogenaty tkankowe wiezadet z grupy szczuréw
poddanych cukrzycy wykazaty znaczny wzrost peroksydazy lipidowej (P=0.0032). Aktywnos¢
GST znacznie wzrosta (P <0.001) u szczuréw z cukrzycy leczonych melatoning. Catkowite tiole
wykazywaty obnizone wartosci w tkankach szczuréw z grupy cukrzycowej w pordwnaniu
z grupa kontrolna. Leczenie melatoning znacznie zwiekszyto (P<0.05, P<0.001) aktywnos¢
odpowiednio dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy w poréwnaniu z grupg DM i wykazato

podobny zakres wartosci w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

W homogenacie tkankowym z wiezadet pobranych od szczuréw z indukowang cukrzyca
stwierdzono obnizenie poziomu TAS, podczas gdy poziomy TOS, ROS i wskazniki OSI wzrosty.
Zmiany te okazaty sie znaczgce w poréwnaniu z grupg kontrolng (odpowiednio p <0,0001;
p <0,0001; p<0,0001; p<0,0001). Leczenie melatoning szczuréw z cukrzycg ztagodzito te
zmiany, w grupie homogenatéw tkankowych z wiezadet pobranych od szczuréw z grupy
z indukowang cukrzycg leczonych melatoning, wyniki przybraty statystycznie istotne wartosci
(odpowiednio p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001; p 0,0001). Najwyzsza wartos¢ MDA
w tkance kostnej uzyskano w grupie DM. Poziomy MDA w tkance kostnej w grupach z DM
i w grupie z suplementowang melatoning byty nizsze niz w grupie DM, ale wyisze niz we

wszystkich pozostatych grupach. Wartosci GSH okazaty sie wyzsze w grupach z



suplementowang melatoning niz w grupach bez suplementacji. Najwyzsze poziomy GSH

zmierzono w grupie DM z suplementowang melatoning.

Tkanki z grupy z cukrzycg suplementowang melatoning wykazaty obnizone stezenie MDA w
oraz podwyzszone wartosci GSH w wiezadtach szczuréw. Wyniki badania potwierdzity
ochronny wptyw suplementacji melatoniny na wiezadfa stawu kolanowego, poprzez
zapobieganie peroksydacji lipidéw. Wynik ten pokazuje, ze suplementacja melatoning znacznie
zwieksza aktywnos¢ przeciwutleniajgcq u szczuréw z indukowang cukrzycg. Przyjmuje sie, ze
melatonina hamuje peroksydacje lipidow, ktdra nasila sie w cukrzycy, poprzez aktywacje
antyoksydacyjnych mechanizmdw obronnych. W zwigzku z tym melatonina wykazuje dziatanie
ochronne na wiezadta w cukrzycy w kontekscie ich funkcjonalnosci. Wyniki niniejszego badania
wykazujg, ze suplementacja melatoning zapobiega zwiekszonej produkcji wolnych rodnikow i

hamuje aktywnos¢ antyoksydacyjng wynikajaca z cukrzycy w wiezadtach.

Wyniki badania osocza krwi zwierzat z grupy z indukowang cukrzycg sg analogiczne. Wykryto
statystycznie istotny wzrost stezenia peroksydazy lipidowej w porownaniu z grupg kontrolna.
Ponadto zauwazono znamienny wzrost stezenia tlenku azotu, dysmutazy nadtlenkowej, S-
transferazy glutationu, ceruroplazminy, albuminy, kwasu moczowego w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Stezenie catkowitych tioli, ceruroplazminy, albuminy jako markeréw protekcyjnych
byto znamiennie nizsze w poréwnaniu z grupg kontrolng. Suplementacja melatoniny w grupie
zwierzat z indukowang cukrzycg przyczynita sie do zwiekszenia stezenia przeciwutleniaczy,
takich jak dysmutaza nadtlenkowa oraz katalaza. Wyniki pobrane od grupy zwierzat z
indukowang cukrzycg z suplementacjag melatoniny przedstawiaty wartosci istotnie
statystycznie poréwnywalne z grupa kontrolng. W przypadku suplementacji melatoniny w
grupie zwierzat z normoglikemig, suplementacja melatoniny nie spowodowata istotnych
zmian. Zbadanie homogenatu tkankowego pod wzgledem catkowitego statusu
antyoksydacyjnego przyniosto wynik statystycznie nizszy w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Catkowity status oksydacyjny, poziom reaktywnosci czastek tlenu oraz wspétczynnik stresu
oksydacyjnego wykazaty zas istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu z grupg kontrolng z

normoglikemis.



Whioski

1. Tkanki pochodzgce od zwierzat z grupy z indukowang cukrzycg charakteryzowaty sie
wtdknieniem  strukturalnym, przerostem komdrkowym, rozluznionymi  widknami
kolagenowymi z naciekiem limfocytarnym, obecnoscig komorek tucznych i nadreaktywnoscig
fibroblastow. Cechy te wskazujg na intensywnie uposledzone zdolnosci regeneracyjne,
obecnos¢ stanu zapalnego i przebudowy.

2. Interwencja chirurgiczna w obrebie wiezadta przyczynita sie do nieprawidiowej
regeneracji i uszkodzenia struktury wiezadta u zwierzat z indukowang cukrzyca. W grupie
zwierzat z normoglikemig zaobserwowano nizsze nasilenie zmian zapalnych, co sugeruje
implikacje choroby metabolicznej na zdolnosci regeneracyjne tkanki.

3. W homogenacie tkankowym utworzonym z wiezadet zwierzat z grupy z indukowang
cukrzycg wystapit wzrost aktywnosci autooksydacyjnej peroksydazy lipidowej spowodowany
streptozotocyng, ktéry jest wyznacznikiem zmian zapalnych w obrebie wiezadet. Rowniez
stezenie innych molekut posrednio sSwiadczacych o obnizonej zdolnos$ci regeneracyjnej
wiezadet w homogenacie tkankowym pobranym od zwierzat z grupy z indukowang cukrzyca
byto podwyiszone. Wskazuje to na wysoki poziom stresu oksydacyjnego w tych tkankach.
Suplementacja melatoning w grupie zwierzat z indukowang cukrzycg przyczynita sie do wzrostu
stezenia przeciwutleniaczy, wykazujgc tym samym ochronny wptyw na tkanki w srodowisku
hiperglikemii. W grupie zwierzat normoglikemicznych suplementacja melatoning nie
powodowata istotnych zmian.

4, Badanie homogenatu tkankowego pod katem catkowitego statusu antyoksydacyjnego
dato wynik S$wiadczagcy o cukrzycy jako determinancie zmniejszonej aktywnosci
antyoksydacyjnej wiezadet narazonych na przewlektg hiperglikemie. Leczenie melatoning
znaczgco zwiekszyto catkowity zdolnos¢ odpowiedzi na stres oksydacyjny.

5. Badanie dowodzi, ze cukrzyca wywiera negatywny wptyw na wiezadta, hamujgc
fizjologiczny mechanizm ochronny przed stresem oksydacyjnym. Leczenie melatoning
szczuréw z cukrzycg ztagodzito zmiany i poprawito status antyoksydacyjny wiezadet z grupy
cukrzykow.

6. Peroksydacja lipidow, ktora jest jednym z najbardziej szkodliwych skutkéw produktow
wolnorodnikowych, oraz MDA, ktéry jest jednym z jej produktéw koncowych, wykazujg

aktywnos¢ do indukcji apoptozy tkanek, co dowodzi, ze cukrzyca i towarzyszacy jej stres



oksydacyjny sg gtdwnymi mediatorami zanikania prawidtowej morfologii wiezadet. Obnizone
wartosci MDA ustalone w grupie z cukrzycg z suplementowang melatoning wskazujg, ze ttumi
ona negatywny wptyw hiperglikemii na wiezadfa.

7. Suplementacja melatoning znacznie zwieksza aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
u szczuréw z indukowang cukrzyca. Zaobserwowano zahamowanie peroksydacji lipidow,

nasilonej w cukrzycy pod wptywem melatoniny.



