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WYKAZ SKROTOW
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1. WPROWADZENIE

1.1. Proces gojenia sie ran

Gojenie sie ran powstatych w wyniku uszkodzenia skéry jest procesem ztozonym, ktérego
celem jest naprawa uszkodzonej tkanki oraz przywrdcenie funkcji skéry. Natychmiast po
zranieniu, w miejscu uszkodzenia rozpoczyna sie tworzenie skrzepu fibrynowego, ktérego
celem jest zatrzymanie krwawienia (hemostaza), po czym wystepujg kolejne, zachodzgce na
siebie fazy gojenia sie rany, mianowicie: faza zapalenia, odbudowy oraz dojrzewania
i przebudowy.!

W tworzenie sie skrzepu zaangazowane sg ptytki krwi. W fazie zapalenia uczestniczg
komoérki zapalne, takie jak: neutrofile, limfocyty, komorki tuczne i makrofagi, a w proces
odbudowy zaangazowane sg fibroblasty, miofibroblasty, fibrocyty i keratynocyty. Aktywnosé
komadrek uczestniczacych w procesie gojenia sie ran jest regulowana przez mediatory procesu
gojenia sie ran (nazywane rowniez czasteczkami sygnatowymi), do ktérych naleza
rozpuszczalne proteiny, w tym: chemokiny, cytokiny, enzymy, hormony i czynniki wzrostu.
Mediatory te na drodze mechanizméw autokrynnych, parakrynnych i endokrynnych modulujg
migracje, proliferacje i rdznicowanie sie komérek zaangazowanych w gojenie sie ran.
Mediatory faczac sie ze specyficznymi dla siebie receptorami na powierzchni komoérek
stymulujg odpowiednie reakcje komdérkowe.'™3
Powstanie czopu fibrynowego i hemostaza

Pierwszym etapem procesu gojenia sie ran jest zatrzymanie krwawienia z uszkodzonych
naczyn krwionosnych poprzez utworzenie skrzepu fibrynowego. Skrzep najpierw zatrzymuje
krwawienie (zatykajgc uszkodzone naczynia krwionos$ne poprzez agregacje ptytek krwi),
a nastepnie stuzy jako tymczasowa matryca do gojenia sie ran.*

Aktywacja ptytek krwi: Ptytki krwi w warunkach prawidtowych krazg w naczyniach
krwionos$nych, ale nie przylegaja do srddbtonka naczyd krwionos$nych. Po uszkodzeniu
$rodbtonka naczyn i w wyniku ekspozycji na sktadniki macierzy zewngtrzkomorkowe;j
(ECM, ang. extracellular matrix) ptytki krwi szybko zaczynajg przylega¢ do srdédbtonka,
rekrutujg kolejne ptytki krwi i inicjujg kaskade krzepniecia.* Mechanizmy te zachodzg wskutek
uwalniania z ptytek krwi serotoniny, difosforanu adenozyny, tromboksanu-A2, fibrynogenu,
fibronektyny, czynnika von Willebranda oraz trombospondyny.”> Aktywne ptytki krwi

wydzielajg takze czynniki wzrostu, ktérych zadaniem jest miedzy innymi stymulacja



fibroblastéw znajdujacych sie w obszarze rany i zapoczatkowanie proliferacji ran. Aktywne
fibroblasty produkujg kolagen, proteoglikany i glikozaminoglikany, ktére tworzg tymczasowa
macierz skrzepu fibrynowego. Wéréd czynnikow wzrostu wydzielanych przez ptytki krwi
znajdujg sie ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor),
transformujgcy czynnik wzrostu-a i -B (TGF- a i TGF-B, ang. transforming growth factor)
oraz naskdérkowy czynnik wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor).®’

Czop fibrynowy: Ptytki krwi wydzielajg fibrynogen, ktéry poczatkowo uktada sie
w niestabilng strukture. Nastepnie pod wptywem trombiny (znajdujacej sie na powierzchni
ptytek krwi) rozpuszczalny fibrynogen przeksztatca sie w monomery fibryny, ktére nastepnie
taczg sie w nierozpuszczalne polimery tworzgc stabilng, usieciowang matryce fibrynowa.
Matryca ta czopuje naczynia krwiono$ne zapobiegajgc krwawieniu.®

W dalszej kolejnosci, przy pomocy czgsteczek adhezyjnych znajdujgcych sie na btonach
komdrkowych, do matrycy fibrynowej przyczepiajg sie komodrki naciekajgce do rany
i uczestniczagce w dalszych etapach procesu gojenia sie, w tym: leukocyty, fibroblasty
oraz komorki $rodbtonka i miesnie gtadkie naczyi krwionosnych.®=> W konsekwencji, czop
fibrynowy zatyka naczynia krwionosne zapobiegajgc krwawieniu i rownoczesnie stanowi
poczgtkowe rusztowanie, na ktérym mocowane sg komérki uczestniczgce w fazie zapalenia
oraz komorki biorgce udziat w poczatkowej fazie proliferacji ran.®=°

Po zatrzymaniu krwawienia nastepuje stopniowa fibrynoliza skrzepu, ktéra jest
przeprowadzana przez metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomaérkowej (MMP, ang. matrix
metalloproteinases) oraz przez plazamine wydzielang przez komorki srddbtonka naczyn
krwiono$nych.'®1” Réwnocze$nie rozpoczyna sie proliferacja komérek srédbtonka naczyn
krwionosnych, ktéra nastepuje pod wptywem czynnikow wzrostowych wydzielanych przez
ptytki krwi oraz neutrofile i makrofagi uczestniczgce w fazie zapalenia, takich jak: czynnik
wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor)
oraz czynnik wzrostu fibroblastow-2 (FGF-2, ang. fibroblast growth factor).181°

Po okoto 5 dniach od urazu do macierzy fibrynowej migrujg fibroblasty, ktére pod
wptywem PDGF, TGF-B i fibryny zaczynajg sie rozrastaé wydzielajgc czynniki dziatajgce
chemotaktycznie w stosunku, do kolejnych fibroblastéw. Pod wptywem tych czynnikow
fibroblasty naptywajg intensywnie do fozyska rany gdzie wytwarzajg sktadniki ECM,

ktora ostatecznie zastepuje prowizoryczng macierz fibrynowa.2%2!



Faza zapalenia (1 - 6 dzien)

Proces zapalny jest inicjowany natychmiast po zranieniu i rozpoczyna sie przenikaniem
leukocytéw do srodowiska rany. Czes¢ leukocytow jest obecna w miejscowe] tkance jako
komorki rezydujace, jednak wiekszo$é leukocytdw jest rekrutowana do rany z krwi. Leukocyty
przedostajg sie do rany w wyniku diapedezy (migracji) z naczynia do pozanaczyniowej
przestrzeni rany. Migracja leukocytéw przez komorki srédbtonka lub miedzy potaczeniami
komodrek srédbtonka nastepuje pod wptywem czynnikéw zapalnych, w tym cytokin
wytwarzanych przez komarki tuczne i ptytki krwi. W proces migracji zaangazowane sg rowniez
selektyny, integryny, receptor hialuronianu CD44, czasteczki adhezji komodrkowej
i proteazy.?24

Komorki zapalne: Leukocyty sg przyciggane do obszaru rany przez specyficzne receptory
na powierzchni aktywnych ptytek krwi, przez czgsteczki adhezyjne osadzone na tymczasowej
matrycy fibrynowej oraz przez chemokiny znajdujace sie w obszarze rany.>>%¢

Neutrofile: Pierwszymi leukocytami, ktére naptywajg do rany sg neutrofile, ktérych
podstawowq rolg jest niszczenie drobnoustrojéw poprzez fagocytoze i degradacje
lizosomalng.?” Neutrofile s3 dominujgcymi komdérkami zapalnymi w ranie przez pierwsze 3 dni
stanu zapalnego, a ich liczba osigga szczyt po 48 godzinach od zranienia.?® Rekrutacja neutrofili
nastepuje pod wptywem produktéw bakteryjnych oraz wskutek dziatania chemokin
wytwarzanych  przez miejscowe komorki  tuczne, takich jak: interleukina-8
(IL-8, ang. interleukine), onkogen zwigzany ze wzrostem-a (GRO-a, ang. growth-related
oncogene-a) i monocytarny, chemotaktyczny czynnik biatkowy-1 (MCP-1, ang. monocyte
chemoattractant protein-1).26 Po dotarciu do rany neutrofile przeprowadzajg fagocytoze
resztek bakteryjnych oraz wzmacniajg odpowiedz zapalng uwalniajgc reaktywne formy tlenu
(wolne rodniki), proteazy i eikozanoidy (prostaglandyny, thromboksany, leukotrieny),
ktore w fazie zapalnej kontrolujg agregacje trombocytow, temperature tkanki i przeptyw
krwi.27'29'3°

Neutrofile dziatajg  przeciwbakteryjnie oraz modulujg odpowiedZz zapalng
za posrednictwem granulek cytoplazmatycznych. W procesie degranulacji neutrofilie najpierw
wydzielajg granulki peroksydazo-ujemne zawierajgce MMP-8, -9 i -25, ktére rozktadajg
sktadniki macierzy takie jak: proteoglikan lamininy, fibronektyna i kolagen. Celem

miejscowego rozpadu macierzy jest stworzenie dostepu przeciwdrobnoustrojowego do rany



oraz zwiekszenie nacisku na sgsiednie naczynia limfatyczne i wtosowate, co prowadzi
do miejscowego zapadniecia sie naczyn krwiono$nych. W wyniku tego procesu odciete
sg drogi ucieczki bakterii z obszaru rany co zapobiega infekcji ogdlnoustrojowej. Nastepnie
z cytoplazmy neutrofilii uwalniane sg granulki peroksydazo-dodatnie, ktore zawierajg czynniki
przeciwdrobnoustrojowe (m.in. a-defensyny i mieloperoksydaze). Dojrzate neutrofile
po przeprowadzeniu fagocytozy i zabiciu bakterii ulegajg apoptozie (czyli zaprogramowane;j
$mierci) i stanowig podstawowy sktadnik komérkowy wydzieliny ropnej.3132

Makrofagi: Jako nastepne do rany naptywaja monocyty, ktére sg rekrutowane poprzez
chemokiny, cytokiny, drobnoustroje i neutrofile ulegajgce apoptozie.?®* Monocyty
W pozanaczyniowej przestrzeni rany przeksztatcajg sie w makrofagi, ktére kontynuuja
oczyszczanie poprzez fagocytoze macierzy i szczgtek komérkowych pozostawionych przez
neutrofile. Najwiekszg liczbe makrofagdw w ranie stwierdza sie w 72 i 84 godzinie po zranieniu
i s one wowczas dominujgcg populacja komoérek w ranie. Nastepnie ich liczba stopniowo
zmniejsza sie w miare naptywu do rany fibroblastéw uczestniczacych w fazie proliferacji.3*

Makrofagi cechujg sie adaptacjg funkcjonalng, czyli przechodzg przez wiele réznych
fenotypdw funkcjonalnych i dostosowuja sie do zmieniajgcego sie mikrosrodowiska rany.3>-38
Na etapie zapalenia makrofagi s3 stymulowane przez prozapalny czynnik martwicy
nowotworu-a (TNF-a, ang. tumor necrosis factor-a,) i przeprowadzajg fagocytoze
oraz wydzielajg czynniki wzmacniajgce proces zapalny. W koricowej fazie zapalenia makrofagi
s3 hamowane przez interleukiny przeciwzapalne (w tym: IL-4, IL-10) i wydzielajg czynniki
wzrostu stymulujace proliferacje rany.3®#° Natomiast w koricowym etapie fazy odbudowy
makrofagi reagujg na interferon-y (IFN-y), wytwarzajgc trombospondyne i chemokiny,
ktdre zmniejszajg proliferacje komdrek sréddbtonka naczyr i hamujg angiogeneze. ™43

W zwigzku z powyzszym, makrofagi sg aktywne zaréwno w fazie zapalenia, jak i proliferacji
ran i wydzielajg wiele czynnikéw stymulujgcych i regulujgcych proces gojenia sie ran,
w tym: cytokiny, czynniki wzrostu, sktadniki dopetniacza, reaktywne formy tlenu,
prostaglandyny, proteazy (w szczegélnosci MMP-1), inhibitory proteaz, biatko regulowane
tlenem—150 (OGP-150, ang. oxygen-regulated protein-150) oraz produkty ECM.3344
Wsrdd cytokin i czynnikéw wzrostu wytwarzanych przez makrofagi znajdujg sie TNF-a, IL-1,
IL-6, TGF-a, TGF-B, PDGF, VEGF, FGF-2 oraz insulinopodobny czynnik wzrostu-1

(IGF-1, ang. insulin-like growth factor).*>#® We wczesnej fazie zapalenia makrofagi wytwarzaja



rowniez tlenek azotu (NO, ang. nitric oxide), ktéry przyczynia sie do rozszerzenia naczyn
krwiono$nych.47-4°

Komorki tuczne: Komorki tuczne sg rezydujgcymi komdrkami obronnymi zlokalizowanymi
w tkankach. Charakteryzujg sie rozlegta cytoplazmag wypetniong duzymi ziarnistosciami,
zawierajacymi wiele czynnikéw regulujgcych gojenie sie ran.>®2 Natychmiast po uszkodzeniu,
komorki tuczne wydzielajg czynniki regulujace przeptyw krwi, w tym: histamine, serotonine
oraz spazmogeny miesni gtadkich.>%>3 Komadrki tuczne uczestniczg takze w dalszych etapach
gojenia sie ran wydzielajagc czynniki wzmacniajgce i hamujace proces zapalny oraz czynniki
stymulujace angiogeneze i odbudowe ran, w tym: enzymy proteolityczne (typtazy, chymazy
i karboksypeptydazy), cytokiny prozapalne (TNF-a, IL-la i IL-1B, IL-6, IL-18), cytokine
przeciwzapalng (IL-10), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw, IFN-a, -B i -y,
chemokiny oraz czynniki wzrostu (TGF-B VEGF, FGF-2).>°
Faza odbudowy (od 4 do 14 dnia)

Charakterystyczng cechg fazy odbudowy (proliferacji) jest pojawienie sie ziarniny,
ktéra sktada sie z makrofagéw, fibroblastéw, rozwijajacych sie naczyn krwionos$nych,
niedojrzatego kolagenu i nowo tworzacego sie ECM. W fazie naprawy dominujgcymi
komédrkami sg fibroblasty, ktére wspomagajg angiogeneze oraz uczestniczg w wytwarzaniu
ECM i w kurczeniu sie rany. Kornicowym etapem proliferacji ran jest naskorkowanie, w trakcie
ktérego keratynocyty migrujg z brzegdw rany i ostatecznie pokrywajg rane cienkg warstwa
komédrkowa.

Neowaskularyzacja: I1stotnym etapem procesu odbudowy ran jest tworzenie sie nowych
naczyn krwiono$nych w tkance ziarninowej (w rozwijajgcej sie ECM) co zapewnia doptyw krwi
do nowo powstajgcej tkanki.>* Naczynia krwiono$ne powstajg na drodze waskulogenezy
i angiogenezy.”*>% W procesie waskulogenezy naczynia krwionos$ne tworzg sie z komdrek
progenitorowych sréodbtonka pochodzgcych ze szpiku kostnego (BMD EPC, ang. bone marrow-
derived endothelial progenitor cel), ktére krgzg we krwi i mogg réznicowac sie w tkance dajac
poczatek nowej sieci naczyniowej.>>*® Zaobserwowano, ze w tkance ziarninowej szybko
gojacych sie ran liczba BMD EPC jest znacznie wieksza w pordwnaniu do ran gojacych sie
z op6znieniem.>’ Natomiast angiogeneza polega na migracji i proliferacji sgsiednich dojrzatych
komodrek $rédbtonka.”* Oba procesy sg wspomagane przez komorki tuczne, makrofagi
i fibroblasty wydzielajgce czynniki wzrostu i proteazy, ktére stymulujg przebudowe ECM w celu

utworzenia kanalikéw $rodbtonka naczyn krwionosnych.>*
10



Sygnaty do neowaskularyzacji powstajg natychmiast po zranieniu i sg wzmacniane w fazie
zapalnej.°**® Pierwszym sygnatem stymulujagcym waskulogeneze i angiogeneze jest
niedotlenienie w miejscu rany.>®* W wyniku niedotlenienia aktywowane s3 makrofagi,
ktére wytwarzajg syntaze tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthases), pod wptywem ktérej
w tkankach (m.in. w $rédbtonku naczyn krwionosnych) powstaje NO odgrywajacy kluczowa
role w uwalnianiu BMD EPC ze szpiku kostnego. Komoérki te nastepnie sg naprowadzane
na niedotleniong rane przez chemokine SDF-1a.>%%0

Podstawowymi angiogenetycznymi czynnikami wzrostu sg: VEGF, FGF, PDGF i TGF-f.617%4
Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyi krwionosnych (VEGF) wytwarzany jest przez fibroblasty,
komorki srédbtonka, keratynocyty, komérki tuczne i makrofagi.®> Stymuluje on proliferacje,
migracje i przezycie komérek srddbtonka poprzez regulacje w gére biatka antyapoptotycznego
Bcl-2.56-58 Czynniki wzrostu fibroblastéw (FGF-1 i FGF-2) sg wytwarzane przez komérki zapalne,
komorki srodbtonka i fibroblasty. Stymulujg one proliferacje, réznicowanie i migracje komaérek
$rodbtonka.®*7! Transformujacy czynnik wzrostu-B (TGF- B) stymuluje migracje i roznicowanie
sie komodrek nabtonka, jak réwniez tworzenie sie kanalikbw naczyn i ich osadzanie
w ECM.”277# Transformujacy czynnik wzrostu-B wptywa réwniez posrednio na angiogeneze,
poniewaz zwieksza rekrutacje komérek zapalnych do rany i stymuluje uwalnianie przez
te komdrki VEGF, PDGF i FGF, pobudza réwniez fibroblasty do wydzielania VEGF.”>~78

Fibroblasty: Fibroblasty dostajg sie do obszaru rany poprzez migracje z sasiedniej,
nienaruszonej skéry wtasciwej lub na drodze przeksztatcenia z fibrocytédw krgzacych we krwi.
Fibrocyty stanowig subpopulacje komdrek progenitorowych leukocytéw, ktdre pochodzaca
ze szpiku kostnego. Komoérki te dostajg sie do miejsc uszkodzenia tkanki przez wynaczynienie
i w obszarze rany rdznicujg sie w fibroblasty.”?#° Fibroblasty pochodzgce z fibrocytdow
wystepujg w wiekszej liczbie w ranach o petnej grubosci i réznicujg sie w miofibroblasty
z wiekszg szybkoscig niz ich odpowiedniki znajdujgce sie w skdrze.®!

Fibroblasty sg przyciggane do srodowiska rany przez PDGF wydzielany przez ptytki krwi
i makrofagi.8#%3 Uczestnicza one w tworzeniu i przebudowie ECM poprzez produkcje
i wydzielanie réznych MMP, tkankowych inhibitorow MMP (TIMP, ang. tissue inhibitor
of metalloproteinase) seprazy oraz urokinazowego aktywatora plazminogenu
(uPA, ang. urokinase-type plasminogen activator).®#8 Réznorodno$¢ MMP wydzielanych

przez fibroblasty zapewnia selektywng degradacje poszczegdlnych sktadnikéw ECM,
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a ekspresja i aktywacja MMP jest scisle regulowana przestrzennie i czasowo przez TIMP,
sygnaty chemotaktyczne i wykrywanie sktadu molekularnego ECM przez fibroblasty.8687

Po dotarciu do tymczasowej macierzy fibroblasty zaczynajg proliferowac i odktada¢ nowa,
bogatag w kolagen macierz. Oprécz kolagenu, fibroblasty wytwarzajg takze inne sktadniki
macierzy, takie jak: elastyne, retikuling, proteoglikany i glikozaminoglikany (GAG).888°
Proliferacja fibroblastéw jest stymulowana przez niedotlenienie w ranie oraz przez czynnikéw
wzrostu, w tym PDGF, EGF, FGF.°®®* W miare postepu neowaskularyzacji zmniejsza sie
niedotlenienie stymulujgce proliferacje fibroblastéw.*>

Odktadanie macierzy pozakomorkowej: Silnym mediatorem, stymulujgcym produkcje
kolagenu w fazie proliferacji jest réwniez TGF-B. Stymuluje on w ranie produkcje kolagenu
typu | oraz typu 111.°6 Typ Il jest dominujgca formg kolagenu we wczesnej fazie tworzenia sie
ziarniny. Pojawia sie on juz w 2 dniu procesu gojenia sie rany, a jego maksymalne stezenie
W ranie jest obserwowane w 5-7 dniu gojenia sie.®®

Synteza kolagenu zachodzi wewnatrz komorki fibroblastu i skutkuje wydzieleniem
z komorki prokolagenu (potréjnej helisy). Nastepnie (poza fibroblastem), prokolagen jest
przetwarzany przez proteazy do nierozpuszczalnego kolagenu fibrylarnego, ktéry jest
gtéwnym biatkiem nadajgcym wytrzymatoéé i strukture ECM. Srednica kolagenu typu lll wynosi
tylko okoto 30% srednicy kolagenu typu |, wskutek czego niedojrzata macierz wykazuje matg
wytrzymatos¢ na rozerwanie. Z czasem jednak, w fazie dojrzewania, dominujgcg forma
kolagenu wytwarzanego przez fibroblasty staje sie kolagen typu |, ktéry ostatecznie zastepuje
typ 111.97:98

Elastyna i retikulina zapewniajg dodatkowe wsparcie dla rozwijajgcej sie ECM. Elastyna
otacza wtdkna kolagenowe i dzieki swojej falistej sieci zapewnia rozciggliwos¢ i elastycznosé
macierzy. Retikulina tworzy natomiast bardzo cienka, delikatng i wtdknistg sieé, na ktorej
dodatkowo odktada sie kolagen.”® Oprdcz tych widknistych sktadnikow ECM, fibroblasty
wydzielajg rowniez amorficzng, lepka substancje sktadajgcg sie z proteoglikandw i GAG,
ktdra zapewnia ksztatt i integralnos¢ rozwijajacej sie macierzy. Kwas hialuronowy (HA, ang.
hyaluronic acid) i niesiarczanowany GAG sg najobficiej produkowanymi GAG w okresie od 4
do 5 dnia po uszkodzeniu, a ich produkcja przez fibroblasty jest stymulowana przez TGF-B,
FGF, PDGF i EGF.19%-192 yjemny tadunek HA przycigga duze iloéci wody, powodujgc obrzek
tkanek, co pozwala na zwiekszong migracje i proliferacje komdrek. Od 5 do 7 dnia gojenia sie

rany, gtdwnymi GAG sg siarczan chondroityny-4 i siarczan dermatanu. Te siarczanowane GAG
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sg sztywniejsze niz HA i zapewniajg stabilniejszg oraz bardziej sprezystg matryce, ktéra hamuje
migracje i proliferacje komérek.1%°

Proteoglikany, w tym agrekan, syndekan i dekoryna, syntetyzowane przez fibroblasty
jednoczesnie z kolagenem, przyspieszajg polimeryzacje monomerdw kolagenu i tworzenie sie
wigzan krzyzowych miedzy wiéknami kolagenu.'3 Oprécz wsparcia strukturalnego dla ECM,
proteoglikany stanowig réwniez rusztowanie, na ktérym osadzajg sie czynniki uczestniczace
w proteolizie i przebudowie ECM.1%4

Miofibroblasty i zamykanie sie ran: Niektore fibroblasty w tkance ziarninowej réznicuja
sie w fenotyp zapewniajgcy odpowiednie napiecie rany, znany jako miofibroblasty. Komorki
te majg wilasciwosci  kurczliwe. Wydzielajg one a-aktyne miesni  gtadkich
(a-SMA, ang. a-smooth muscle actin) oraz kolagen typu |, a ich transformacja z fibroblastow
do miofibroblastéw jest stymulowana przez TGF-B.105%0 Fibroblasty zaczynajg sie
przeksztatca¢ pod wptywem TGF-B w miofibroblasty po wyczuciu napiecia mechanicznego
w ECM,1% ktére pojawia sie jako sita trakcyjna podczas migracji fibroblastéw, gdy wtdkna
kolagenowe i fibroblasty orientujg sie réwnolegle do rany.'%”1% Transformujgcy czynnik
wzrostu-B jest wytwarzany w fazie zapalnej przez ptytki krwi i makrofagi oraz przez fibroblasty,
keratynocyty i uszkodzone komérki nabtonkowe we wczesnym etapie proliferacji ran.64109-116

Migracja keratynocytow: Pokrycie rany przez keratynocyty jest ostatnim etapem fazy
proliferacji ran. W ciggu 24 godzin od zranienia fibroblasty wydzielajg IL-6 oraz czynniki
wzrostu keratynocytow (KGF-1 i KGF-2, ang. keratinocyte growth factor), ktére stymuluja
poczatkowg migracje, proliferacje i réznicowanie sie keratynocytéw.” W symbiotycznym
zwigzku keratynocyty zwiekszajg rdznicowanie sie fibroblastow w miofibroblasty poprzez
uwalnianie TGF-B. Ponadto IL-1 pochodzgca z keratynocytow hamuje ekspresje a-SMA,
ograniczajgc tym samym skurcz miofibroblastdw. Poprzez ten parakrynny zwigzek
sygnalizacyjny, fibroblasty i keratynocyty synergistycznie kontrolujg szybkos¢ skurczu rany
i jej pokrycie komérkowe.'0°

Keratynocyty migrujg z dwéch warstw przylegajgcego do rany i nieuszkodzonego naskérka,
mianowicie z warstwy komédrek podstawnych oraz z warstwy komodrek ponadpodstawnych.
Podczas gdy komérki podstawne migrujg wzdtuz tkanki ziarninowej, tworzgc systematycznie
migrujacy jezyk naskérka, komorki z warstwy nadpodstawnej zwiekszajg migracje poprzez

»przeskakiwanie” komdrek podstawowych na obwodzie rany.!®
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Migracja keratynocytow jest stymulowana przez liczne czynniki wzrostu, wydzielane
w fazie zapalenia i proliferacji. Gtéwnym regulatorem migracji i proliferacji keratynocytow jest
KGF. Jest on wydzielany do rany przez fibroblasty skéry, ktére zwiekszajg wydzielanie KGF

100-krotnie w ciggu 24 godzin od zranienia.'!®

Dodatkowymi czynnikami wzrostu,
ktére stymulujg migracje keratynocytéw sg EGF, TGF-B, insulinopodobny czynnik wzrostu-1
(IGF-1, ang. insulin-like growth factor-1) oraz czynnik wzrostu wigzacy heparyne podobny do
EGF (HB-EGF, ang. heparin-binding EGF-like growth factor) oraz wydzielnicza forma biatka
prekursorowego amyloidu Alzheimera. Czynniki te wydzielane sg przez: ptytki krwi, makrofagi,
fibroblasty i same keratynocyty. 120-124

W krawedzi wiodgcej migrujgcych keratynocytéw wystepuje duza aktywnos$¢ proteaz,
ktore degradujg i przebudowuja ECM na drodze przemieszczania sie keratynocytéw.
Metaloproteinaza-9 rozszczepia kolageny typu IV i VI, ktére sg sktadnikami btony podstawnej.
Plazmina degraduje fibryne tymczasowej macierzy, a MMP-1 degraduje kolagen typu | i lll.
Ekspresja tych proteaz wystepuje réwnoczesnie z ekspresjg specyficznych receptoréow
integryn, co sugeruje wspotprace tych czynnikédw w celu skutecznej reorganizacji macierzy
i migracji keratynocytéw. Gdy keratynocyty zblizajg sie do siebie od obwodu rany, kontakt
komoérka-komoédrka sygnalizuje zakoriczenie naskdrkowania i migracja keratynocytéw zostaje
zatrzymana 1?5129
Faza przebudowy (od 8 dnia do 1 roku lub dtuzej)

Faza przebudowy jest ostatnim etapem gojenia sie rany. Obejmuje ona dojrzewanie
i reorganizacje kolagenu, pod wptywem czynnikéw wzrostu, MMP i odpowiadajgcych im TIMP.
W fazie proliferacji niedojrzaty kolagen jest odktadany w ranie w sposéb losowy. Natomiast
w fazie przebudowy poprzez selektywng degradacje, wydzielanie i reorganizacje kolagenu
struktura macierzy przyjmuje forme uporzadkowang i dojrzata.®6 W reorganizacji tej
uczestniczg czynniki wzrostu oraz sity rozciggajace za posrednictwem integryn.130-132

Z biegiem czasu niedojrzata macierz skdrna ulega przebudowie do silniejszej, lepiej
zorganizowanej i dojrzatej blizny. W 1 tygodniu po zranieniu blizna ma 37% swojej ostatecznej
wytrzymatosci; po 3 tygodniach 30%; a po 3 miesigcach i pdzniej blizna ma 80% pierwotnej
wytrzymatosci nieuszkodzonej skdry.'33 Ta zmiana wytrzymatosci blizny koreluje ze sktadem
i utozeniem kolagenu w nowej macierzy. Kolagen typu Ill o mniejszej srednicy, dominujacy

w tkance ziarninowej, stanowi juz tylko 30% kolagenu w nowo tworzacej sie ECM. Nastepnie

w fazie dojrzewania kolagen typu lll jest stopniowo zastepowany przez grubszy kolagen
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typu I, tak aby osiggngé stan zblizony do poziomu normalnego zdrowej skory, ktory obejmuje
10% kolagenu typu lll i 90% kolagenu typu 1.13% Nacigganie niedojrzatej blizny podczas
wykonywania czynnosci funkcjonalnych jest bodzcem stymulujgcym integryny,
ktére zmieniajg przypadkowe utozenie widkien kolagenowych w utozenie uporzgdkowane,
zapewniajgce odpowiednig wytrzymato$é skory.130-132

Przebudowa blizny jest koordynowana przez $cisle kontrolowang synteze i degradacje
sktadnikdw macierzy (kolagenu i innych biatek) oraz poprzez produkcje i wydzielanie proteaz
(MMP i TIMP) przez fibroblasty. We wczesnej fazie przebudowy wystepuje wzmozona synteza
MMP-2, MMP-7 i TIMP-2, ktéra jest skoordynowana z réwnoczesnym hamowaniem
wydzielania MMP-1, MMP-9 i TIMP-1.13> Wytwarzanie proteaz oraz ich inhibitoréw
regulowane jest przez IL-1 oraz TGF-B i PDGF.3136:137

Produkcja kolagenu przez fibroblasty wzrasta stopniowo do okoto 21 dni po zranieniu,
po czym tempo syntezy kolagenu zmniejsza sie wraz z dojrzewaniem kolagenu, zwiekszaniem
jego wytrzymatosci i jego uporzagdkowanym uktadaniem sie.’3813% W fazie przebudowy
zmniejsza sie rowniez unaczynienie tkanki, ktére jest redukowane do poziomu wyjsciowego.
Zwiekszona gesto$é naczyn wtosowatych, wystepujgca w trakcie ziarninowania, stopniowo
zmniejsza sie w odpowiedzi ha mediatory antyangiogenne, w tym trompospondyne-1.140:14
Jest to widoczne, gdy blizna stopniowo zmienia kolor z r6zowego na biaty w koncowym okresie
dojrzewania. Dojrzate blizny naskérkowe sg rowniez pozbawione mieszkdw witosowych
i gruczotdw potowych, prawdopodobnie z powodu braku populacji komérek macierzystych

dla tych przydatkdéw w zregenerowanej skdrze wiasciwej. 142144
1.2. Rany przewlekte; Odlezyny

Rany przewlekie nie gojg sie prawidtowo i stanowig powaziny problem zdrowotny,
ktéry obejmuje wiele miliondw osdb na swiecie. W ranach przewlektych wystepuje nadmierna
aktywnos¢ cytokin prozapalnych i proteaz, przy rownoczesnej zmniejszonej ekspresji cytokin
przeciwzapalnych i inhibitoréw proteaz. Skutkiem tego jest przewlekty stan zapalny
i destrukcja struktur tkankowych.'*>71*® W ranach przewlektych obserwuje sie réwniez
zmniejszong aktywno$é czynnikdw wzrostowych oraz ich receptoréw w btonach komérek
zaangazowanych w proces gojenia sie ran.!*>18 Gojenie sie ran przewlektych dodatkowo
zaburzajg zakazenia, starzenie sie komorek, niedobory zywieniowe oraz zaburzenia przeptywu

krwi.145-148 Dtugotrwata ekspresja cytokin prozapalnych w ranach przewlektych (w tym IL-1B
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i TNF-a) przedtuza migracje neutrofilii i makrofagdw do obszaru rany oraz zwieksza ich
aktywnos¢ w ranie. W wyniku tego komorki zerne wydzielajg nadmierne ilosci proteaz,
ktdre zaburzajg synteze kolagenu i tworzenie sie ziarniny.2314>

Gtéwna cytoking przeciwzapalng w procesie gojenia sie ran jest IL-10, ktdrej najwieksza
aktywno$é wystepuje na korcu fazy zapalnej.>'%° Badania in vivo prowadzone przez Sato

i wsp.14®

u myszy wykazaty, ze IL-10 hamuje infiltracje neutrofili i makrofagéw do miejsca
uszkodzenia oraz zmniejsza ekspresje czynnikdw prozapalnych (gtéwnie TNF-a).}4°
Interleukina-10 stymuluje réwniez wzrost i réznicowanie sie keratynocytéw oraz komorek
nabtonka.> W wyniku niedoboru IL-10 w ranach przewlektych dochodzi do dtugotrwatej
ekspresji cytokiny prozapalnej TNF-a co zaburza proliferacje ran.3'4°

Zmniejszona aktywnos¢ czynnikdw wzrostu w ranach przewlektych (w tym: VEGF, PDGF,
FGF, IGF-1 i TGF-B1) utrudnia tworzenie sie nowych naczyn krwionosnych i ziarninowanie
ran.>150-152 Njedobory PDGF, FGF oraz TGF-B1 moga réwniez prowadzi¢ do nadmiernej
aktywnos$ci MMP%3153 i zaburzehd syntezy ECM (w szczegdlnosci kolagenu typu [).23154
Niedobdr PDGF, FGF i KGF zmniejsza rowniez chemotaksje keratynocytéw?!>> i ekspresje
a-SMA.'>® Zmniejszona ekspresja FGF i TGF-B1 zaburza naskérkowanie i bliznowacenie ran.3
Zaburzenia syntezy i aktywnosci czynnikdw wzrostowych (w tym: VEGF, PDGF, FGF, IGF-1,
TGF-B1, EGF) oraz ich receptoréw uposledzajg proliferacje, dojrzewanie i przebudowe
r-an_2,3,150—156

Jednymi z najczesciej wystepujacych ran przewlektych u ludzi sg odlezyny. Zgodnie
z wynikami badan epidemiologicznych prowadzonych w réznych krajach na swiecie, odlezyny
wystepuja u 31 — 52% pacjentéw po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego.?>7/1%8
Na odlezyny cierpi takze 4,1 - 32,2% os6b w zaawansowanym wieku przebywajgcych
w placéwkach opieki dtugoterminowej'>*-%6! oraz 13,1 - 45,5% pacjentéw na oddziatach
intensywnej terapii.’®%'%® Duze ryzyko powstania odlezyn wystepuje takze u o0séb
po operacjach trwajgcych ponad 2 godziny. U tych oséb wystepowanie odlezyn szacuje sie na
poziomie od 5 do 53%.164165

Na odlezyny sg réwniez narazeni sportowcy poruszajacy sie na woézkach inwalidzkich.

Badania epidemiologiczne przeprowadzone przez Rice i wsp.%®

wykazaty, ze na odlezyny
cierpig zawodnicy uprawiajacy wyscigi na wodzkach inwalidzkich, uczestniczacy

w paraolimpiadach.
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U tych zawodnikéw odlezyny powstajg najczesciej w obszarze podudzia, nad koscig
piszczelowa. Ich przyczyng jest dtugotrwaty ucisk skéry podczas kleczenia na ptycie, w ktorg
wyposazony jest wozek i w ktdrej to pozycji zawodnicy przebywajg w czasie treningéw

166

i zawodow. Wedtug Rice i wsp.**® wystepowanie odlezyn u zawodnikéw uprawigcych wyscigi

na wdzkach zostato oszacowane na poziomie 7% w populacji 291 sportowcdw uczestniczgcych

167

w badaniu. Derman i wsp.*®” wykazali wystepowanie uszkodzen skéry (w tym odlezyn) u 20%

zawodnikéw uczestniczacych w igrzyskach paraolimpijskich w 2012 roku.

168 169

Zgodnie z wynikami badan Theisen oraz Fagher i wsp. przeprowadzonych
u sportowcow z uszkodzonym rdzeniem kregowym oraz u zawodnikéw po amputacji koriczyn
ryzyko wystgpienia odlezyn i owrzodzen jest szczegdlnie wysokie podczas uprawiania
zimowych dyscyplin sportowych, jest to spowodowane zmniejszeniem pobudliwosci
receptorow czuciowych oraz kontroli naczyniowej w wyniku dziatania zimna. Dodatkowo
u 0s6éb z uszkodzonym rdzeniem kregowym odlezyny mogg pojawic sie w wyniku przebywania
przez dtugi czas w jednej pozycji podczas kilkudniowych zawoddw oraz przy noszeniu nowej
odziezy. Zwiekszone ryzyko wystgpienia odlezyn u sportowcéw z niepetnosprawnosciami
istnieje takze podczas dtugich podrdzy, gdzie uniemozliwiona jest zmiana pozycji ciata.16816°

Odlezyny powstajg wskutek dtugotrwatego ucisku tkanek, ktéry prowadzi do zmniejszenia
czynnego ukrwienia tetniczego i zwiekszenia biernego przekrwienia zylnego. Skutkiem tego
jest niedotlenie tkanek, przewlekty stan zapalny oraz martwica tkanek. Kurose i wsp.'%’
w badaniu in vivo, w skérze zwierzat eksperymentalnych poddanych dtugotrwatej kompres;ji
odnotowali zwiekszone wydzielanie czynnikdw prozapalnych oraz czynnikéw indukujgcych
apoptoze, w tym IL-1B, IL-6, TNF-a i MMP-3. Podobne wyniki odnotowali takze Jiang i wsp.,1%
ktorzy w odlezynach Il i IV stopnia u ludzi, w porownaniu do skory zdrowych oséb, stwierdzili
zwiekszong infiltracje cytokin prozapalnych (IL-1B, TNF-a) i kaspazy-3 oraz zmniejszone
stezenie kolagenu i czynnikéw wzrostowych (FGF, VEGF).

Stopien zaawansowania odlezyn jest zréznicowany. Zgodnie z 4-stopniowg klasyfikacja
odlezyn zaproponowang przez Europen Pressure Ulcer Advisory Panel (EPUAP), National
Pressure Injury Advisory Panel (NPIAP) i Pan Pacific Pressure Injury Alliance (PPPIA)"®
odlezyne | stopnia cechuje niebledngcy rumien. Ciggtos¢ skéry jest zachowana, ale skéra ma
podwyzszong temperature i jest zaczerwieniona. Zaburzone jest czucie skdrne.
Préog pobudliwosci bélowej skory jest na ogdt podwyzszony i zmieniona jest konsystencja

tkanki. W przypadku odlezyny Il stopnia grubos¢ skory jest zmniejszona i wystepuje czesciowe
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uszkodzenie naskérka lub nawet skéry wtasciwej. Mogg wystepowac pecherze, otarcia
powierzchowne lub owrzodzenia. Skéra ma wyglad ptaskiego uszkodzenia z czerwono-
rozowym dnem, ale jeszcze nie wystepuje martwica odfgczajaca sie od tkanki zdrowe;j.
Odlezyne Il stopnia cechuje utrata catkowitej grubosci skéry, widoczna jest tkanka podskérna,
ale miesnie jeszcze nie sg odstoniete. Czesto wystepuje wilgotna martwica tkanki podskérne;j
nieprzekraczajgca powiezi. W przypadku odlezyny IV stopnia wystepuje gtebokie zniszczenie

tkanek, widoczne sg miesnie, Sciegna, a nawet kosci. Moze wystepowac wilgotna martwica.

1.3. Elektrostymulacja w leczeniu ran przewlektych

Leczenie odlezyn jest na ogot diugotrwate i wymaga stosowania réznego rodzaju srodkow,
czesto kosztownych. Dlatego wecigz poszukuje sie nowych metod leczniczych, ktére nie
wymagaja duzych naktadéw finansowych i moga by¢ stosowane w warunkach domowych
przez pacjenta lub jego opiekunéw. W ostatnich latach coraz czesciej bada sie mozliwosci
wykorzystania w leczeniu ran przewlektych metod fizykalnych, w tym elektrostymulacji (ES).
Wplyw prqdow elektrycznych na mechanizmy lezqgce u podstaw gojenia sie ran

Poznane sg juz niektdre mechanizmy, poprzez ktére prady elektryczne pobudzajg gojenie
sie ran, wcigz jednak istnieje potrzeba kontynuowania badan, szczegdlnie w warunkach
klinicznych, ktérych wyniki pozwolg ustali¢ wptyw pragddw elektrycznych na proces gojenia ran
przewlektych u ludzi. Endogenny sygnat elektryczny wystepujgcy w ranach u zwierzat i u ludzi
zaobserwowano juz wiele lat temu.'’* W ostatnich latach, wykorzystujgc nowoczesne techniki
pomiarowe, potwierdzono wystepowanie naturalnego, endogennego pola elektrycznego
w obrebie ran i odczytano jego wartosci.}’? Opisano réwniez niektére mechanizmy
molekularne indukowane w uszkodzonej tkance przez endogenny prad elektryczny.
Wyniki badan potwierdzity, ze naskdérek nieuszkodzonej skéry jest spolaryzowany ujemnie
wzgledem gtebszych warstw skory i warto$é tego potencjatu wynosi $rednio -23,4 mV.'7?
Ten potencjat skorny (ang. transepithelial potential) gwarantuje prawidtowe funkcjonowanie
skdry. Jest on utrzymywany aktywnie poprzez pompe jonowg, a dodatkowo duza opornosé
elektryczna naskoérka utrudnia wyréwnanie sie rdznicy potencjatéw pomiedzy naskdrkiem
i skdrg wtasciwg. Po uszkodzeniu skéry i zdarciu naskdrka obszar rany staje sie elektrododatni
wzgledem ujemnie spolaryzowanego naskérka wokét rany. W wyniku powstania rdznicy
potencjatéw pomiedzy obszarem rany, a zdrowg skérg wokét rany tworzy sie pole elektryczne,

w obrebie ktérego przeptywa endogenny prad elektryczny, tzw. ,prad uszkodzenia”
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(ang. injury current). Natezenie ,pradu uszkodzenia” jest najwieksze przy brzegach rany
(okoto 10 pA/cm?) i zmniejsza sie w kierunku $rodka rany.’>173 Prad ten pobudza procesy
komdrkowe lezgce u podstaw gojenia sie ran.t72173

Okazuje sie, ze prady elektryczne aplikowane egzogennie réwniez mogg stymulowac
procesy zachodzgce w trakcie gojenia sie ran. W badaniach in vitro pod wptywem pradu
statego oraz prgdéw zmiennych odnotowano migracje komorek biorgcych udziat w gojeniu sie
ran. Mianowicie, makrofagil’* i neutrofile!’”> przemieszczajg sie w kierunku anody
co reaktywuje autolize tkanki martwiczej i faze zapalenia. Do anody podazajg réwniez
fibroblasty i komorki miesni gtadkich naczyn krwionosnych co ma istotne znaczenie w procesie
angiogenezy i ziarninowania.'’® Natomiast przez katode przyciggane sg komorki nabtonka
naczyh krwionosnych,’® fibroblasty'’7178 i keratynocyty.'’® Katoda pobudza réwniez synteze
protein i DNA w kulturach ludzkich fibroblastéw.'° Biorgc powyzsze pod uwage, uwaza sie,
ze katoda moze pobudza¢ proliferacje ran.76-180

Prady elektryczne mogg rowniez wptywac na mechanizmy zwiekszajacy przeptyw krwi
w obszarze ran. Efekty te byty obserwowane w badaniach in vivo u zwierzat,'8! w badaniach
eksperymentalnych przeprowadzonych u zdrowych |udzi'®18 oraz w badaniach
klinicznych.184-18¢ Badania przedkliniczne przeprowadzone u zdrowych ludzi'®%183 wykazaty,
ze prad przemienny (250 ps; 30 Hz)'8? oraz katodowy prad impulsowy (1 ms; 6 Hz)'8
zwiekszajg uwalnianie tlenku azotu z $Srédbtonka naczyn krwionosnych skéry co przyczynia sie
do rozszerzenia naczyn krwionosnych. Obserwacje te zostaty réwniez potwierdzone
w badaniach klinicznych przeprowadzonych przez Mohajeri-Tehrani i wsp.'®* Badacze Ci
odnotowali zwiekszone stezenie tlenku azotu w surowicy krwi u pacjentéw, u ktérych przy
pomocy pradu statego (0,12 mA/cm?) leczono owrzodzenia cukrzycowe stopy. Zabiegi ES byty
wykonywane przez 4 tygodnie, 60 minut dziennie, 3 razy w tygodniu z uzyciem katody jako
elektrody leczniczej uktadanej na powierzchni owrzodzen.8

Uwaza sie, ze prady elektryczne mogg powodowaé rozszerzenie naczyid krwionosnych
wptywajac na receptory waniloidowe-4 kanatéw wapniowych aktywowanych przejsciowym
potencjatem elektrycznym (ang. transient receptor potential vanilloid-4 channels; TRPV-4).
Receptory te sg zlokalizowane w naczyniach krwiono$nych i reagujg na zmiany potencjatu
btonowego. Zdaniem badaczy'®’'88 egzogenny prad elektryczny powodujgc depolaryzacje
kanatow TRPV-4 zwieksza przepuszczalnos¢ naczyn krwinosnych dla jondéw wapnia.

Przy zwiekszonym stezeniu jondw wapnia w nabtonku naczyn krwionos$nych aktywowana jest
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syntaza tlenku azotu i zwieksza sie wydzielanie tlenku azotu w naczyniach krwionosnych,
co prowadzi do rozluznieniem miesni gtadkich naczyn krwionosnych i zwiekszenia przeptywu
krwi w kapilarach. 187,188

Badania in vivo u zwierzat'®! oraz badania kliniczne'® wskazujg réwniez, ze prady
elektryczne aplikowane z natezeniem ponizej progu pobudliwosci miesni szkieletowych
przyczyniajg sie do zwiekszenia gestosci kapilar w ranach u zwierzat8! i ludzi.'8> Borba i wsp.*8!
odnotowali zwiekszenie gestosci kapilar we wczesnym okresie gojenia sie ran
eksperymentalnych uszczuréw pod wptywem anodowego, pradu impulsowego
o czestotliwosci 7,7 Hz, aplikowanego przez 30 minut dziennie, w ciggu 7 kolejnych dni.
Natomiast Junger i wsp.'®> w badaniu klinicznym stwierdzili zwiekszenie gesto$¢ kapilar
w owrzodzeniach zylnych podudzi pod wptywem praddéw impulsowych stosowanych przez 30
minut na dzien, $rednio przez 38 dni. Czas trwania impulsu wynosit 140 us i prady byty
aplikowany z natezeniem 630 YA przy czestotliwosci 128 Hz oraz z natezeniem 315 pA przy
czestotliwosci 64 Hz. Przez pierwsze 14 dni rany poddawano stymulacji katodowe;j.
A nastepnie, w zaleznosci od postepdédw gojenia ran co 3 — 10 dni stosowano na przemian
stymulacje anodowg i katodowg. W owrzodzeniach zylnych poddanych ES autorzy
zaobserwowali takze zwiekszong perfuzje krwi w naczyniach skérnych oraz zwiekszone
ci$nienie parcjalne tlenu (TcPO,).1®

Prady elektryczne moga takie zmieniaé ekspresje cytokin prozapalnych®®:1%0
i przeciwzapalnych®®® w ranach. W badaniu in vivo, przeprowadzonym przez Girgen i wsp.&
pod wptywem pradu przemiennego (2 Hz; 250 uC/s; 15 min), dawkowanego ponizej progu
pobudliwosci miesni szkieletowych, odnotowano zmniejszenie stezenia cytokin prozapalnych
(IL-1B, TNF-a, IL-6) w ranach skérnych u szczurdw. Odziatywanie pradow elektrycznych na
stezenie czynnikéw pro- i przeciwzapalnych obserwowano takze we krwi u ludzi.'*® Karavidas

190 przeprowadzili badanie kliniczne u chorych z przewlekta niewydolnoscig serca,

i wsp.
u ktorych zastosowali ES miesni czworogtowego uda i tréjgtowego tydki obu konczyn dolnych.
Stymulacje wykonywano prgdem przemiennym o czestotliwosci 25 Hz, ktéry wywotywat
skurcze tezcowe miesni (5 sekund skurcz, 5 sekund przerwa). Zabiegi byty wykonywane przez
30 minut dziennie, przez 4 tygodnie. Po zakonczeniu terapii we krwi u chorych odnotowano

zmniejszenie stezenia TNF-a, rozpuszczalnej, miedzykomérkowej czgsteczki adhezyjnej-1

(ang. soluble intercellular adhesion molecule-1, sICAM-1) oraz rozpuszczalnej, naczyniowej
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czasteczki adhezyjnej-1 (ang. circulating vascular cell adhesion molecule-1, sVCAM-1).
Zwiekszyt sie takze stosunek cytokiny przeciwzapalnej IL-10 do prozapalnej TNF-a.

Prady elektryczne zwiekszajg takze synteze czynnikow stymulujgcych proliferacje ran,
w tym czynnikdw angiogenetycznych®191-1%9 oraz przyspieszajg dojrzewanie i przebudowe
ran.1>2-201 Efekty te byly obserwowane w badaniach przedklinicznych, w tym w badaniach
in vitro,19%197,200 in vivo przeprowadzonych u zwierzgt91193195201 graz uy zdrowych ludzi,19%1%°
jak rowniez w jednym badaniu klinicznym przeprowadzonym u chorych z owrzodzeniami
cukrzycowymi.19

W badaniach in vitro'®6197.200 nod wptywem pradu statego ptyngcego w obszarze pola
elektrycznego o natezeniu porédwnywalnym do endogennego pola elektrycznego
powstajgcego w obszarze ran (50 - 200 mV/mm) stwierdzono zwiekszone uwalnianie IL-81%7
i VEGF16197 przez komorki nabtonka naczyn krwiono$nych pobrane od ludzi oraz zwiekszone
wydzielanie FGF-1 i FGF-2 w kulturach ludzkich fibroblastéw.2%®

Kanno i wsp.?® w badaniu in vivo pod wptywem pradu przemiennego (300 ps; 50 Hz)
zaobserwowali zwiekszenie stezenia VEGF i gestosci kapilar w miesniach u szczurdw,
ktore wczesniej doprowadzono do stanu niedokrwienia. Prgd dawkowany byt ponizej progu
pobudliwoéci miesni, bez przerwy, przez 5 dni.**® W dwdch badaniach in vivo,
przeprowadzonym przez zesp6t Asadi i wsp.1931%> stwierdzono zwiekszone uwalnianie VEGF!®3
i TGF-B1%°> w ranach skérnych u szczuréw poddanych ES katodowej pragdem statym (600 pA;
pole powierzchni elektrody leczniczej = 3 cm?) przez 60 minut na dziel, w ciggu 7 kolejnych
dni. Kim i wsp.2%* w badaniu in vivo pod wptywem ES wysokonapieciowej (140 us; 100 Hz,
35-50 V; 40 min/dzien; 7 dni) odnotowali zwiekszone wydzielanie TGF-B1, kolagenu typu 1
oraz a-SMA w ranach eksperymentalnych u szczuréw. Elektrostymulacja byta wykonywana na
poziomie minimalnych, wyczuwanych palpacyjnie skurczéw miesniowych. Przez pierwsze
3 dni rany stymulowano katodg, a przez kolejne 4 dni - anodg.?*!

Ud-Din i wsp.'®® oraz Sebastian i wsp.®® zastosowali ES na ranach eksperymentalnych
wykonanych u zdrowych ochotnikdw. W obu badaniach zastosowano modulowany prad
przemienny (0,005 mA; 20-80 V; 60 Hz; 60 ms), ktéry aplikowano 4 razy, co drugi dzien, przez
30 minut dziennie. Po ES w ranach odnotowano zwiekszone stezenie PDGF,*®8 czynnikdw
przeciwzapalnych (w tym IL-10 oraz czynnika hamujgcego migracje makrofagéw
(ang. macrophage migration inhibitory factor, MMIF),**® czynnikéw angiogenetycznych

(w tym TGF-B1, MMP-2 i czynnika wzrostu tkanki fgcznej CTGF; ang. connective tissue growth
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factor, CTGF)®° oraz czynnikdbw odpowiedzialnych za proliferacje iprzebudowe ran
(w tym kolagenu typu IV, fibronektyny i interferonu-y).'*°

Asadi i wsp.'9* przeprowadzili badanie kliniczne, w ktérym pod wptywem ES katodowej
pragdem statym (3,36 mA; pole powierzchni elektrody leczniczej = 6 cm?) odnotowali
zwiekszenie stezenia VEGF w ptynie pobranym z owrzodzen cukrzycowych na stopie.
Zabiegi ES byty wykonywane przez 60 minut na dzien, 3 dni w tygodniu przez 4 tygodnie.
Elektrostymulacja odlezyn w badaniach klinicznych

W badaniach klinicznych w leczeniu odlezyn stosowane byty gtéwnie prady zmienne,
w tym impulsowe!®?202-211 i przemienne.?'?2®  Pragdy impulsowe aplikowano
w elektrostymulacjach wysokonapieciowych (> 100 V)86:202204-210 j npjskonapieciowych
(< 100 V).203211 Natomiast prady przemienne wykorzystywano w stymulacjach
niskonapieciowych.?'?27216 prady impulsowe i przemienne dawkowano zwykle na poziomie
przekraczajagcym prog pobudliwos$ci widkien czuciowych, ale ponizej progu pobudliwosci
nerwdw ruchowych i mie$ni.t86:202-211 W trzech badaniach klinicznych?'2-214 odlezyny leczono
pragdem przemiennym, ktéry byt dawkowany na poziomie przekraczajacym proég pobudliwosci
miesni.212214 W dwéch badaniach klinicznych?17:218 w leczeniu odlezyn zastosowano prad staty
o natezeniu w zakresie od 20 do 600 pA, ponizej progu pobudliwosci aksonéw czuciowych.
Elektrostymulacja wysokonapieciowa (EWN) w leczeniu odlezyn

Wsréd metod elektrycznych wykorzystywanych do leczenia ran przewlektych u ludzi jest
EWN. W badaniach klinicznych EWN byfa stosowana w leczeniu odlezyn
[I-IV stopnia,29%:204-206,208,209 5\y rzodzen zylnych podudzi?*®??° oraz stopy cukrzycowej.??!

U pacjentéw chorujgcych na odlezyny, we wszystkich cytowanych badaniach klinicznych
w grupach eksperymentalnych oraz w grupach kontrolnych prowadzona byta profilaktyka
i leczenie odlezyn zgodnie z rekomendacjami klinicznymi, co byto uzasadnione wzgledami
etycznymi,202204-206,208.205 \y grypach kontrolnych byta to jedyna forma terapii?®>2%
lub dodatkowo stosowano symulowane zabiegi EWN.20%:204208209 Natomiast w grupach
eksperymentalnych dodatkowo zastosowano EWN,202,204-206,208,209

Przebiegi prgdowe zastosowane w EWN byty podobne. We wszystkich badaniach
stosowano impulsy podwaéjne, szpiczaste i natezenie dawkowano powyzej progu pobudliwosci
receptordow czuciowych, ale ponizej progu pobudliwosci miesni szkieletowych,202204-206,208,205
W wiekszosci badan czas trwania impulsu miescit sie w zakresie od 100 do 154 us,

a czestotliwo$¢ pradu wynosita 100 - 105 Hz.202204,206,208,203 Do tkanek dostarczano fadunek
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elektryczny wynoszgcy od 250 do 500 pC/s.20%204208,209 Elektrostymulacja wysokonapieciowa
byta przeprowadzana jeden raz dziennie przez 45 - 60 minut, przez 5 — 7 dni w tygodniu,
co dawato od 3,75 do 7 godzin EWN na tydzien.202204,206.208,209 Ty|ko w jednym z cytowanych
badan leczenie prowadzono przez 20 kolejnych dni, czyli w przyblizeniu 3 tygodnie.?%
Natomiast w pozostatych badaniach?02206:208209 gdlezyny leczono przez 6206208209 7 3202
oraz 8 tygodni.???

Tylko w badaniu klinicznym przeprowadzonym przez Houghton i wsp.?% zastosowano
metodyke EWN odmienng od cytowanych powyzej badar.202204,206,208,209 \\/ hadaniu tym EWN
byta stosowana w nocy, podczas snu pacjentdw. Wykorzystywano specjalnie
zaprogramowane elektrostymulatory, ktére uruchamiaty sie co godzine dawkujgc EWN przez
40 minut po czym nastepowata 20 minutowa przerwa. Stosowano impulsy podwdjne,
szpiczaste o czasie trwania 50 ps. Przez pierwsze 20 minut zabiegu EWN impulsy byty
aplikowane z czestotliwo$cig 100 Hz, a przez nastepne 20 minut z czestotliwoscig 10 Hz.
Zabiegi EWN byty wykonywane przez 7 dni w tygodniu, przez 12 tygodni.?%

W cytowanych badaniach pod elektrodami umieszczano podktady z gazy nasgczonej solg
fizjologiczng lub zel przewodzacy prad elektryczny. Elektroda lecznicza byta ukfadana
na powierzchni rany, natomiast elektrode zamykajgacg obwdd elektryczny uktadano
na zdrowej skorze, w odlegtosci przynajmniej 15-20 cm od elektrody leczniczej.20%204-206,208,209
Stosowano rdzng polaryzacje elektrody leczniczej. W jednym badaniu?®? odlezyny leczono
tylko anodg,'®” w dwdch innych badaniach odlezyny byty stymulowane wytgcznie katodg. 188208
W pozostatych 3 badaniach?9>206:209 polaryzacja elektrody leczniczej byta zmieniana w trakcie
terapii, przy czym w 2 badaniach?%%2% autorzy przez pierwszy tydzien stosowali stymulacje
katodows, a przez kolejne 5 tygodni stymulacje anodowg, natomiast w jednym badaniu?®
polaryzacje elektrody leczniczej zmieniano co tydzieA rozpoczynajgc terapie od stymulacji
katodowe;j. 20

Do tej pory w badaniach klinicznych koncentrowano sie przede wszystkim na ocenie
klinicznych efektéw gojenia sie odlezyn, 20%:204-206,208209 \we \wszystkich badaniach oceniano
zmiany pola powierzchni odlezyn, ale tylko w jednym badaniu, przeprowadzonym przez Kloth
i Feedar,?9? leczenie prowadzone odlezyn IV stopnia w grupie eksperymentalnej (poddanej
EWN) byto prowadzone az do ich catkowitego zagojenia sie (zmniejszenie pola powierzchni

odlezyn o 100%), co trwato $rednio 7,3 tygodnia. W podobnym czasie (7,4 tygodnia) odlezyny

IV stopnia w grupie kontrolnej zwiekszyty sie $rednio o 28,9%. W pozostatych badaniach?%4-
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206,208,203 |aczono odlezyny lI-Ill stopnia i terapie prowadzono w poszczegdlnych badaniach
przez 3204 §206208,209 gl186 i 12205 tygsodni obserwujgc po zakonczeniu terapii procentowe
zmiany pola powierzchni odlezyn w stosunku do stanu sprzed leczenia. W badaniach tych pole
powierzchni odlezyn w grupach eksperymentalnych (poddanych EWN) zmniejszyto sie srednio
0 64,10 — 88,90%.204-206,:208,209 Natomiast w grupach kontrolnych (w ktérych stosowano tylko
leczenie zgodne z rekomendacjami klinicznymi?°®223 |ub dodatkowo stosowano symulowana
EWN?204,208,209) nole powierzchni odlezyn zmniejszato sie $rednio o 36,00 — 54,60%.204-206,208,209
We wszystkich cytowanych badaniach klinicznych zmniejszenie pola powierzchni odlezyn
w grupach eksperymentalnych byto znamiennie statystycznie wieksze (p < 0,05) niz w grupach
kontrolnych. 202,204-206,208,209

Tylko w dwéch badaniach klinicznych8224 poza efektami klinicznymi zmniejszenia pola
powierzchni odlezyn autorzy badali réwniez wptyw EWN na mechanizmy podstawowe,
lezace u podstaw gojeni sie odlezyn, w tym na przeptyw krwi w kapilarach skdrnych
na brzegach odlezyn'® i na stezenie we krwi cytokin (IL-1B, TNF-a, IL-10) i czynnikdw
wzrostowych (TGF-B1, IGF-1).224 Okazato sie, ze po 2 tygodniach stosowania anodowej
oraz katodowej EWN przeptyw krwi w kapilarach skérnych na brzegach odlezyn byt
znamiennie statystycznie wiekszy niz w grupie kontrolnej (odpowiednio p = 0,039 w grupie
poddanej EWN anodowej i p = 0,0024 w grupie poddanej EWN katodowej). Po 4 tygodniach
przeptywy krwi na brzegach odlezyn nie réznity sie istotnie statystycznie pomiedzy grupami
(p > 0,05). Anodowa i katodowa EWN nie miata natomiast wptywu na stezenie we krwi IL-18,
TNF-a, IL-10, TGF-B1i IGF-1.224

Do tej pory w warunkach klinicznych nie oceniano wptywu EWN na stezenie czynnikdéw
biologicznych  warunkujgcych gojenie sie ran (w tym czynnikdw wzrostowych

i metaloproteinaz) w obrebie odlezyn.
1.4. Nowatorstwo badania

Jest to pierwsze RCT, w ktérym oceniono i poréwnano postepy gojenia sie odlezyn po
1, 2, 3 i 4 tygodniu stosowania anodowej i katodowej EWN. Jest to rowniez pierwsze RCT,
w ktdrym oceniono i poréwnano ekspresje gendw wybranych metaloproteinaz (MMP-1,
MMP-2 i MMP-9) oraz trzech izoform TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) w odlezynach u ludzi

poddanych dziataniu anodowej i katodowej EWN.
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2. CELE BADANIA

Ogodlnym celem badania byto uzyskanie wiedzy na temat oddziatywania EWN na proces

gojenia sie odlezyn II-1V stopnia u 0séb po uszkodzeniach o$rodkowego uktadu nerwowego.

Szczegoétowymi celami badania byty odpowiedzi na nastepujgce pytania:

1)

Czy i jakie zmiany pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia wystepuja u o0sob
z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego po 1, 2, 3 i 4 tygodniu stosowania
anodowej i katodowej EWN?

Czy i w jaki sposéb anodowa i katodowa EWN, wykonywana przez 2 i 4 tygodnie, wptywa
na ekspresje genow MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w odlezynach II-IV stopnia u oséb po
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego?

Czy i w jaki sposéb anodowa i katodowa EWN, wykonywana przez 2 i 4 tygodnie, wptywa
na ekspresje gendw TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 w odlezynach II-IV stopnia u oséb po
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego?

Czy u pacjentow po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego wystgpig istotne
statystycznie i silne korelacje pomiedzy ekspresja gendow MMP-1, MMP-2 i MMP-9,
a zmianami pola powierzchni odlezyn 1l-IV stopnia poddanych dziataniu anodowej
lub katodowej EWN?

Czy u pacjentow po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego wystgpig istotne
statystycznie i silne korelacje pomiedzy ekspresjg gendw TGF-B1, TGF-B2 i TGF-f33,
a zmianami pola powierzchni odlezyn Il-IV stopnia poddanych dziataniu anodowej

lub katodowej EWN?

Aplikacyjnym (praktycznym) celem badania byto wskazanie mozliwosci wykorzystania

anodowe] i katodowej EWN w leczeniu odlezyn II-IV stopnia u oséb po uszkodzeniach

osrodkowego uktadu nerwowego.

Przyjeto nastepujace zatozenia badawcze:

1)

Anodowa i katodowa EWN stosowane przez 1, 2, 3 i 4 tygodnie w podobnym stopniu
przyczynig sie do zmniejszenia pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia u oséb
z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego.
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2)

3)

4)

5)

Anodowa i katodowa EWN stosowane przez 2 i 4 tygodnie w podobnym stopniu zmniejszg
ekspresje genéw MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w odlezynach II-IV stopnia u oséb po
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego.

Anodowa i katodowa EWN stosowane przez 2 i 4 tygodnie w podobnym stopniu zwiekszg
ekspresje gendow TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 w odlezynach II-IV stopnia u o0sdb po
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego.

U pacjentdw po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego wystgpig istotne
statystycznie, silne, ujemne korelacje pomiedzy ekspresjg gendw MMP-1, MMP-2 i MMP-
9, a zmianami pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia poddanych dziataniu anodowej
i katodowej EWN.

U pacjentdw po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego wystgpig istotne
statystycznie, silne, dodatnie korelacje pomiedzy ekspresjg gendw TGF-B1, TGF-B2 i TGF-
B3, a zmianami pola powierzchni odlezyn 1l-IV stopnia poddanych dziataniu anodowej

i katodowej EWN.
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3. METODY

Metody i wyniki badania zostaty przedstawione zgodnie ze standardami CONSORT

(Consolidated Standards of Reporting Trials).?%°
3.1. Projekt badania

Badanie zaplanowano jako prospektywne, randomizowane badanie kliniczne,
przeprowadzone w trzech rdwnolegtych grupach obejmujgcych osoby z uszkodzeniami
osrodkowego uktadu nerwowego, u ktérych wystepowaty odlezyny Il-IV stopnia. Utworzone
zostaty dwie grupy eksperymentalne (GE) oraz jedna grupa kontrolna (GK). U pacjentéw we
wszystkich grupach byfa stosowana profilaktyka przeciwodlezynowa oraz leczenie odlezyn
zgodnie z najlepszymi praktykami klinicznymi.??® Dodatkowo w jednej GE zastosowano
anodowg EWN (GEA), a w drugiej GE — katodowg EWN (GEK). W GK wykonywane byty

symulowane zabiegi EWN.
3.2. Zgoda Komisji Bioetycznej i rejestracja badania

Badanie jest czeScig obszernego, randomizowanego badania klinicznego, ktdre jest
realizowane w Akademii Wychowania Fizycznego w Katowicach od 2014 r. Badanie uzyskato
zgode Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych w Akademii Wychowania Fizycznego
im. J. Kukuczki w Katowicach (nr 4/2014 z dnia 15.05.2014) i zostato prospektywnie
zarejestrowane w Australian-New Zealand Clinical Trial Registry (ANZCTR) pod numerem:
ANZCTR12615001281583.

Czes$¢ wynikow badania zostata opublikowana we wczes$niejszych artykutach,?242%7
w ktorych przedstawiono wyniki zmian pola powierzchni odlezyn po 8 tygodniach leczenia przy
pomocy anodowej i katodowej EWN,??” zmiany przeptywdw krwi w kapilarach skérnych
na brzegach odlezyn uzyskane pod wptywem anodowe;j i katodowej EWN,%?” zmiany stezen
cytokin  (IL-1B, TNF-a, IL-10) i czynnikédw wzrostowych (TGF-B1, IGF-1) we krwi
u pacjentéw z odlezynami II-IV poddanych dziataniu anodowej i katodowej EWN oraz ich
korelacje ze zmianami pola powierzchni odlezyn.??* W biezgcym badaniu oceniono zmiany
pola powierzchni odlezyn po 1, 2, 3 i 4 tygodniu leczenia przy pomocy EWN anodowej
i katodowej. Oceniono réowniez ekspresje genéw wybranych MMP (MMP-1, MMP-2, MMP-9)
oraz trzech izoform TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) w odlezynach poddanych anodowej
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i katodowej EWN. Zbadano réwniez korelacje pomiedzy ekspresjg genéw MMP-1, MMP-2,
MMP-9, TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 a zmianami pola powierzchni odlezyn.

3.3.  Kryteria wiaczenia i wytaczenia z badania

Do badania wiaczano doroste kobiety i mezczyzn (powyzej 18 lat) z uszkodzeniami
osrodkowego uktadu nerwowego (rdzenia kregowego lub mdzgu), u ktérych wystepowaty
odlezyny IlI, 1ll i IV stopnia w ledZwiowo-krzyzowym obszarze tutowia, obreczy biodrowej
i konczyn dolnych, u ktérych stwierdzono wysokie ryzyko wystepowania odlezyn (powyzej 15
punktow w skali Waterlow) i ktorzy wyrazili zgode na udziat w badaniu.

Do badania nie wtgczano oséb, u ktérych stwierdzono: aktualnie leczone nowotwory
ztosliwe, alergie na standardowe srodki lecznicze, odlezyny kwalifikujgce sie do leczenia
chirurgicznego, odlezyny o polu powierzchni mniejszym niz 0,5 cm?, niewyréwnana cukrzyca
(HBa1c > 7%), odlezyny wystepujace na podudziach lub stopach u chorych z ostrg i przewlektg
niewydolnoscig zylng i cukrzycy, miejscowe przeciwwskazania do wykonywania ES (czarna
martwica, zapalenie kosci, aktualnie leczone lub przebyte nowotwory ztosliwe w miejscu
wykonywania zabiegéw ES, implanty metalowe i elektroniczne w miejscu wykonywania

zabiegow ES.

3.4. Informacja dla pacjenta

Wszyscy pacjenci (lub ich prawni opiekunowie) zostali pisemnie poinformowani
o mozliwosci wziecia udziatu w badaniu, oraz o celach i przebiegu badania. Pacjenci (lub ich
prawni opiekunowie) otrzymali rowniez pisemng informacje o mozliwosci rezygnacji z udziatu
w badaniu na kazdym z jego etapdw, bez koniecznosci podawania przyczyny. Zostali rowniez

pisemnie zapewnieni, ze rezygnacja z badania nie bedzie miata wptywu na ich dalsze leczenie.
3.5.  Przydziat do grup (randomizacja)

Pacjenci byli kwalifikowani do badania przez lekarza w oparciu ocene kliniczng,
dokumentacje medyczng obejmujgca historie choroby oraz wywiad kliniczny. Randomizacja
pacjentéw do poszczegdlnych grup nastepowata losowo, po podpisaniu przez pacjenta
(lub prawnego opiekuna) zgody na udziat w badaniu. Przed rozpoczeciem badania kierownik

badania przygotowat 60 (nieprzezroczystych) kopert oraz 60 kartek, na ktérych umiescit litery:
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A (20 kartek), B (20 kartek) i C (20 kartek). Litera A oznaczata grupe kontrolng, litera B — grupe
eksperymentalng, w ktdrej stosowano anodowg EWN, a litera C — grupe eksperymentalng,
w ktérej stosowano katodowg EWN. Nastepnie koperty i kartki zostaty przekazane osobie
niezaangazowanej w badanie. Osoba ta w kazdej kopercie umiescita po jednej kartce, zakleita
koperty, a nastepnie ponumerowafa koperty losowo od numeru 1 do 60 i przekazatfa
kierownikowi badania. Po zakwalifikowaniu pacjenta do badania kierownik badania otwierat
kolejng koperte i pacjenta kierowano do grupy na postawie symbolu, ktéry znajdowat sie

na kartce umieszczonej w kopercie.
3.6. Zaslepienie

Zaslepieniem objeto: 1) pacjentéw oraz ich opiekundw, jak rowniez wszystkie osoby
odwiedzajgce chorego; 2) lekarza, ktéry kwalifikowat pacjentow do badania; 3) personel
medyczny zajmujacy sie profilaktyka przeciwodlezynowg oraz leczeniem i fizjoterapia chorych
(w tym lekarzy, fizjoterapeutdéw i pielegniarki); 4) osobe oceniajgcg wielkos¢ pola powierzchni
odlezyn; 5) osobe przeprowadzajgcg badania laboratoryjne ekspresji genow MMP i TGF-
w skrawkach tkanek pobranych z odlezyn; 6) osobe przeprowadzajgcy analize statystyczng
wynikéw badania.

Zaslepieniem nie objeto 1) kierownika badania; 2) gtéwnego fizjoterapeuty

programujgcego aparaty do przeprowadzenia aktywnej lub symulowanej EWN.
3.7. Metody diagnostyczne

Dane demograficzne pacjentéw oraz informacje dotyczace stanu zdrowia pacjentéw
uzyskiwano na postawie dokumentacji medycznej oraz na podstawie wywiadu klinicznego

i oceny klinicznej przeprowadzanych przez lekarza i fizjoterapeute.

3.7.1. Metoda klasyfikacji odlezyn

Odlezyny klasyfikowano w oparciu o czterostopniowg skale NPUAP/EPUAP??8 zgodnie
z ktéra: odlezyne | stopnia cechuje niebledngce zaczerwienienie skéry bez przerwania ciggtosci
skdry. W przypadku odlezyny Il stopnia wystepuje czesSciowa utraty grubosci skdory wtasciwe;j,
a w przypadku odlezyny Il dochodzi do petnej utraty grubosci skéry. Odlezyna IV stopnia
charakteryzuje sie rozlegtymi zniszczeniami tkanek z odstonieciem miesni, Sciegien, a nawet

kosci (z mozliwoscig siegania zmian w gtgb tych struktur).
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3.7.2. Ocena klinicznych postepow gojenia sie odlezyn.

Kliniczne postepy gojenia sie odlezyn oceniano biorgc pod uwage zmiany pola
powierzchni odlezyn (cm?). Pole powierzchni odlezyn mierzono bezposrednio przed
rozpoczeciem leczenia a nastepnie po zakonczeniu kazdego z 4 kolejnych tygodni terapii.
W przypadku gdy odlezyna zagoita sie przed zakonczeniem 4 tygodnia zapisywano date jej
zagojenia.

Pole powierzchni odlezyn mierzono przy pomocy planimetrii. Najpierw
wodoodpornym flamastrem obrysowywano kontury odlezyn na przezroczystej, miekkiej
i nierozciagliwej folii, ktérg po odkazeniu uktadano bezposrednio na odlezynie. Nastepnie
obrys odlezyny przenoszono na przezroczysta, sztywna folie i przy pomocy planimetru (Mutoh
Kurta XGT, Altek, USA) mierzono pole powierzchni ubytku. Planimetr byt podtgczony do
komputera wyposazonego w specjalne oprogramowanie C-GEO (wersja 4.0, Nadowski
SoftlLine, PL), ktére umozliwiato obliczanie pola powierzchni odlezyn oraz przechowywanie

danych.
3.7.3. Ocena ekspresji mRNA dla MMP i TGF-

Badanie poziomu mRNA MMP i TGFB6.

U kazdego pacjenta skrawki tkanek z odlezyn pobierano trzykrotnie, tj. przed
rozpoczeciem leczenia oraz po zakonczeniu 2 i 4 tygodnia leczenia. Kazdorazowo chirurgicznie
pobierano jeden skrawek z brzegu rany, w miejscu, w ktéorym ziarnina przylegata do brzegu
rany. Bezposrednio po pobraniu materiat umieszczano w odczynniku RNAlater® (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) i przewozono do zamrazarki w ktérej, w temperaturze -70°C
skrawki przechowywano do momentu izolacji catkowitego RNA. Badania molekularne
wykonano w Zaktadzie Biologii Molekularnej Katedry Biologii Molekularnej, Wydziatu Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Homogenizacja zebranego materiatu: Przed izolacjg catkowitego RNA skrawki tkanek
homogenizowano homogenizatorem Polytron® (Kinematics AG, Uster, Switzerland)
i w obecnosci odczynnika TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) .

Izolacja catkowitego RNA: Ekstrakcja catkowitego RNA z zebranych homogenatdow
odlezyn byta pierwszym etapem procedury molekularnej. Proces przebiegat z uzyciem 1ml

odczynnika TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA. Homogentaty ze
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skrawkow odlezyn inkubowano przez 5 minut w w temperaturze pokojowej, po czym do
homogenatéw dodano 200 ul chloroformu (Sigma- Aldrich, St Louis, USA) i intensywnie
wytrzgsano przez 15 sekund. Po 2-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, materiat
wirowano 15 minut (4°C, 13 000 x g). GArng faze (z RNA) przenoszono do nowej probdwki,
dodawano 500 pl izopropanolu (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) i doktadnie wymieszano. Po 10-
minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, prébke wirowano 10 minut (4°C, 13 000 x g).
Supernatant poddano dekantacji, a uzyskany osad RNA przemyto dwukrotnie etanolem (1000
ul, 75%, Sigma — Aldrich, St Louis, MO, USA). Po kazdym przemyciu prébke wirowano 5 minut
(4°C, 13 000 x g). Osad po drugim wirowaniu odsgczono i suszono w temperaturze pokojowe;.

Analiza jakosciowa i iloSciowa otrzymanego catkowitego RNA: Otrzymane
we wczesniejszym etapie ekstrakty catkowitego RNA zawieszono w 40 ul wody apirogennej
(pozbawionej RNaz). Prébki poddano worteksowaniu oraz wirowaniu przez 1 minute przy
parametrach 2400 rpm. Nastepnie odczekano 15 minut i proces wirowania i worteksowania
powtdrzono jeszcze dwukrotnie. Ocena jakosciowa catkowitego RNA przebiegata przy uzyciu
elektroforezy poziomej. Potrzebny byt do tego 1% zel agarozowy barwiony odczynnikiem
Simply Safe (EurX, Gdansk, Polska), analizator SUBMINI (K. Kucharczyk T.E., Polska)
oraz transiluminator UV BaSys 1D firmy Biotech-Fischer (Perth, Australia). Po zakoriczonym
rozdziale elektroforetycznym, otrzymany obraz poddano analizie w transiluminatorze,
w Swietle UV.

Do ilosciowej oceny uzyskanego w etapie ekstrakcji catkowitego RNA uzyta zostata
metoda spektrofotometryczna (nanospektrofotometr ,Nano MN-913”, Maestrogen, Xinzhu,
Tajwan) pamietajac, ze gestos¢ optyczna (OD) dla roztworu RNA przy dtugosci fali 260nm
wynosi 40 pl/ml. Wspétczynnik A260/A280 znajdowat sie miedzy 1,8 a 2,0, co pozwolito
stwierdzié, ze ekstrakcja przebiegta prawidtowo.

RT- gPCR: Do reakcji RT-gPCR uzyto zestawu odczynnikdw SensiFAST™ (Bioline,
Londyn, UK), zgodnie z zaleceniami producenta. Koncowe stezenie starteréw (zaréwno
sensownego jak i antysensownego) wynosito 500 nM. Jako gen referencyjny wykorzystano
beta-aktyne (ACTB). Warunki termiczne dla jednoetapowego RT-qPCR byty nastepujace:
odwrotng transkrypcje przeprowadzano w temperaturze 45 °C, aktywacje polimerazy w 95 °C
przez 2 minuty, 40 podwdjnych cykli sktadajacych sie z procesu denaturacji w 95 °C przez

5 sekund, hybrydyzacji w 60 °C przez 10 sekund, a nastepnie z koricowego wydtuzania
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w temperaturze 72 °C przez 5 sekund. Dla kazdego z badanych gendéw uzyto okreslonej pary

starteréw, co przedstawiono w tabeli nr 1.

Tabela 1. Kolejnos¢ nukleotyddw w starterach.

Czynnik
STARTER FORWARD STARTER REVERS
biologiczny
MMP-1 5’GCTCATGAACTCGGCCATTCTCTTGGACT 3’ | 5’CGGGTAGAAGGGATTTGTGCGCATGTA 3’
MMP-2 5’ TCCACTGTTGGTGGGAACTCA 3’ 5’ TGGTCGCACACCACATCTTT 3’
MMP-9 5’ TTCTGCCCCAGCGAGAGA 3’ 5" GTGCAGGCGGAGTAGGATTG 3’
TGF-B1 5'TGAACCGGCCTTTCCTGCTTCTCATG3’ 5'GCGGAAGTCAATGTACAGCTGCCGC3’
TGF-B2 5'TACTACGCCAAGGAGGTTTACAAA3' 5'TTGTTCAGGCACTCTGGCTTT3'
TGF-B3 5'CTGGATTGTGGTTCCATGCA3’ 5'TCCCCGAATGCCTCACAT3'
ACTB 5'TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA3' 5'TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA3'

Legenda: MMP — metaloproteinaza; TGF-B — transformujgcy czynnik wzrostu-f; ACTB — beta aktyna

RT-qPCR przeprowadzano przy uzyciu termocyklera Opticon™ DNA Engine Sequence
Detector (MJ Research Inc., Watertown, MA, USA), ktéry automatycznie wyliczat liczbe kopii
cDNA badanych gendw. llo$¢ powstatych amplimerow w przeprowadzonej reakcji byta wprost
proporcjonalna do intensywnosci emitowanego przez barwnik SYBR Green | sygnatu
fluorescencyjnego. Dla kazidej z préb zostata wyznaczona wartos¢ Ct, odpowiadajgca
numerowi cyklu reakcji PCR, w ktérym krzywa kinetyki reakcji przecina linie progowg poziomu
fluorescencji tta. Stezenie wszystkich matryc RNA wynosito 0,08 pg/ul. Wszystkie préby
zostaty wykonane w trzech powtdrzeniach. Dla kazdej badanej prébki oznaczono poziom
ekspresji genu ACTB, ktéry stanowit endogenng kontrole RT-PCR. Kazdy przebieg reakcji
zakoniczono analizg krzywej temperatury topnienia w celu potwierdzenia specyficznosci
amplifikacji i braku dimeréw starteréw. Ponadto, specyficzno$é reakcji RT-qPCR potwierdzono
technika elektroforezy w 2% zelu agarozowym. Jako wyniki przyjeto relatywng ekspresje

poszczegdlnych genéw wzgledem genu ACTB.229,230.
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3.8. Metody leczenia

Leczenie zgodne z rekomendacjami klinicznymi. We wszystkich grupach miejscowe
leczenie odlezyn byto prowadzone zgodnie z zaleceniami lekarskimi i byto ono oparte na
najlepszych praktykach i rekomendacjach klinicznych.170228231 E|ektrostymulacja aktywna
w grupach eksperymentalnych oraz symulowana w GK byta wykonywana w przypadkach
odlezyn pokrytych martwica wilgotng martwicg rozptywng oraz odlezyn wykazujgcych cechy
ziarninowania i naskdérkowania. W przypadkach gdy odlezyny byty pokryte czarng martwica
przed wiaczeniem chorego do badania tkanke martwiczg usuwano enzymatycznie
lub chirurgicznie, w zaleznosci od wskazan lekarskich. Odlezyny zainfekowane przed
rozpoczeciem EWN oczyszczano za pomocg antyseptykdw, ktére nie dziataty cytotoksycznie
na zdrowe komoérki. W trakcie wykonywania EWN odlezyn nie leczono sSrodkami zawierajgcymi
jony metali (w tym jony srebra i jodu).

Dobierajac opatrunki miejscowe brano pod uwage faze gojenia sie odlezyn,
ewentualne wystepowanie zakazenia oraz ilos¢ wydzieliny z ran. Odlezyny czyste i ziarninujgce
pokrywano opatrunkami nasgczonymi solg fizjologiczng (0,9% NACL), opatrunkami
hydrokoloidowymi oraz piankami poliuretanowymi. Odlezyny pokryte martwicg rozptywng
oraz odlezyny cechujgce sie duzg iloscig wydzieliny leczono opatrunkami hydrozelowymi
i alginianowymi.

U pacjentdw, u ktérych wystepowata leukocytoza wdrazano antybiotykoterapie
zgodnie z antybiogramem uzyskanym z posiewu wymazu pobranego z rany. Wszyscy
unieruchomieni pacjenci standardowo otrzymywali enoksyparyne. Pacjenci, u ktérych
stwierdzono zaburzenia odzywienia otrzymywali wsparcie i leczenie zywieniowe. Pacjentom
tym pomagano spozywac pokarmy i napoje w trakcie positkdw oraz scisle kontrolowano u nich
ilos¢ i jakos¢ spozywanych positkdw oraz ptyndw zgodnie z zaleceniami dietetyka. W razie
potrzeby pacjentom tym podawano suplementy zywieniowe. Leczenie zywieniowe,
prowadzone byto doustnie, dozylnie i dojelitowo, w zaleznosci od potrzeb.

Elektrostymulacja wysokonapieciowa aktywna w grupach eksperymentalnych
oraz symulowana (w GK) byta wykonywana przy pomocy tego samego aparatu Intelect

Advanced Combo (DJO Global, Vista, CA, USA) (rycina 1).
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Rycina 1. Aparat do elektrostymulacji wraz z kompletem elektrod wykonanych z przewodzacej gumy
weglowej (fotografia wtasna).

Aparat do ES byt wyposazony w dwa obwody elektryczne, tj. obwdd aktywny
i nieaktywny. Do obwodu aktywnego podfgczano elektrody w trakcie wykonywania aktywnej
EWN. Natomiast w czasie EWN symulowane] elektrody byly podtgczane do nieaktywnego
obwodu elektrycznego. Miejsce podtaczenia elektrod do poszczegdlnych obwoddw
elektrycznych byto niewidoczne dla osdb objetych zaslepieniem.

Aktywna, anodowa i katodowa EWN w grupach eksperymentalnych. Metoda
anodowej EWN?186:202.224 \y GEA oraz metoda katodowej EWN186:204208,224 stqsowanej w GEK
byty oparte na badaniach klinicznych prowadzonych przez innych autoréw w leczeniu
odlezyn186:202,204.224 procedury przeprowadzania EWN w obu grupach eksperymentalnych byty
takie same, z wyjgtkiem polaryzacji elektrody leczniczej. Mianowicie, w GEA jako elektrode
leczniczg stosowano anode, natomiast w GEK - katode. Przed kazdym zabiegiem EWN
odlezyny oczyszczano z pozostatosci lekdw i zanieczyszczenn przy pomocy soli fizjologicznej
i srodkéw odkazajgcych. Pomiedzy zabiegami EWN prowadzono leczenie odlezyn opisane
powyzej. Elektrostymulacje wysokonapieciowg wykonywano przy pomocy impulsow
elektrycznych podwdjnych, szpiczastych, ktérych tgczny czas trwania wynosit 154 ps,
a czestotliwos¢ 100 Hz. Warto$é szczytowa pradu wynosita 0,36 A. Natezenie dawkowano
ponizej progu pobudliwosci miesni szkieletowych. Do tkanek dostarczano tadunek elektryczny
wynoszacy 360 uC na sekunde. Przebieg pradu elektrycznego stosowanego w zabiegach ES

zostat przedstawiony na rycinie 2.
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Czest

Rycina 2. Przebieg pradu elektrycznego wykorzystywanego w elektrostymulacji wysokonapieciowej
(publikacja fotografii za zgoda autorki, Anny Polak).

Zabiegi EWN przeprowadzano elektrodami wykonanymi Dla kazdego pacjenta byt
przeznaczony oddzielny zestaw elektrod. Po kazdym zabiegu EWN elektrody wyjatawiano
w roztworze dezynfekujgcym. Elektrody uktadano na podktadach z jatowej gazy opatrunkowej
nasgczonej solg fizjologiczna. Elektroda lecznicza (anoda w GEA i katoda w GEK) byta uktadana
na powierzchni odlezyny, ktérej dno byto najpierw doktadnie wypetnione gazg nasgczong solg
fizjologiczng, a nastepnie byto przykryte wilgotng gazg (réwniez nasgczong solj fizjologiczng),

na ktorej uktadano elektrode leczniczg (ryciny 3 ai b).

e

Rycina 3. a) Uktadanie elektrody leczniczej na powierzchni odlezyny; b) Mocowanie elektrody leczniczej
na powierzchni odlezyny (fotografie wtasne).

Elektrode zamykajgcg obwdd elektryczny mocowano plastrami lub pasami
do powierzchni ciata pacjenta w odlegtosci przynajmniej 15 cm od elektrody leczniczej.

Przyktadowe utozenie elektrod przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4. a) Umiejscowienie elektrod w czasie elektrostymulacji odlezyny w okolicy kretarza wiekszego
kosci udowej; b) Umiejscowienie elektrod w czasie elektrostymulacji odlezyny w okolicy kosci
krzyzowej. W obydwu przypadkach elektroda leczniczg jest katoda, ktéra jest utozona na odlezynie.
Elektroda zamykajgca obwdd elektryczny jest utozona na udzie, ponizej elektrody leczniczej (fotografie
wtasne).

Symulowana EWN w GK. Celem przeprowadzenia EWN symulowanej w GK stosowana
byta dokfadnie taka sama procedura ukfadania i mocowania elektrod jak w grupach
eksperymentalnych. Na aparacie byty wyswietlane takie same wartosci czasu trwania impulsu,
czestotliwosci i napiecia jak podczas EWN aktywnej ztym, ze prad nie ptynat poniewaz
elektrody byty podtaczone do nieaktywnego obwodu elektrycznego.

Czas trwania EWN aktywnej i symulowanej. Czas trwania kazdego zabiegu EWN,
zaréwno aktywnej, jak i symulowanej wynosit 50 minut. Zabiegi przeprowadzano jeden raz

dziennie, przez 5 dni w tygodniu (od poniedziatku do pigtku), w ciggu 4 kolejnych tygodni.
3.9. Gtéwny efekt koncowy badania

Gtownym efektami koricowym badania byt kliniczny postep gojenia sie odlezyn
uzyskany w ciggu 4-tygodniowego leczenia. W celu odpowiedzi na pytania czy leczenie
zastosowane w poszczegdlnych grupach przyczynito sie do zmniejszenia pola powierzchni
odlezyn w poszczegdlnych grupach poréwnano wielkosci pola powierzchni odlezyn (cm?)
po 1, 2, 3 i 4 tygodniu leczenia w stosunku do stanu poczatkowego. Celem odpowiedzi
na pytanie czy i w jakim stopniu anodowa i katodowa EWN przyczyniaty sie do zmniejszenia
pola powierzchni odlezyn pomiedzy grupami poréwnano procentowe wskazniki zmian pola
powierzchni odlezyn uzyskane po 1, 2, 3 i 4 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed

leczenia.
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3.10. Drugorzedne efekty korncowe badania.

Przyjeto nastepujace drugorzedne efekty koricowe badania: 1) Zmiany ekspresji mRNA
MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w odlezynach po 2 i 4 tygodniu leczenia; 2) Zmiany ekspresji mRNA
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 w odlezynach po 2 i 4 tygodniu leczenia; 3) Rodzaj i sita korelacji
pomiedzy zmianami pola powierzchni odlezyn, a ekspresja mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9
w obszarze odlezyn; 4) Rodzaj i sita korelacji pomiedzy zmiang pola powierzchni odlezyn,
a ekspresjg mRNA TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 w obszarze odlezyn.

Ad. 1) Celem uzyskania odpowiedzi na pytanie czy 2 i 4-tygodniowe leczenie odlezyn
zastosowane w poszczegoélnych grupach przyczynito sie do zmiany ekspresji mMRNA MMP-1,
MMP-2 i MMP-9 we wszystkich grupach poréwnano RE mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9
wzgledem mRNA ACTB po 2 i 4 tygodniach leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia.
Celem odpowiedzi na pytanie czy i w jakim stopniu anodowa i katodowa EWN (wtgczone
do leczenia podstawowego) przyczynity sie do zmiany ekspresji gendw metaloproteinaz
w odlezynach pomiedzy grupami poréwnano RE mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9 wzgledem
mRNA ACTB po 2 i 4 tygodniach leczenia.

Ad. 2) Celem uzyskania odpowiedzi na pytanie czy 2 i 4-tygodniowe leczenie odlezyn
zastosowane w poszczegdlnych grupach przyczynito sie do zmiany ekspresji mRNA TGF-B1,
TGF-B2 i TGF-B3 we wszystkich grupach poréwnano RE mRNA TGF-f1, TGF-B2 i TGF-B3
wzgledem mRNA ACTB po 2 i 4 tygodniach leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia.
Celem odpowiedzi na pytanie czy i w jakim stopniu anodowa i katodowa EWN (wtgczone
do leczenia podstawowego) przyczynity sie do zmiany ekspresji mRNA TGF-B w odlezynach
pomiedzy grupami poréwnano RE mRNA TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 wzgledem mRNA ACTB
po 2 i 4 tygodniach leczenia.

Ad. 3) Celem uzyskania odpowiedzi czy i w jaki sposéb zmiany pola powierzchni odlezyn
korelujg z ekspresjg mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w poszczegdlnych grupach zbadano
korelacje pomiedzy zmianami pola powierzchni odlezyn a RE mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9
wzgledem mRNA ACTB przed rozpoczeciem terapii oraz po 1, 2 i 3 tygodniu terapii.

Ad. 4) Celem uzyskania odpowiedzi czy i w jaki zmiany pola powierzchni odlezyn korelujg
z ekspresjg mRNA TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 w poszczegdlnych grupach zbadano korelacje
pomiedzy zmianami pola powierzchni odlezyn a RE mRNA TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 wzgledem

mRNA ACTB przed rozpoczeciem terapii oraz po 1, 2 i 3 tygodniu terapii.
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3.11. Wskazniki zastosowane do oceny zmian pola powierzchni odlezyn

W celu oceny klinicznych efektéw gojenia sie odlezyn obliczono procentowe wskazniki
zmian pola powierzchni odlezyn po 1, 2, 3 i 4 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed
leczenia (odpowiednio %PPO1, %PP0O2, %PPO3 i %PPO4 wedtug wzoréw zamieszczonych

w tabeli 2.

Tabela 2. Wskazniki wykorzystane do oceny zmiany pola powierzchni odlezyn.

Wskaznik Wyjasnienie symboli

%PPO1 - procentowa zmiana PPO po 1 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia [%]

PPOO - PPO przed leczeniem [cm?]
%PPO1 = (PPOO — PPO1) x 100% / PPOO
PPO1 - PPO po 1 tygodniu leczenia [cm?]

%PPO2 - procentowa zmiana PPO po 2 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia [%)]

PPOO - PPO przed leczeniem [cm?]
%PP0O2 = (PPOO — PPO2) x 100% / PPOO
PPO2 - PPO po 2 tygodniach leczenia [cm?]

%PPO3 - procentowa zmiana PPO po 3 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia [%]

PPOO — PPO przed leczeniem [cm?]
%PPO3 = (PPOO — PPO3) x 100% / PPOO
PPO3 — PPO po 3 tygodniach leczenia [cm?]

%PPO0O4 - procentowa zmiana PPO po 4 tygodniu leczenia w stosunku do stanu sprzed leczenia [%]

PPOO — PPO przed leczeniem [cm?]
%PP0O4 = (PPOO — PPO4) x 100% / PPOO
PPO4 — PPO po 4 tygodniach leczenia [cm?]

Legenda: PPO — pole powierzchni odlezyn.

3.12. Analiza statystyczna

Liczebnos¢ pacjentow w grupach: W celu okreslenia liczby pacjentow
w poszczegdlnych grupach umozliwiajgcej uzyskanie efektéw znamiennych statystycznie
przeprowadzono badanie pilotazowe, ktorym objeto 18 chorych z odlezynami II-IV stopnia.
Pacjentéw podzielono losowo do 3 grup: GEA, GEK i GK. Wszystkich chorych leczono zgodnie
z rekomendacjami klinicznymi, a dodatkowo w pilotowych grupach eksperymentalnej
zastosowano odpowiednio anodowg (GEA) i katodowg EWN (GEK), natomiast w pilotowe;j
GK aplikowano symulowang EWN. Po 4 tygodniach leczenia pomiedzy grupami poréwnano

zmiany procentowe pola powierzchni odlezyn w stosunku do stanu sprzed leczenia. Rozktad
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wynikow w losowo pobranej prébie byt jednomodalny, a skosnos¢ i ptasko$¢ byty mniejsze
niz 2,5 dlatego dla oceny wartosci centralnej i miary rozproszenia zastosowano $rednig
arytmetyczng i odchylenie standardowe. Zatozono btad | rodzaju a = 0,05 i btad Il rodzaju
B=0,1(moctestu 1-f =0,90). Dla oceny postepdw leczenia w kazdej grupie dla badanych cech
zatozono minimalng merytoryczng znamienng réznice wynoszaca 25% wartosci poczatkowej.
Liczebnos$¢ oszacowano dla pola powierzchni odlezyn wykorzystujgc rozktad t-Studenta.
Przy tych zatozeniach otrzymano minimalng liczebnos$¢ grup wynoszacg po 20 pacjentow

w kazdej grupie (GEA, GEK i GK).

Anadliza statystyczna: Do analizy statystycznej wykorzystano program Statistica
(wersja 13.1, StatSoft Polska Sp. z 0.0.). We wszystkich testach istotnos¢ statystyczng przyjeto
na poziomie p £0,05.

Do badania rozktadu zmiennych charakteryzujgcych pacjentki zastosowano test
W Shapiro — Wilka, natomiast jednorodnos¢ wariancji zbadano testem Levena. Ze wzgledu na
brak normalnosci rozktadu zmiennych i brak jednorodnosci wariancji analize statystyczng
wynikow przeprowadzono przy pomocy testow nieparametrycznych. W zwigzku z tym,
ze skosnos¢ i kurtoza wynosity < 2,5, a rozktady zmiennych byly jednomodalne w analizie
wynikdéw, oprécz mediany i kwartyli, podano réwniez Srednie i odchylenia standardowe
odpowiednio jako miary pofozenia i rozproszenia.

Zmienne cechujgce pacjentéw przed leczeniem poréwnano pomiedzy grupami
za pomoca testu Chi? najwiekszej wiarygodnosci oraz testu ANOVA rang Kruskala Wallisa.

Zmiany pola powierzchni odlezyn oraz zmiany ekspresji mMRNA MMP-1, MMP-2, MMP-
9, TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 w poszczegdlnych grupach oceniono za pomoca testu ANOVA rang
Friedmana oraz testu post-hoc ANOVA rang Friedmana.

W celu poréwnania procentowych zmian pola powierzchni odlezyn oraz ekspres;ji
mMmRNA MMP-1, MMP-2, MMP-9, TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 pomiedzy grupami wykorzystano
test ANOVA rang Kruskala Wallisa oraz test post-hoc ANOVA rang Kruskala Wallisa.

Korelacje pomiedzy ekspresjg mRNA MMP-1, MMP-2, MMP-9, TGF-B1, TGF-B2, TGF-
B3, a zmianami pola powierzchni odlezyn zbadane zostaty za pomocg korelacji rang

Spearmana.
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4. WYNIKI

W okresie od 1 grudnia 2015 r do 30 stycznia 2017 r. do badania zgtosity sie 73 osoby,
sposréd ktdrych 13 osdéb nie spetnito kryteriéw wiaczenia do badania. Pozostate 60 o0sdb
wigczono do badania i losowo, po 20 oséb, podzielono do GEA, GEK i GK. Wszystkie te osoby
(100%) byty leczone przez 4 tygodnie i u wszystkich oséb co tydzien mierzono pole powierzchni
odlezyn. Wsrdd tych 60 oséb wtaczonych do badania, 41 osdb (14 oséb w GEA, 12 w GEK i 15
w GK) wyrazito zgode na pobieranie skrawkow tkanek z odlezyn celem oznaczenia ekspresji

MRNA MMP i TGF-B. Schemat badania zostat przedstawiony na rycinie 5.
4.1. Charakterystyka badanych i ocena jednorodnosci grup przed badaniem

W badaniu uczestniczyto 60 oséb, w tym 28 (46,7%) kobiet i 32 (53,3%) mezczyzn,
w wieku od 22 do 78 lat. Masa ciata 27 oséb (45%) miescita sie w normie (Body Mass Index
(BMI) 18,5-24,99 kg/m?). U 9 (15%) os6b wystepowata niedowaga (BMI 17,0-18,49 kg/m?).
U pozostatych 17 osdb masa ciata przewyzszata norme, w tym u 14 (23,3%) oséb stwierdzono
nadwage (BMI 25,0-29,99 kg/m?), a u 3 (5%) oséb na otytos¢ | stopnia (BMI 30,0-34,99 kg/m?).
Wiekszos¢ badanych (n=31; 51,7%) przebyta udar niedokrwienny mézgu. Dwadziescia szes¢
(43,3%) 0s6b doznato urazu rdzenia kregowego, natomiast u pozostatych 3 (5%) badanych
wystgpit uraz gtowy. Porazenie cztero- lub trzykoriczynowe wystepowato u 20 osdéb (33,3%).
Paraplegia wystepowata u 19 oséb (31,7%), a hemiplegia u 20 o0s6b (33,3%).
U 46 osdb (76,7%) wysoki stopief niepetnosprawnosci i osoby te wymagaty pomocy przy
zmianach pozycji ciata w tézku. U wiekszosci badanych (n=35; 58,3%) wystepowaty zaburzenia
odzywienia i zastosowano u nich wspomaganie zywieniowe. U 34 0sdéb (56,7%) stwierdzono
leukocytoze i wdrozono u nich antybiotykoterapie. U 25 osdb (41,7%) wystepowata anemia.
Dwadziedcia osob (33,3%) byto leczonych z powodu cukrzycy cukrzyce Il stopnia (poziom
hemoglobiny glikowanej (HbA1C) u tych osdb nie przekraczat 7%). Dwadziescia jeden osdb
(35%) palito natogowo papierosy. Ryzyko wystgpienia odlezyn u badanych, oceniane w skali
Waterlow ksztattowato sie na poziomie od 15 do 46 punktow. U 39 oséb (65%) wystepowato
wiecej niz jedna odlezyna. Wszystkie odlezyny byty leczone zgodnie z zasadami najlepszych
praktyk klinicznych, ale ES aktywng w grupach eksperymentalnych lub ES symulowang w GK
zastosowano tylko na najwiekszej odlezynie. Czas trwania odlezyn, na ktorych

przeprowadzano badanie od 4 do 48 tygodni.
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Osoby ocenione pod wzgledem kryteriow wtgczenia i

REKRUTACIA wylaczenia z badania (n=73)
Wytaczeni z badania (n=13)
Nie spetniali kryteriow wtaczenia
ALOKACIA
Randomizacja (n=60)
GEA (n=20) GEK (n=20) GK (n=20)

Osoby poddane interwencji
(n=20)

Osoby niepoddane
interwencji (n=0)

Osoby poddane interwencji
(n=20)

Osoby niepoddane
interwencji (n=0)

Osoby poddane interwencji
(n=20)

Osoby niepoddane
interwencji (n=0)

1,2,3,4 TYDZIEN INTERWENCJI

GEA
Nie ukonczyty badania (n=0)
Wykluczone z badania (n=0)

GEK
Nie ukonczyty badania (n=0)
Wykluczone z badania (n=0)

GK
Nie ukonczyty badania (n=0)
Wykluczone z badania (n=0)

ANALIZA
GEA, GEK, GK

GEA
Analiza pdl powierzchni (n=20)
Wytaczeni z analizy (n=0)

GEK
Analiza pdl powierzchni (n=20)
Wytaczeni z analizy (n=0)

GK
Analiza pdl powierzchni (n=20)
Wytaczeni z analizy (n=0)

Analiza stezen TGF i MMP
(n=14)
Wytaczeni z analizy (n=6)

Analiza stezen TGF i MMP
(n=12)
Wytaczeni z analizy (n=8)

Analiza stezen TGF i MMP
(n=15)
Wytaczeni z analizy (n=5)

Rycina 5. Przebieg badania (zgodnie z wytycznymi CONSORT). GEA — grupa eksperymentalna, w ktérej
stosowano elektrostymulacje anodowg; GEK — grupa eksperymentalna, w ktorej stosowano
elektrostymulacje katodowg; GK — grupa kontrolna; MMP — metaloproteinaza; TGF-B — transformujacy
czynnik wzrostu; n — liczba.
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U 8 badanych (13,3%) wystepowaty odlezyny Il stopnia, u 38 badanych (63,3%) stwierdzono
odlezyny Il stopnia, a 14 badanych (23,3%) cierpiato na odlezyny IV stopnia. U wiekszosci oséb
(n=42; 70%) odlezyny byty zlokalizowane na kosci krzyzowej. U 8 osdb (13,3%) odlezyny
wystepowaty na guzie kulszowym lub kretarzu wiekszym kosci udowej, natomiast 11 oséb
(18,3%) cierpiato na umiejscowione na podudziu lub stopie.

Przed interwencjg wielko$¢ pola powierzchni odlezyn miescita sie w zakresie od 1,01
do 59,57 cm?, w tym w GEA pole powierzchni odlezyn wynosito $rednio 17,876 cm? (SD 10,685
cm?), w GEK—17,336 cm? (SD 11,690 cm?) i w GK — 24,585 cm? (SD 21,665 cm?).

Relatywna ekspresja mRNA MMP-1 przed interwencjg wynosifa srednio w GEA - 0,148
(SD 0,118), w GEK - 0,219 (SD 0,092) i w GK — 0,333 (SD 0,092). W przypadku mRNA MMP-2
wartosci te ksztattowaty sie na poziomie - 0,769 (SD 0,410) w GEA, 0,342 (SD 0,084) w GEK
i 0,363 (SD 0,329) w GK, a w przypadku mRNA MMP-9 wartosci te wynosity odpowiednio:
0,331 (SD 0,088) w GA, 0,091 (SD 0,052) w GEK i 0,090 (SD 0,044) w GK.

Relatywna ekspresja mRNA TGF-B1 przed interwencjg w GEA wynosita $rednio 0,176
(SD 0,093), w GEK - 0,445 (SD 0,428), aw GK - 0,475 (SD 0,427). W przypadku mRNA TGF-2
wartosci te w poszczegdlnych grupach wynosity srednio 0,004 (SD 0,003) w GEA, 0,005 (SD
0,001) w GEK i 0,012 (SD 0,002) w GK, a w przypadku mRNA TGF-B3 RE przed interwencjg
wynosifa odpowiednio: 0,063 (SD 0,047) w GEA, 0,175 (SD 0,132) w GEK i 0,276 (SD 0,317)
w GK.

Grupy nie réznity sie znamiennie statystycznie pod wzgledem wiekszosci zmiennych
charakteryzujgcych chorych przed leczeniem (p > 0,05). Jedynym wyjgtkiem byta RE mRNA
TGF-B3, w przypadku ktdrej wyniki testu ANOVA Kruskala Wallisa wskazywaty réznice istotng
statystycznie pomiedzy grupami (p(GEA:GEK:GK) = 0,0020), a analiza post hoc Kruskala
Walilisa rozstrzygneta, ze RE mRNA TGF-B3 przed interwencjg byta w GEA oraz w GEK
znamiennie statystycznie mniejsza niz w GK (p(GEA:GK) = 0,0013; p(GEK:GK) = 0,0397).
Natomiast pomiedzy GEA i GEK przed interwencjg nie stwierdzono istotnej statystycznie
roznicy RE mRNA TGF-B3 (p(GEA:GEK) = 0,194). Szczegdtowe dane dotyczgce charakterystyki

grup przed leczeniem przedstawiono w tabelach 3i 4.
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Tabela 3. Wyniki oceny jednorodnosci grup przed leczeniem (liczba pacjentow = 60).

Zmienne

GEA (ES anodowa; n = 20)

GEK (ES katodowa; (n = 20) GK (grupa kontrolna; n = 20)

*Pted [liczba 0séb (%)]: Kobiety / Mezczyini
*Wiek [lata]: Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny
*BMI [liczba osdb (%)]:
Niedowaga (17.0-18.49 kg/m2)
Masa ciata prawidtowa (18,5-24,99 kg/m?2)
Nadwaga (25,0-29,99 kg/m2)
Otyto$¢ | stopnia (30,0-34,99 kg/m?2)

2Ryzyko odlezyn w skali Waterlow scale [punkty]
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny
*Zaburzenia odzywienia [liczba osdb (%)]
*Cukrzyca (HbA1C < 7%) [liczba 0s6b (%)]
*Leukocytoza liczba osob (%)]
*Etiologia schorzenia neurologicznego:
Uszkodzenie rdzenia kregowego [liczba osdéb (%)]:
Udar niedokrwienny mézgu [liczba oséb (%)]:
Uraz gtowy [liczba 0s6b (%)]:
*Tetra lub kwadriplegia [liczba 0séb (%)]
*Paraplegia [liczba 0s6b (%)]
"Hemiplegia [liczba 0s6b (%)]
*Liczba 0s6b z wieloma odlezynami [liczba oséb (%)]
*Liczba o0s6b lezacych [liczba 0séb (%)]
*Liczba 0s6b palacych papierosy [liczba oséb (%)]
Czas trwania odlezyn [tygodnie]:
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny
*Lokalizacja odlezyn [liczba osdb (%)]:
Kos¢ krzyzowa;
Guz kulszowy lub kretarz wiekszy kosci udowej
Podudzie lub stopa

7(35) /13 (65)
53,2 /53,5 / 46,75 — 60,75

4(20)
11 (55)
3(15)
2(10)

31,3/30,0/27,0-36,5
11 (55)
5 (25)
13 (65)

9 (45)
10 (50)
1(5)
6 (30)
7 (35)
6 (30)
12 (60)
5 (25)
8 (40)

13,9/9/8-13
14 (70)

3(10)
4(20)

12 (60) / 8 (40) 9 (45) /11 (55)
54,7 /55,0 / 49,75 - 67,75 52,55/ 53,0/ 49,0 — 60,75

2(13,3) 3(16,7)
6 (40) 10 (55,6)

7 (46,7) 4(22,2)
0 (0) 1(3,7)

29,1/29,5/25,0-33,25 31,8/32,5/25,0-37,25

11 (55) 13 (65)
8 (40) 7 (35)
9 (45) 12 (60)
8 (40) 9 (45)
11 (55) 10 (50)
1(5) 1(5)
5 (25) 9 (45)
7 (35) 5(25)
8 (40) 6 (30)
12 (60) 15 (75)
2 (10) 7 (35)
5 (25) 8 (40)
12,1/8/8-13 10,55/7,5/6-12
15 (75) 13 (65)
3(15) 2 (10)
2 (10) 5 (25)

Legenda: N —liczba (ang. number); p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; BMI — wskaznik masy ciata; NPUAP — National Pressure Ulcer Advisory Panel;
*Test Chi%; "Test ANOVA Kruskalla-Wallisa; We wszystkich testach réznice zmiennych pomiedzy grupami byty nieistotne statystycznie (p(GEA:GEK:GK) > 0,05).
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Tabela 4. Wyniki oceny jednorodnosci grup przed leczeniem (liczba pacjentéw = 60), c.d.

Zmienne GEA (ES anodowa; n = 20) GEK (ES katodowa; (n = 20) GK (grupa kontrolna; n = 20)
*Zaawansowanie odlezyn wg skali NPUAP [liczba 0séb (%)]
Stopien 2; Stopien 3; Stopien 4 2 (10); 13 (65); 5 (25) 3 (15); 12 (60); 5 (25) 3 (15); 13 (65); 4 (20)
*Pole powierzchni odlezyn [cm?]
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 17,876/ 10,685/ 4,758 — 22,085 17,336/ 11,69 / 4,565 — 25,533 24,585 /21,665 /7,633 —42,383
*RE mRNA MMP-1 / mRNA ACTB
$rednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 0,148 /0,118 /0,052 - 0,192 0,219/0,092 / 0,036 — 0,207 0,333 /0,092 /0,022 - 0,569
*RE mRNA MMP-2 / mRNA ACTB
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 0,769/0,41/0,118-0,705 0,342 /0,084 / 0,055 —0,366 0,363/0,329/0,221-0,528
*RE mRNA MMP-9 / mRNA ACTB
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 0,331/0,088 /0,041 -0,426 0,091/0,052 /0,029 -0,139 0,09 /0,044 /0,028 - 0,141
*RE mRNA TGF-B1 / mRNA ACTB
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 0,176 /0,093 /0,024 - 0,276 0,445/0,428 /0,144 -0,561 0,475/0,427 / 0,049 — 0,685
*RE mRNA TGF-B2 / mRNA ACTB
Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny 0,004 / 0,003 /0,001 — 0,004 0,005/ 0,001 / 0,000 — 0,008 0,012 /0,002 / 0,000 - 0,018
'
RE mRNA TGF-B3 / mRNA ACTB 0,063 / 0,047 / 0,025 - 0,087" 0,175 /0,132 / 0,055 — 0,288" 0,276 /0,317 / 0,125 - 0,392"

Srednia (SD) / Mediana / Kwartyl dolny — gérny

Legenda: N —liczba (ang. number); p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; RE — relatywna ekspresja; mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy (ang.
messenger RNA); MMP — metaloproteinaza; TGF — transformujacy czynnik wzrostu; “Test ChiZ; "Test ANOVA Kruskalla-Wallisa; "' Test ANOVA Kruskalla-Wallisa + test
post hoc Kruskala Wallisa; We wszystkich testach rdoznice zmiennych pomiedzy grupami byty nieistotne statystycznie (p(GEA:GEK:GK) > 0,05), z wyjatkiem RE mRNA
TGF-B3, w przypadku ktérej w GEA i GEK wynik byt istotnie statystycznie'™ wyzszy w stosunku do GK (Test ANOVA Kruskala Wallisa: p(GEA:GEK:GK) = 0,0020; test
post hoc Kruskala Wallisa: p(GEA:GK) = 0,0013, p(GEK:GK) = 0,0397, p(GEA:GEK) = 0,1940)
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4.2. Giéwne efekty koricowe

4.2.1. Zmiany pola powierzchni odlezyn w poszczegéinych tygodniach

leczenia

W GEA pole powierzchni odlezyn przed leczeniem wynosito $rednio 17,88 cm?
(SD 18,68 cm?). W ciggu kolejnym 4 tygodni terapii zmniejszato sie stopniowo i po pierwszym,
drugim, trzecim i czwartym tygodniu leczenia wynosito odpowiednio: 15,69 cm? (SD 17,07
cm?), 13,32 cm? (SD 14,73 cm?), 12,14 cm? (SD 14,32 cm?) i 11,20 cm? (SD 14,35 cm?).
Juz po drugim tygodniu terapii, jak réwniez po 3 i 4 tygodniu leczenia, w GEA pole powierzchni
odlezyn byto znamiennie statystycznie mniejsze niz przed leczeniem (p = 0,01).

W GEK, przed leczeniem pole powierzchni odlezyn wynosito $rednio 17,34 cm?
(SD 14,80 cm?). W trakcie terapii zmniejszato sie stopniowo i po pierwszym, drugim, trzecim
i czwartym tygodniu leczenia wynosito odpowiednio: 15,28 cm? (SD 13,61 cm?), 13,19 cm?
(SD 13,04 cm?), 10,93 cm? (SD 11,87 cm?)i 9,42 cm? (SD 11,06 cm?). | podobnie jak w GEA,
juz po drugim tygodniu leczenia, a nastepnie po 3 i 4 tygodniu terapii pole powierzchni odlezyn
w GEK byto znamiennie statystycznie mniejsze niz przed leczeniem (p = 0,01).

W GK pole powierzchni odlezyn przed leczeniem wynosito $rednio 24,59 cm?
(SD 17,90 cm?). W ciggu kolejnym 4 tygodni terapii rowniez zmniejszato sie stopniowo,
Wwynoszac po pierwszym, drugim, trzecim i czwartym tygodniu odpowiednio: 23,46 cm?
(SD 17,62 cm?), 22,05 cm? (SD 17,28 cm?), 20,72 cm? (SD 16,48 cm?)i 19,62 cm? (SD 16,04 cm?).
Niemniej jednak réznice zmian pola powierzchni odlezyn w GK po zadnym z 4 tygodni leczenia
nie byty znamiennie statystycznie mniejsze niz przed leczeniem (p > 0,05).

Szczegbtowe wyniki przedstawiono w tabeli 5. Dodatkowo zmiany pola powierzchni

odlezyn w poszczegdlnych grupach zobrazowano na rycinie 6.
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Tabela 5. Zmiany pola powierzchni odlezyn w poszczegolnych tygodniach terapii w obrebie grup (n = 60).

GEA GEK GK
Punkt _
Srednia + SD
czasowy
Mediana (kwartyl dolny — kwartyl gérny)
17,88 + 18,68 17,34 + 14,80 24,59 + 17,90
0
10,69 (4,76 — 22,09) 11,69 (4,57 — 25,53) 21,67 (7,63 —42,38)
Pole powierzchni odlezyn (cm?)
15,69 £17,072 15,28 +13,61 23,46 17,62
1
8,79 (3,97 — 19,76) 11,31 (3,17 — 22,03) 19,92 (6,36 — 40,39)
APoziom istotnosci: p(0:1) > 0,05 p(0:1) > 0,05 p(0:1) > 0,05
13,23 +14,73 13,19+ 13,04 22,05+17,28
Pole powierzchni odlezyn (cm?) 2
6,85 (3,43 — 15,35) 9,19 (2,26 — 17,63) 17,42 (5,93 — 36,95)
APoziom istotnosci: p(0:2) = 0,01 p(0:2) = 0,01 p(0:2) > 0,05
12,14+ 14,32 10,93 £+ 11,87 20,72 £+ 16,48
Pole powierzchni odlezyn (cm?) 3
5,20 (2,53 — 14,63) 8,09 (1,840 — 13,40) 17,18 (4,78 — 35,83)
APoziom istotnosci: p(0:3) = 0,01 p(0:3) = 0,01 p(0:3) > 0,05
11,20 + 14,35 9,42 £ 11,06 19,62 + 16,04
Pole powierzchni odlezyn (cm?) 4
4,62 (1,91 — 13,04) 5,92 (1,46 — 11,97) 16,53 (4,17 —32,02)
APoziom istotnosci: p(0:4) = 0,01 p(0:4) = 0,01 p(0:4) > 0,05

Legenda: A - test ANOVA Friedmana; punkty czasowe: 0 — przed terapia; 1 — po 1 tygodniu terapii; 2 — po 2 tygodniach terapii; 3 — po 3 tygodniach terapii; 4 — po 4 tygodniach
terapii; SD — odchylenie standardowe; GEA - grupa ES anodowej; GEK - grupa ES katodowej; GK — grupa kontrolna.
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30,00

25,00 24,59

23,46
22,05
20,72
20,00 19,62
17,88 17,34
15,69 15 28
15,00 * *
13,23 - 13,19
12,14
11,20* 10,93*
%
10,00 9,42
5’00 I
0,00
GEA GEK GK

B Przed leczeniem  EPo 1tyg.terapii @EPo2tyg.terapii [EPo3tyg.terapii MEPo4tyg. terapii

Zmiana pola powierzchni [cm?]

Rycina 6. Zmiany pola powierzchni [cm?] odlezyn w poszczegdlnych grupach (GEA — grupa, w ktérej stosowano elektrostymulacje anodowa, GEK - grupa,

w ktdrej stosowano elektrostymulacje katodowg, GK - grupa kontrolna; *rdznica istotna statystycznie w stosunku do stanu poczgtkowego (p = 0,01; test
ANOVA Friedmana).



Porownanie zmian pola powierzchni odlezyn pomiedzy grupami

Po1,2,3i4tygodniu leczenia pole powierzchni odlezyn w GEA zmniejszyto sie srednio
o 16,81% (SD 14,17%), 31,09% (SD 21,59%), 41,11% (SD 27,50%) i 49,34% (SD 30,96%)
w stosunku do stanu sprzed leczenia. W GEK pole powierzchni odlezyn zmniejszyto sie
odpowiednio o 14,84% (SD 9,13%), 30,99% (SD 16,91%), 45,58% (19,29%) i o 55,40%
(SD 22,15%), a w GK odpowiednio o 6,05% (SD 6,46%), 13,97% (SD 12,15%), 20,62%
(SD 16,60%) i 25,45% (SD 22,88%).

Rdéznice istotne statystycznie pomiedzy grupami eksperymentalnymi a GK wystgpity juz
po 1 tygodniu leczenia (p(GEA:GEK:GK) = 0,0054; p(GEA:GK) = 0,023; p(GEK:GK) = 0,011)
i utrzymywaty sie po 2 (p(GEA:GEK:GK) = 0,0048; p(GEA:GK) = 0,0260; p(GEK:GK) = 0,0082),
3 (p(GEA:GEK:GK) = 0,0019; p(GEA:GK) = 0,0414; p(GEK:GK) = 0,0018) i 4 tygodniu terapii
(p(GEA:GEK:GK) = 0,001; p(GEA:GK) = 0,028; p(GEK:GK) = 0,001). W kazdym kolejnym tygodniu
leczenia zmniejszenie pola powierzchni odlezyn w GEA i GEK byto znamiennie statystycznie
mniejsze niz w GK. W zadnym z punktow koricowych nie wystgpity réznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami eksperymentalnymi. Szczegdétowe wyniki przedstawiono w tabeli 6 oraz

zobrazowano na rycinie 7.
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Tabela 6. Poréwnanie zmian pola powierzchni odlezyn pomiedzy grupami (n = 60).

Procentowa zmiana pola powierzchni odlezyn w stosunku do stanu przed leczeniem [%]
Srednia + SD
Grupa Mediana (kwartyl dolny — kwartyl gérny)
Po 1 tygodniu terapii Po 2 tygodniach terapii Po 3 tygodniach terapii Po 4 tygodniach terapii
16,81+ 14,17 31,09 £ 21,59 41,11+ 27,50 49,34 + 30,96
GEA n=20 15,24 (6,80 — 23,64) 31,70 (14,38 — 46,55) 41,44 (17,61 -61,73) 48,15 (22,76 — 68,84)
14,84 +9,13 30,99 £ 16,91 45,58 + 19,29 55,40 + 22,15
GEK n=20 17,63 (8,14 —19,81) 35,99 (16,26 — 41,02) 47,04 (32,59 - 41,02) 58,61 (42,94 - 70,60)
6,05 * 6,46 13,97 £12,15 20,62 + 16,60 25,45 + 22,88
GK n=20 6,35 (1,24 -9,52) 15,40 (3,96 — 21,50) 18,64 (13,15 - 21,50) 21,03 (12,51-31,39)

Poziom istotnosci

p(GEA;GEK;GK) = 0,005
p(GEA;GK) = 0,023®
p(GEK; GK) = 0,0118

p(GEA; GEK) = 0,9999

p(GEA;GEK;GK) = 0,0048*
p(GEA;GK) = 0,0260°
p(GEK; GK) = 0,0082®
p(GEA; GEK) = 0,9999

p(GEA;GEK;GK) = 0,0019"
p(GEA;GK) = 0,04148
p(GEK; GK) = 0,0018°
p(GEA; GEK) = 0,9980

p(GEA;GEK;GK) = 0,001
p(GEA;GK) = 0,02818
p(GEK; GK) = 0,0010®
p(GEA; GEK) = 0,9999

Legenda: A — test ANOVA Kruskala Wallisa; B — test post-hoc Kruskala Wallisa; SD — odchylenie standardowe; GEA - grupa ES anodowej; GEK - grupa ES

katodowej; GK — grupa kontrolna.
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Rycina 7. Procentowa zmiana pola powierzchni odlezyn w stosunku do stanu przed leczeniem w grupach GEA, GEK i grupie kontrolnej [%];

*rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej (p < 0,05; test post-hoc Kruskala Wallisa); **rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy
kontrolnej (p < 0,01; test post-hoc Kruskala Wallisa).
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4.3. Drugorzedne efekty konicowe badania

4.3.1. Relatywna ekspresja mRNA MMP-1,2,9

RE mRNA MMP-1

W GEA RE mRNA MMP-1 przed interwencjg wynosita $rednio 0,148 (SD 0,125).
Zaréwno po 2, jak i po 4 tygodniach interwencji RE mMRNA MMP-1 okazata sie wieksza niz przed
interwencja i wynosita odpowiednio 0,780 (SD 1,640) oraz 0,303 (SD 0,478), niemniej jednak
roznice pomiedzy poszczegdlnymi punktami czasowymi (0 — przed interwencjg; 2 — po 2
tygodniach interwencji; 4 — po 4 tygodniach interwencji) nie byty istotne statystycznie (p(0:2:4)
= 0,6065). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W GEK RE mRNA MMP-1 przed interwencjg wynosita srednio 0,219 (SD 0,309). Po 2
tygodniach interwencji zwiekszyta sie do 0,375 (SD 0,549), a po 4 tygodniach interwencji
zmniejszyta sie do 0,255 (SD 0,348), jednak rdznice pomiedzy poszczegdlnymi punktami
czasowymi nie byty istotne statystycznie (p(0:2:4) = 0,6675). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W GK RE mRNA MMP-1 przed interwencjg wynosita srednio 0,333 (SD 0,423). Po2i 4
tygodniach interwencji RE mRNA MMP-1 zmniejszyta sie odpowiednio do 0,290 (SD 0,288)
i 0,167 (SD 0,226), ale podobnie jak w grupach eksperymentalnych rdinice pomiedzy
poszczegdlnymi punktami czasowymi nie byty statystycznie istotne (p(0:2:4) = 0,0780). Wyniki
przedstawiono w tabeli 7.

W Zzadnym z punktéw czasowych RE mRNA MMP-1 nie rdznita sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupami (przed interwencjg p(GEA:GEK:GK) = 0,9072; po 2 tygodniach
interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,8837; po 4 tygodniach interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,7740).

Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

RE mRNA MMP-2

W GEA RE mRNA MMP-2 przed interwencjg wynosita 0,769 (SD 1,145). Zaréwno po 2,
jakipo 4 tygodniach interwencji RE mMRNA MMP-1 zmniejszytfa sie w stosunku do stanu sprzed
interwencji i wynosita odpowiednio 0,623 (SD 0,532) oraz 0,441 (SD 0,333), ale rdznice
pomiedzy poszczegdlnymi punktami czasowymi nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej

(p(0:2:4) =0,8071). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.
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W GEK RE mRNA MMP-2 przed interwencjg ksztattowata sie srednio na poziomie 0,342
(SD 0,502). Natomiast po 2 i 4 tygodniach interwencji RE mMRNA MMP-2 wynosita odpowiednio
0,364 (SD 0,512) i 0,480 (SD 0,827). Rdznice pomiedzy punktami czasowymi nie byly istotne
statystycznie (p0:2:4) = 0,8616). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W GK RE mRNA MMP-2 przed interwencjg wynosita srednio 0,363 (SD 0,213). Po 2i 4
tygodniach interwencji RE mRNA MMP-1 zwiekszyta sie odpowiednio do 0,462 (SD 0,565)
i 0,558 (SD 0,902), ale podobnie jak w grupach eksperymentalnych réznice pomiedzy
poszczegdlnymi punktami czasowymi nie byty statystycznie istotne (p(0:2:4) = 0,6918). Wyniki
przedstawiono w tabeli 7.

W zadnym z punktéw czasowych RE mRNA MMP-2 nie rdéznita sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupami (przed interwencjg p(GEA:GEK:GK) = 0,1816; po 2 tygodniach
interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,1306; po 4 tygodniach interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,3733).

Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

RE mRNA MMP-9

W GEA RE mRNA MMP-9 przed interwencjg wynosita srednio 0,331 (SD 0,529).
Po 2 tygodniach interwencji RE mRNA MMP-9 zwiekszyta sie do 0,575 (SD 1,051), a po 4
tygodniach interwencji zmniejszyta sie do 0,144 (0,132). Rdinice pomiedzy punktami
czasowymi nie byty istotne statystycznie (p(0:2:4) = 0,5258). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W GEK RE mRNA MMP-9 przed interwencjg ksztattowata sie Srednio na poziomie 0,091
(SD 0,082). Natomiast po 2 i 4 tygodniach interwencji wynosita odpowiednio 0,178 (SD 0,287)
i 0,099 (SD 0,126). Réznice pomiedzy punktami czasowymi nie byty istotne statystycznie
(p0:2:4) = 0,2974). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W GK RE mRNA MMP-9 przed interwencjg wynosita Srednio 0,090 (SD 0,097). Po 2i 4
tygodniach interwencji wynosita odpowiednio 0,087 (SD 0,087) i i 0,148 (SD 0,295). Rdznice
pomiedzy poszczegdlnymi punktami czasowymi nie byly statystycznie istotne (p(0:2:4) =
0,4703). Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

W zadnym z punktéw czasowych RE mRNA MMP-9 nie rdznita sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupami (przed interwencjg p(GEA:GEK:GK) = 0,5472; po 2 tygodniach
interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,3979; po 4 tygodniach interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,1935).

Wyniki przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Poréwnanie relatywnej ekspresji mRNA metaloproteinaz przed terapig oraz po 2 i 4 tygodniach terapii w obrebie grup i pomiedzy grupami (n = 41).

Wyniki w obrebie grup
. Punkt Poréwnanie wynikéw
Zmienna GEA (n = 14) pA GEK (n=12) pA GK (n = 15) pA . R
czasowy : pomiedzy grupami
Srednia £ SD
Mediana (kwartyl dolny — kwartyl gérny)
0,148 + 0,125 0,219 + 0,309 0,333 +0,423
) ’ ’ ’ ’ ’ . . = B
0 0,118 (0,052 - 0,192) 0,092 (0,036 - 0,207) 0,092 (0,022 - 0,569) P(GEA;GEK;GK) = 0,9072
RE mRNA
0,780 + 1,640 0,375 + 0,549 0,290 + 0,288
i 2 ) , ) = , ’ .4) = ’ ’ 2:4) = EA;GEK;GK) = 78
M[I\LAKP] 1 0,097 (0,047 — 0,380) p(0:2:4) = 0,6065 0,078 (0,015 - 0,512) p(0:2:4) = 0,6675 0,235 (0,047 — 0,505) p(0:2:4) =0,0780 | P(GEA;GEK;GK) = 0,883
0,303 + 0,478 0,255 + 0,348 0,167 + 0,226 P .
4 0,097 (0,038 — 0,324) 0,103 (0,023 — 0,328) 0,0916 (0,021 - 0,213) P(GEAIGEK;GK) = 0,7740
0,769 + 1,145 0,342 + 0,502 0,363 + 0,213 P .
0 0,410 (0,118 — 0,705) 0,084 (0,055 — 0,366) 0,329 (0,221 -0,528) p(GEA;GEK;GK) = 0,1816
RE mRNA
0,623 + 0,532 0,364 + 0,512 0,462 + 0,565
MMP-2 ’ ’ 0:2:4) = 0,8071 ’ ’ 0:2:4) = 0,8616 ’ ’ 0:2:4) = 0,6918 ;GEK;GK) = B
(K 2 0,524 (0,125 -0,039) | P04 =0, 0,123 (0,032 - 0,463) | P04 =0, 0,216 (0,076 -0,667) | P24 =0, P(GEA;GEK;GK) =0,1306
0,441 + 0,333 0,480 + 0,827 0,558 + 0,902
A , , E E ’ ’ EA;GEK;GK) = 0,37338
0,401 (0,135 — 0,673) 0,140 (0,052 — 0,387) 0,285 (0,051 — 0,536) P(GEA/GEKGK) = 0,3733
0,331+0,529 0,091 + 0,082 0,090 + 0,097
) ) ’ ’ ’ ’ . . = B
0 0,088 (0,041 —0,426) 0,052 (0,029 — 0,139) 0,044 (0,028 — 0,141 P(GEAIGEK;GK) = 0,5472
RE mRNA
0,575 + 1,051 0,178 + 0,287 0,087 + 0,087
_ ’ ’ 9.4) = 4 ’ 9.4) = ’ ’ 9.4) = . . - B
M[I\LAKP] 9 2 0,110 (0,052 — 0,315) p(0:2:4) = 0,5258 0,064 (0,018 0,166) p(0:2:4) = 0,2974 0,050 (0,019 0,140) p(0:2:4) =0,4703 | p(GEA;GEK;GK) = 0,3979
0,144 + 0,132 0,099 + 0,126 0,148 + 0,295
’ ’ ’ ’ ’ ’ . . - B
4 0,107 (0,043 — 0,218) 0,040 (0,013 — 0,134) 0,029 (0,006 — 0,103) P(GEA;GEK;GK) = 0,1935

Legenda: RE —relatywna ekspresja; LK —liczba kopii; mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA); MMP — metaloproteinaza; Punkty czasowe: 0 — przed terapig;
2 — po 2 tygodniach terapii; 4 — po 4 tygodniach terapii; » — test ANOVA Friedmana; & — test ANOVA Kruskalla-Wallisa.; SD — odchylenie standardowe; GEA - grupa ES anodowej; GEK
- grupa ES katodowej; GK — grupa kontrolna.
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4.3.2. Relatywna ekspresja mRNA TGF-B1, 2, 3

RE mRNA TGF-61

W GEA RE mRNA TGF-B1 przed interwencjg ksztattowata sie srednio na poziomie 0,176
(SD 0,203). Po 2 i 4 tygodniach interwencji wynosita odpowiednio 0,191 (SD 0,239) i 0,186 (SD
0,213). Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie pomiedzy poszczegdlnymi punktami
czasowymi (p(0:2:4) = 0,2574). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W GEK RE mRNA TGF-B1 przed interwencja wynosita srednio 0,445 (SD 0,349).Po 2i 4
tygodniach interwencji zwiekszyta sie odpowiednio do 0,741 (SD 0,919) i 0,675 (SD 0,910),
ale rdéznice pomiedzy punktami czasowymi nie byly statystycznie znamienne (p(0:2:4) =
0,8257). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W GK RE mRNA TGF-B1 przed interwencjg wynosita srednio 0,475 (SD 0,477). Po 2 i 4
tygodniach interwencji zmniejszyta sie odpowiednio do 0,370 (SD 0,541) i 0,374 (SD 0,428),
ale réznice pomiedzy punktami czasowymi nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej
(p(0:2:4) =0,5165). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W zadnym z punktéw czasowych RE mRNA TGF-B1 nie rdznita sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupami (przed interwencjg p(GEA:GEK:GK) = 0,0653; po 2 tygodniach
interwenci p(GEA:GEK:GK) = 0,0653; po 4 tygodniach interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,0798).

Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

RE mRNA TGF-62

W GEA RE mRNA TGF-B2 przed interwencjg wynosita srednio 0,004 (SD 0,004).Po2i4
tygodniach interwencji zwiekszyta sie odpowiednio do 0,008 (SD 0,013) i 0,007 (SD 0,011),
ale réznice pomiedzy punktami czasowymi nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej
(p(0:2:4) =0,8071). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W GEK RE mRNA TGF-B2 przed interwencjg wynosita Srednio 0,005 (SD 0,007).Po2i4
tygodniach interwencji zwiekszyta sie odpowiednio do 0,007 (SD 0,011) i 0,008 (SD 0,013),
ale réznice pomiedzy punktami czasowymi rowniez nie byty istotne statystycznie (p(0:2:4) =
0,8257). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W GK RE mRNA TGF-B2 przed interwencjg wynosita srednio 0,012 (SD 0,016). Po 2i 4
tygodniach interwencji zmniejszyta sie odpowiednio do 0,017 (SD 0,026) i 0,027 (SD 0,053),
ale rdznice pomiedzy punktami czasowymi, podobnie jak w grupach eksperymentalnych,
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nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej (p(0:2:4) = 0,3365). Wyniki przedstawiono
w tabeli 8.

W Zzadnym z punktdw czasowych RE mRNA TGF-B2 nie rdznita sie znamiennie
statystycznie pomiedzy grupami (przed interwencjg p(GEA:GEK:GK) = 0,7077; po 2 tygodniach
interwenci p(GEA:GEK:GK) = 0,9469; po 4 tygodniach interwencji p(GEA:GEK:GK) = 0,6680).

Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

RE mRNA TGF-83

W GEA RE mRNA TGF-33 przed interwencjg wynosita srednio 0,063 (SD 0,061). Po 2 i 4
tygodniach interwencji wynosita odpowiednio 0,076 (SD 0,058) i 0,068 (SD 0,079). Rdznice
pomiedzy punktami czasowymi nie byty istotne statystycznie (p(0:2:4) = 0,1537). Wyniki
przedstawiono w tabeli 8.

W GEK RE mRNA TGF-B3 przed interwencjg wynosita $rednio 0,175 (SD 0,157). Po 2 i 4
tygodniach interwencji zwiekszyta sie odpowiednio do 0,197 (SD 0,159) i 0,169 (SD 0,131),
ale rdéznice pomiedzy punktami czasowymi nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej
(p(0:2:4) =0,6675). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

W GK RE mRNA TGF-B3 przed interwencjg wynosita srednio 0,276 (SD 0,176). Po 2 i 4
tygodniach interwencji zwiekszyta sie odpowiednio do 0,304 (SD 0,270) i 0,328 (SD 0,309),
ale réznice pomiedzy punktami czasowymi nie byty statystycznie istotne (p(0:2:4) = 0,7928).
Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

Przed interwencjg przy pomocy testu ANOVA Kruskala Wallisa wykryto rdoznice istotng
statystycznie pomiedzy grupamiw odniesieniu do RE mRNA TGF-3 (p(GEA:GEK:GK) = 0,0020).
Analiza post hoc Kruskala Wallisa wykazata, ze przed interwencjg RE mMRNA TGF-B3 w GEA oraz
w GEK byta znamiennie statystycznie mniejsza niz w GK (p(GEA:GK) = 0,0013; p(GEK:GK) =
0,0397). Pomiedzy grupami eksperymentalnymi przed interwencjg RE mRNA TGF-B3 nie
réznita sie istotnie statystycznie (p(GEA:GEK) = 0,1940). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

Po 2 tygodniach interwencji odnotowano zwiekszenie RE mRNA TGF-f3 w GEK,
ktora w tym okresie nie rdznita sie juz istotnie statystycznie od RE mRNA TGF- B3 w GK
(p(GEK:GK) = 0,9130) i réwnoczes$nie okazata sie znamiennie statystycznie wieksza niz w GEA
(p(GEA;GEK) = 0,0453). W GEA RE mRNA TGF-B3 po 2 tygodniach interwencji nadal
utrzymywata sie na poziomie znamiennie statystycznie nizszym niz w GK (p(GEA:GK) = 0,0008).

Wyniki przedstawiono w tabeli 8.
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Po 4 tygodniach interwencji RE mRNA TGF-B3 w GEA nadal utrzymywata sie na
poziomie znamiennie statystycznie nizszym niz w GK (p(GEA:GK) = 0,0165). Natomiast w GEK
RE mRNA TGF-B3 ulegta nieistotnemu statystycznie zmniejszeniu w stosunku do stanu po
2 tygodniach interwencji i nie byt juz znamiennie statystycznie wyzszy niz w GEA (p(GEA:GEK)
= 0,1190), niemniej jednak nadal utrzymywat sie na poziomie poréwnywalnym do GK

(p(GEK:GK) = 0,9990). Wyniki przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Poréwnanie relatywnej ekspresji mRNA izoform TGF- przed terapig oraz po 2 i 4 tygodniach terapii w obrebie grup i pomiedzy grupami (n = 40).

Wyniki w obrebie grup
Zmienna Punkt GEA (n = 13) pA GEK (n = 12) pA GK (n = 15) pA Poréwnanie wynikéw pomiedzy
czasowy rednia £ SD grupami
Mediana (kwartyl dolny — kwartyl gérny)
0 0,176 + 0,203 0,445 + 0,349 0,475 + 0,477 R ;
0,093 (0,024 - 0,274) 0,428 (0144 -0,561) 0,427 (0,049 - 0,685) P(GEA;GEK;GK) = 0,0653
RE mRNA
TGF-f1 2 0,191 £ 0,239 0:2:4) = 0,2574 0,741 £ 0,919 0:2:4) = 0,8257 0,370 £ 0,541 0:2:4) = 0,5165 EA;GEK;GK) =
w 0,082 (0,035 - 0.266) | PO:24 =0 0,204 (0,081 -1,108) | P0:Z4=0 0,129 (0,085 — 0,548) | P(0:24) =0 P(GEA;GEK;GK) = 0,0653
LK
4 0,186 + 0,213 0,675 + 0,910 0,374 + 0,428 KGR .
0,104 (0,053 —0,157) 0,340 (0,138 — 0,655) 0,309 (0,079 — 0,559) P(GEA,GEK;GK) = 0,0798
0 0,004 + 0,004 0,005 + 0,007 0,012 + 0,016 KGR .
0,002 (0,001 — 0,004) 0,001 (0,000 — 0,008) 0,002 (0,000 - 0,018) p(GEA;GEK;GK) = 0,7077
RE mRNA
TGF-B2 ) 0,008 + 0,013 a) o 0,007 + 0,011 a) o 0,017 + 0,026 ) - KGR .
0,001 (0,000 0,006) p(0:2:4)=0,8071 | o o/ (0,000 0,008) p(0:2:4)=0,8257 | o o/ (0,000.0,028) p(0:2:4) = 0,3365 p(GEA;GEK;GK) = 0,9469
[LK]
4 0,007 + 0,011 0,008 + 0,013 0,027 + 0,053 P .
EA;GEK;GK) =
0,002 (0,001 — 0,005) 0,001 (0,001 — 0,012) 0,000 ( 0,000 — 0,017) P(GEAGEK;GK) = 0,6680
p(GEA;GEK;GK) = 0,00208
0 0,063 + 0,061 0,175 + 0,157 0,276 +0,176 p(GEA;GEK) = 0,1940¢
0,047 (0,025 - 0,087) 0,132 (0,055 — 0,288) 0,317 (0,125 - 0,392) p(GEA;GK) = 0,0013¢
p(GEK;GK) = 0,0397¢
RE mRNA p(GEA;GEK;GK) = 0,00108
TGF-B3 ) 0,076 + 0,058 0,197 + 0,159 0,304 + 0,270 p(GEA;GEK) = 0,0453¢
0,062 (0,027 —0,114) | P(0:2:4)=0,1537 | (149 (0101-0,225) | P(0:2:4)=0,6675 | (197 (0128-0,326) | P(0:2:4)=0,7928 p(GEA;GK) = 0,0008¢
[LK] p(GEK;GK) = 0,9130¢
p(GEA;GEK;GK) = 0,01548
4 0,068 + 0,079 0,169 + 0,131 0,328 + 0,309 p(GEA;GEK) = 0,1190¢
0,038 (0,025 — 0,072) 0,141 (0,086 — 0,239) 0,210 (0,079 - 0,563) p(GEA;GK) = 0,0165¢
p(GEK;GK) = 0,9990¢

Legenda: RE — relatywna ekspresja; LK — liczba kopii; mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA); MMP — metaloproteinaza; 0 — przed terapig; 2T — po
2 tygodniach terapii; 4T — po 4 tygodniach terapii; » — test ANOVA Friedmana; & — test ANOVA Kruskalla-Wallisa; - test post-hoc; SD — odchylenie standardowe; GEA - grupa

ES anodowej; GEK - grupa ES katodowej; GK — grupa kontrolna.
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4.4.

Ocena korelacji pomiedzy RE mRNA MMP i TGF-$3, a zmianami pola powierzchni

odlezyn

W Zzadnej z grup nie odnotowano istotnych statystycznie i silnych korelacji pomiedzy RE

mRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9 przed interwencjg, po 2 tygodniach interwencji oraz po 4

tygodniach interwencji a procentowg zmiang pola powierzchni odlezyn uzyskang po 4 tygodniach

leczenia (%PP0O4). Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 9.

W Zadnej z grup nie odnotowano réwniez istotnych statystycznie i silnych korelacji

pomiedzy RE mRNA TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 przed interwencja, po 2 tygodniach interwencji

oraz po 4 tygodniach interwencji, a procentowg zmiang pola powierzchni odlezyn uzyskang

po 4 tygodniach leczenia (%PP0O4). Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 9. Wyniki badania korelacji pomiedzy RE mRNA MMP-1,2,9 przed interwencjg oraz po 2 i 4 tygodniach
nterwencji, a procentowq zmiang pola powierzchni odlezyn (Liczba pacjentow = 41).

Grupa Zmienna Liczba pacjentéw Wspdtczynnik korelacji Poziom istotnosci!
0 RE MRNA MMP-1 : %PPO4 14 R=-0,332 p= 0,246
2 RE mRNA MMP-1 : %PPO4 14 R=-0,136 p= 0,642
4 RE mRNA MMP-1 : %PPO4 14 R=-0,015 p=0,958
0 RE mRNA MMP-2 : %PPO4 14 R=-0,059 p=0,840
GEA 2 RE mMRNA MMP-2 : %PPO4 14 R=-0,396 p=0,161
4 RE mMRNA MMP-2 : %PPO4 14 R=0,031 p= 0,917
0 RE MRNA MMP-9 : %PPO4 14 R= 0,147 p= 0,615
2 RE mRNA MMP-9 : %PPO4 14 R=-0,048 p= 0,869
4 RE mRNA MMP-9 : %PPO4 14 R=-0,176 p= 0,547
0 RE mRNA MMP-1 : %PPO4 12 R=-0,364 p= 0,245
2 RE mRNA MMP-1 : %PPO4 12 R=-0,042 p= 0,897
4 RE mMRNA MMP-1 : %PPO4 12 R= 0,000 p= 1,000
0 RE MRNA MMP-2 : %PPO4 12 R=-0,231 p=0,471
GEK 2 RE mRNA MMP-2 : %PPO4 12 R=0,231 p=0,471
4 RE mRNA MMP-2 : %PPO4 12 R=0,371 p=0,236
0 RE MRNA MMP-9 : %PPO4 12 R=0,021 p=0,948
2 RE mRNA MMP-9 : %PPO4 12 R=0,154 p=0,633
4 RE mRNA MMP-9 : %PPO4 12 R= 0,042 p= 0,897
0 RE mMRNA MMP-1 : %PPO4 15 R=-0,100 p=0,723
2 RE mRNA MMP-1 : %PPO4 15 R=-0,364 p=0,182
4 RE mMRNA MMP-1 : %PPO4 15 R=-0,336 p=0,221
0 RE MRNA MMP-2 : %PPO4 15 R=-0,282 p=0,308
GK 2 RE mRNA MMP-2 : %PPO4 15 R=-0,529 p= 0,053
4 RE mMRNA MMP-2 : %PPO4 15 R=-0,368 p=0,177
0 RE mMRNA MMP-9 : %PPO4 15 R=-0,446 p= 0,095
2 RE mRNA MMP-9 : %PPO4 15 R=-0,450 p= 0,092
4 RE mMRNA MMP-9 : %PPO4 15 R=-0,325 p=0,237

IKorelacja rang Spearmana; O RE, 2 RE, 4 RE — relatywna ekspresja odpowiednio przed interwencjg oraz po 2 i 4 tygodniach
interwencji; mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy; MMP — metaloproteinaza; %PPO4 — procentowa zmiana pola
powierzchni odlezyn po 4 tygodniach leczenia.
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Tabela 10. Wyniki badania korelacji pomiedzy RE mRNA TGF-B1,2,3 przed interwencjg oraz po 2 i 4 tygodniach
interwencji, a procentowg zmiang pola powierzchni odlezyn (Liczba pacjentéw = 40).

Grupa Zmienna Liczba pacjentow Wspétczynnik korelacji Poziom istotnoscit

0 RE mRNA TGF-f1 : %PPO4 14 R=-0,081 p=-0,081

2 RE mRNA TGF-B1 : %PPO4 14 R=-0,436 p=-0,436

4 RE mRNA TGF-B1 : %PPO4 14 R=-0,288 p=-0,288

0 RE mRNA TGF-B2 : %PPO4 14 R=-0,295 p=-0,295

GEA 2 RE mRNA TGF-B2 : %PP0O4 14 R= 0,040 p= 0,040
4 RE mRNA TGF-f2 : %PPO4 14 R=-0,255 p=-0,255

0 RE mRNA TGF-f3 : %PPO4 14 R=0,209 p= 0,209

2 RE mRNA TGF-B3 : %PP0O4 14 R=-0,392 p=-0,392

4 RE mRNA TGF-B3 : %PPO4 14 R= 0,086 p= 0,086

0 mRNA TGF-B1 : %PPO4 12 R=-0,371 p=0,236

2 mRNA TGF-B1 : %PPO4 12 R=0,084 p=0,795

4 mRNA TGF-B1 : %PPO4 12 R=-0,133 p= 0,681

0 mRNA TGF-B2 : %PPO4 12 R=0,203 p= 0,527

GEK 2 mRNA TGF-B2 : %PPO4 12 R=0,245 p= 0,443
4 mRNA TGF-B2 : %PPO4 12 R=0,028 p=0,931

0 mRNA TGF-B3 : %PPO4 12 R=-0,049 p= 0,880

2 mRNA TGF-B3 : %PPO4 12 R=-0,021 p= 0,948

4 mRNA TGF-B3 : %PPO4 12 R=-0,147 p= 0,649

0 mRNA TGF-B1 : %PPO4 15 R=-0,179 p=0,524

2 mRNA TGF-B1 : %PPO4 15 R=-0,282 p= 0,308

4 mRNA TGF-B1 : %PPO4 15 R=-0,175 p=0,533

0 mRNA TGF-B2 : %PPO4 15 R=-0,329 p=0,232

GK 2 mRNA TGF-B2 : %PPO4 15 R=-0,293 p=0,289
4 mRNA TGF-B2 : %PPO4 15 R=-0,396 p=0,143

0 mRNA TGF-B3 : %PPO4 15 R= 0,057 p= 0,840

2 mRNA TGF-B3 : %PPO4 15 R=0,193 p=0,491

4 mRNA TGF-B3 : %PPO4 15 R=-0,111 p= 0,694

Korelacja rang Spearmana; O RE, 2 RE, 4 RE — relatywna ekspresja odpowiednio przed interwencjg oraz po 2 i 4
tygodniach interwencji; mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy; TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu-p;
%PPO4 — procentowa zmiana pola powierzchni odlezyn po 4 tygodniach leczenia.
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5. DYSKUSJA

5.1. Omowienie wynikéow

W badaniu wiasnym we wszystkich grupach stosowano profilaktyke i leczenie odlezyn
zgodnie z zasadami najlepszych praktyk klinicznych, a dodatkowo w poszczegdlnych grupach
eksperymentalnych zastosowano anodowg i katodowg EWN, natomiast w GK prowadzono
symulowang EWN. Po 4 tygodniach leczenia jedynie w grupach eksperymentalnych odnotowano
znamienne statystycznie zmniejszenie pola powierzchni odlezyn. Zauwazy¢ trzeba, ze w obu
grupach eksperymentalnych juz po drugim tygodniu stosowania odpowiednio anodowej
i katodowej EWN pole powierzchni odlezyn byto znamiennie statystycznie mniejsze niz przed
interwencjg. Zmniejszenie pola powierzchni odlezyn w obu grupach eksperymentalnych byto
znamiennie statystycznie wieksze niz w GK juz po pierwszym tygodniu interwencji. Pomiedzy
grupami eksperymentalnymi nie odnotowano istotnych statystycznie rdéznic zmian pola
powierzchni odlezyn. W zwigzku z powyzszym uzyskane wyniki potwierdzity zatozenia badawcze,
ze 4-tygodniowa anodowa i katodowa EWN, w podobnym stopniu przyczyniajg sie do
zmniejszenia pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia u pacjentéw ze schorzeniami centralnego
uktadu nerwowego.

Nie odnotowano istotnie statystycznego wptywu EWN anodowej i katodowej na ekspresje
gendw MMP-1, MMP-2 i MMP-9, w zwigzku z czym wyniki nie potwierdzity zatozenia
badawczego, ze EWN aplikowana przy uzyciu anody lub katody jako elektrod leczniczych
przyczyni sie do zmniejszenia ekspresji MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w obszarze odlezyn u pacjentow
z uszkodzeniami centralnego ukfadu nerwowego.

Nie stwierdzono rowniez znamiennego statystycznie wptywu EWN anodowej i katodowej
na ekspresje gendw TGF-B1 i TGF-B2, w zwigzku z czym wyniki nie potwierdzity zatozenia
badawczego, ze EWN wykonywana anodg i katodg jako elektrodami leczniczymi przyczyni sie do
zwiekszenia ekspresji gendw TGF-B1 i TGF-B2 w obszarze odlezyn u pacjentéw z uszkodzeniami
centralnego uktadu nerwowego.

Pod wptywem EWN aplikowanej anoda jako elektrodg leczniczg nie odnotowano
istotnych statystycznie zmian ekspresji gendw TGF-B3, a w zwigzku z czym nie mozna potwierdzié
zatozenia badawczego, ze EWN anodowa przyczyni sie do zwiekszenia ekspresji genéw TGF-B3
w obszarze odlezyn u pacjentéw z uszkodzeniami centralnego uktadu nerwowego. Natomiast pod
wptywem EWN katodowej ekspresja genow TGF-B3 zwiekszyta sie i po 2 oraz 4 tygodniach

leczenia nie roznita sie juz znamiennie statystycznie od wartosci uzyskanych w GK. Po 2
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tygodniach terapii ekspresja gendw TGF-B3 uzyskana pod wptywem EWN katodowej okazata sie
znamiennie statystycznie wyzsza niz po wptywem EWN anodowej. W zwigzku z powyzszym
mozna przyja¢, ze wyniki potwierdzity zatozenie badawcze, iz EWN katodowa przyczyni sie do
zwiekszenia ekspresji gendw TGF-B3 w obszarze odlezyn u pacjentdw z uszkodzeniami
centralnego uktadu nerwowego i ze ekspresja ta pod wptywem EWN katodowej jest wyzsza niz
pod wptywem EWN anodowej. Wynik ten nalezy jednak interpretowa¢ z ostroznoscig
i powinien by¢ on zweryfikowany w dalszych, wysokiej jakosci randomizowanych badaniach
klinicznych.

W badaniu nie odnotowano takze istotnych statystycznie i silnych korelacji pomiedzy
ekspresjg gendw metaloproteinaz (MMP-1, MMP-2, MMP-9), a zmianami pola powierzchni
odlezyn. W zwigzku z czym wyniki badania nie potwierdzity zatozen badawczych, ze w grupach,
w ktérych zostanie zastosowana EWN anodowa i katodowa wystgpig silne, istotne statystycznie,
ujemne korelacje pomiedzy ekspresjg gendw MMP-1, 2 i 9, a zmianami pola powierzchni odlezyn
u pacjentéw z uszkodzeniami centralnego uktadu nerwowego.

W badaniu nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie i silnych korelacji pomiedzy
ekspresjg gendow TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3, a zmianami pola powierzchni odlezyn. W zwigzku
z czym wyniki badania nie potwierdzity zatozen badawczych, ze w grupach, w ktérych zostanie
zastosowana EWN anodowa i katodowa zwiekszenie ekspresji gendw TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3
bedzie silnie, dodatnio i istotne statystycznie skorelowane z procentowym wskaznikiem
zmniejszenia sie pola powierzchni odlezyn u pacjentéw z uszkodzeniami centralnego uktadu

nerwowego.
5.2. Odniesienie wynikow wtasnych bo badan innych autoréw
5.2.1. Gtéwne efekty koricowe badania

Gtéwnym, korncowym efektem klinicznym badania byty zmiany pola powierzchni odlezyn
[I-1V stopnia uzyskane w trakcie 4-tygodniowej interwencji, obejmujgcej leczenie odlezyn zgodne
z zasadami najlepszych praktyk klinicznych wzbogacone o anodowg i katodowg EWN. Podobne
efekty koncowe byty rowniez oceniane w innych randomizowanych badaniach
klinicznych,186:202,204-206,208,209 5, ktdrych przy pomocy EWN leczono odlezyny |1,186,204-206,208,205
|11186,204-206,208,209  |\/186,202,204,205,209 stqnnia. W 4 badaniach!86:202204205 odlezyny wystepowaty
u 0s6b z uszkodzeniami centralnego uktadu nerwowego (gtownie rdzenia kregowego), podobnie

jak w badaniu wtasnym. Dwa badania?%®2% przeprowadzono u oséb, u ktérych odlezyny wystgpity
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na tle choréb powstatych z racji zaawansowanego wieku, a w jednym badaniu?®® leczono
odlezyny powstate u 0séb unieruchomionych z przyczyn ortopedycznych.

We wszystkich badaniach?!®6,202,204-206,208.205 (nodobnie jak w badaniu wtasnym),
ze wzgledoéw etycznych, zaréwno w grupach eksperymentalnych, jak i w grupach kontrolnych
stosowano leczenie odlezyn oparte na rekomendacjach klinicznych. W 2 badaniach,?9>:2%
w grupach kontrolnych terapia oparta na zaleceniach klinicznych byfa jedyng formga leczenia
odlezyn. W pozostatych 5 badaniach!86202204208209 \ orypach kontrolnych dodatkowo
aplikowano symulowang EWN, podobnie jak w badaniu wtasnym.

W grupach eksperymentalnych (oprécz terapii opartej na zaleceniach klinicznych)
aplikowano EWN z tym, ze badacze stosowali r6zng polaryzacje elektrody leczniczej. Stymulacje
anodowag zastosowano w 2 badaniach.®202\W 3 badaniach!8:204208,209 e|ektrodg leczniczg byta
katoda. Przeprowadzono réwniez 3 badania,?0>2%629% w ktérych w trakcie leczenia zmieniano
polaryzacje elektrody leczniczej, przy czym Houghton i wsp.2% zmieniali polaryzacje elektrody
leczniczej co tydzien, rozpoczynajac leczenie od stymulacji katodowej. Franek i wsp.2% stymulacje
katodowag stosowali przez pierwsze 1-2 tygodnie az do oczyszczenia odlezyn z wydzieliny ropnej
i martwicy rozptywnej, oraz do pobudzenia ziarninowania ran, a nastepnie do konca terapii
(trwajacej w sumie 6 tygodni) odlezyny byty stymulowane anodg. Polak i wsp.'8 rozpoczynali
leczenie od stymulacji katodowej, ktdra trwata 1 tydzien, a przez kolejne 5 tygodni stosowano
stymulacje anodowa. W dwdch badaniach przeprowadzonych przez zespdt Polak i wsp.186:20°
poréwnano efekty leczenia odlezyn w 2 grupach eksperymentalnych, w ktérych zastosowano
rézne metody polaryzacji elektrody leczniczej. W pierwszym z tych badarn?®® poréwnano gojenie
sie odlezyn pod wptywem stymulacji katodowej stosowanej przez 6 tygodni do stymulacji,
w trakcie ktdrej katoda byta stosowana przez 1 tydzien, a przez kolejne 5 tygodni aplikowano
stymulacje anodowa. Natomiast w drugim badaniu'®® przez 8 tygodni w jednej grupie
eksperymentalnej stosowano wytgcznie EWN anodowg, a w drugiej grupie eksperymentalnej
aplikowano wytacznie stymulacje katodowa.

We wszystkich cytowanych badaniach?!®6:202,204-206,208.209 jako gtéwny efekt korcowy
przyjeto procentowe zmiany pola powierzchni odlezyn uzyskane w trakcie leczenia, podobnie jak
miato to miejsce w badaniu wtasnym. Tylko w jednym z cytowanych badan, przeprowadzonym
przez Kloth i Feedar?°? leczenie przy pomocy EWN prowadzono az do catkowitego zamkniecia sie
odlezyn (zmniejszenie pola powierzchni odlezyn o 100%). W pozostatych badaniach

obserwowano procentowe zmiany pola powierzchni odlezyn po 3,204 6,206208209 g186 j 12205
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tygodniach stosowania EWN w stosunku do stanu poczgtkowego. We wszystkich
badaniach,186:202,204-206,208,209 nhodobnie jak w badaniu wtasnym w grupach eksperymentalnych
pole powierzchni odlezyn zmniejszyto sie w stopniu znamiennie statystycznie wiekszym niz
w grupach kontrolnych.

W badaniu wtasnym pole powierzchni odlezyn poddanych EWN anodowej po
4 tygodniach interwencji zmniejszyto sie srednio o 49,34% w stosunku do stanu poczatkowego,
natomiast pod wptywem EWN katodowej po 4 tygodniach interwencji pole powierzchni odlezyn
byto mniejsze $rednio o 55,40% w stosunku do stanu poczatkowego. W obu grupach
eksperymentalnych zmniejszenie pola powierzchni odlezyn byto znamiennie statystycznie
wieksze niz w GK, w ktérej stosowana byta symulowana EWN.

W badaniu przeprowadzonym przez Kloth i Feedar,?%> w ktérym stosowano anodowa
EWN pole powierzchni 9 odlezyn IV stopnia zmniejszato sie $rednio o 44,89% na tydzien
i catkowite zagojenie sie odlezyn nastepowato srednio w ciggu 7,3 tygodnia. Natomiast w grupie
kontrolnej pole powierzchni 8 odlezyn IV stopnia zwiekszyto sie srednio o 28,8% w ciggu
7,4 tygodnia. W badaniu przeprowadzonym przez Polak i wsp.8® pod wptywem anodowej EWN
stosowanej przez 8 tygodni pole powierzchni 20 odlezyn lI-IV stopnia zmniejszyto sie Srednio
0 64,10% co byto wynikiem znamiennie statystycznie lepszym (p = 0,0391) niz w grupie
kontrolnej, w ktérej pole powierzchni 20 odlezyn zmniejszyto sie Srednio 0 41,42%.

Griffin i wsp.2%* po 20 dniach stosowania katodowej EWN uzyskali zmniejszenie pola
powierzchni 8 odlezyn II-1V stopnia srednio o 80% w stosunku do stanu poczatkowego, co byto
wynikiem znamiennie statystycznie lepszym (p < 0,05) niz w GK, w ktérej w tym samym czasie
pole powierzchni 9 odlezyn zmniejszyto sie $rednio o 52% (p < 0,05). Polak i wsp.?%® po 6
tygodniach stosowania EWN katodowej odnotowali zmniejszenie pola powierzchni odlezyn II-llI
stopnia srednio o0 80,31%, co byto wynikiem znamiennie statystycznie lepszym (p=0,046) niz w
GK, w ktorej odlezyny u 24 pacjentéw zmniejszyty sie Srednio o 54,66%. W innym badaniu
przeprowadzonym przez Polak i wsp.'® pod wptywem EWN katodowej stosowanej przez
8 tygodni odlezyny II-IV stopnia zmniejszyty sie Srednio o 74,06%, co dato wynik znamiennie
statystycznie lepszy niz w GK (41,42%; p = 0,0024). W badaniu Polak i wsp.,'®® procentowe
zmniejszenie pola powierzchni odlezyn pod wptywem EWN anodowej i katodowej stosowanych
przez 8 tygodni nie réznito sie istotnie statystycznie (p = 0,9999). W badaniu witasnym, po
4 tygodniach leczenia anodowa i katodowa EWN réwniez w podobnym stopniu wptynety na

zmniejszenie pola powierzchni odlezyn (p = 0,9999).
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Gojenie sie odlezyn jest réwniez skutecznie wspomagane przy pomocy EWN, w trakcie
ktorej polaryzacja elektrody leczniczej jest zmieniana. W badaniu przeprowadzonym przez
Houghton i wsp.?% po 12 tygodniach stosowania EWN, w trakcie ktérej polaryzacja elektrody
leczniczej byta zmieniana z katody na anode co 3 dni, uzyskano zmniejszenie pola powierzchni
14 odlezyn 1I-IV stopnia $rednio o 70%, co dato wynik znamiennie statystycznie wiekszy niz w
grupie kontrolnej, w ktérej pole powierzchni 13 odlezyn zmniejszyto sie o 36% (p = 0,048).
Zmienng polaryzacje elektrody leczniczej z powodzeniem zastosowano takze w kolejnym
badaniu, w ktérym leczono odlezyny II-lll stopnia u pacjentdw unieruchomionych z przyczyn
ortopedycznych.?%¢ U 26 oséb w grupie eksperymentalnej przez 6 tygodni stosowano EWN,
w tym przez pierwsze 1-3 tygodni (w zaleznosci od stopnia ziarninowania ran) aplikowano
stymulacje katodowg, a nastepnie do korica leczenia stymulacje anodowa. Po 6 tygodniach
terapii pole powierzchni odlezyn w grupie poddanej EWN zmniejszyto sie srednio o 88,9%
w stosunku do stanu poczgtkowego co dato wynik znamiennie statystycznie wiekszy niz w grupie
kontrolnej, w ktorej pole powierzchni odlezyn u 24 chorych zmniejszyto sie srednio o 44,4%
(p =0,00003). W badaniu?®® przeprowadzonym u 0séb w zaawansowanym wieku po 6 tygodniach
stosowania EWN katodowe] pole powierzchni 23 odlezyn zmniejszyto sie $rednio o 82,34%
w stosunku do stanu poczatkowego. Efekt ten nie réznit sie znamiennie statystycznie (p = 0,9932)
od wyniku uzyskanego w drugiej grupie eksperymentalnej, w ktorej 20 odlezyn byto w pierwszym
tygodniu stymulowanych katodg a przez kolejnych 5 tygodni anodg i ktérych pole powierzchni
zmniejszyto sie o 70,77%. Natomiast wyniki uzyskane w obu grupach eksperymentalnych byty
znamiennie statystycznie wieksze niz w grupie kontrolnej, w ktorej pole powierzchni 20 odlezyn
zmniejszyto sie o 40,53% w stosunku do stanu poczatkowego (odpowiednio p = 0,0006
ip=0,0124).

W badaniu wtasnym oceniono réwniez dynamike zmniejszania sie pola powierzchni
odlezyn po 1, 2, 3 i 4 tygodniu terapii. Okazato sie, ze juz po 1 tygodniu stosowania anodowej
i katodowej EWN w grupach eksperymentalnych zmniejszenie pola powierzchni odlezyn byto
znamiennie statystycznie wieksze niz w grupie kontrolnej. Po 1 tygodniu leczenia pod wptywem
EWN anodowej pole powierzchni odlezyn zmniejszyto sie srednio 0 16,81%, pod wptywem WEN
katodowej o 14,84%, a w GK o0 6,05% (p(GEA:GK) = 0,023; p(GEK:GK) = 0,011). Rdznica istotna
statystycznie na korzysc grup eksperymentalnych w stosunku do GK utrzymywata sie réwniez po
4 tygodniu leczenia. W tym okresie pole powierzchni odlezyn w grupie, w ktérej zastosowano

EWN anodowg byto mniejsze srednio o 49,34% w stosunku do stanu poczgtkowego; w grupie,
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w ktorej aplikowano EWN katodowg o 55,40%, a w GK 0 25,45% (p(GEA:GK) = 0,028; p(GEK:GK)
= 0,001). Podobne efekty obserwowano réwniez w 2 innych badaniach klinicznych,206:208
w ktdérych oceniono dynamike zmian pola powierzchni odlezyn |II-lll stopnia o 0so6b
unieruchomionych ze wzgledéw ortopedycznych?®® oraz u oséb w zaawansowanym wieku.?%
W pierwszym z tych badan?°® badacze przez pierwsze 1-2 tygodnie leczyli odlezyny EWN
katodowa, a przez kolejne tygodnie stosowali EWN anodowa. Przed leczeniem pole powierzchni
odlezyn w GE wynosito 4,54 cm?, a w GK 3,97 cm? i réznice pomiedzy grupami nie byty istotne
statystycznie (p = 0,600). Natomiast po 2 tygodniach leczenia pole powierzchni odlezyn w GE
zmniejszyto sie do 2,11 cm?, a w GK ulegto zwiekszeniu i wynosito 4,11 cm? (p(GE:GK) = 0,008).
Po 6 tygodniach terapii pole powierzchni odlezyn w GE wynosito 0,79 cm?, a w GK 2,67 cm?
(p(GE:GK) = 0,002). Z kolei w drugim badaniu?°® w GE po pierwszym tygodniu stosowania EWN
katodowej pole powierzchni odlezyn byto o 35% mniejsze w stosunku do stanu poczgtkowego,
natomiast w GK zmniejszyto sie $rednio o 17,07% (p(GE:GK) = 0,032). Rdznica istotna
statystycznie pomiedzy grupami na korzys¢ GE utrzymywata sie takze po 2, 3i 5 tygodniu leczenia
(odpowiednio p=0,018, p=0,013 i p =0,048). Po zakoniczeniu leczenia, czyli po 6 tygodniu terapii
pole powierzchni odlezyn w GE byto mniejsze niz przed leczeniem o0 80,31%, a w GK 0 54,65%, co
dato réwniez réznice istotng statystycznie na korzys¢ GE (p = 0,046).

Wyniki badania wfasnego oraz cytowanych randomizowanych badan klinicznych
przeprowadzonych przez innych autoréw potwierdzajg pozytywny wptyw EWN na zmniejszenie

pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia u ludzi.
5.2.2. Drugorzedne efekty konncowe badania

Drugorzednym efektem koncowym badania wiasnego byly ekspresje genow
metaloproteinaz (MMP-1, MMP-2, MMP-9) i TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) w odlezynach po 2

i 4 tygodniach stosowania EWN, oraz ich korelacje ze zmianami pola powierzchni odlezyn.

Metaloproteinazy

Metaloproteinazy macierzy stanowig grupe zaleznych od cynku enzymow
proteolitycznych, nalezgcych do endopeptydaz. Ich podstawowg funkcjg jest udziat
w fizjologicznych i patologicznych procesach przebudowy oraz usuwania (degradowania)
sktadnikéw ECM. Metaloproteinazy w swoim skfadzie zawierajg atom cynku (Zn?*), ktéry petni
role katalityczng i strukturalng w czgsteczce enzymu. Sg one syntetyzowane w komorkach

w formie pre-proenzymu i uwalniane s3 do przestrzeni miedzykomoérkowej w formie
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nieaktywnej, jako proenzymy MMP (pro-MMP).232233 Aktywnoé$¢ MMP regulujg inhibitory
endogenne, w tym a2-makroglobulina i tkankowe inhibitory metaloproteinaz (ang. tissue
inhibitor metaloproteinases, TIMP).?32 W warunkach fizjologicznych MMP uczestnicza
w embriogenezie, angiogenezie, agregacji ptytek i w gojeniu sie ran. Zmiany aktywnosci MMP
obserwuje sie w wielu stanach patologicznych, miedzy innymi w procesach zapalnych, chorobach
degeneracyjnych i nowotworach.?*?

Pod wzgledem funkcji MMP dzieli sie na 3 klasy: kolagenazy, zelatynazy i stromolizyny.
Wystepuje tez grupa MMP btonowych (MT-MMP), ktéra w odrdznieniu od trzech poprzednich
grup jest zakotwiczona w bfonie komdérkowej.?33 Do kolagenaz zalicza sie MMP-1, -8, -13 i -18.
Zelatynazami s3 MMP-2 i MMP-9, natomiast MMP-3, -10, i -11 tworza grupe stromolizyn.
Metaloproteinazy typu btonowego to: MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-MMP), MMP-16
(MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP), MMP-24 (MT5-MMP) i MMP-25 (MT6-MMP).234

Zadaniem MMP w procesie gojenia sie ran jest niszczenie i przebudowa kolagenu,
angiogeneza i przebudowa ECM. 235237 Uczestniczg one w proliferacji, apoptozie i réznicowaniu
sie komdrek.23” Aktywnosé MMP jest szczegdlnie wysoka w ostrej fazie zapalnej i zmniejsza sie
wraz z ustepowaniem odpowiedzi zapalnej. W ranach przewlektych wystepuje podwyzszony
poziom MMP oraz obnizone stezenie TIMP.238

Gtéwna kolagenazg u ludzi jest MMP-1. Enzym ten cechuje sie unikalng zdolnoscig do
rozszczepiania rodzimych, nienaruszonych czasteczek kolagenu (typu I, I1'i lll) w jednym miejscu,
tj. w regionie helikalnym. Metaloproteinaza-1 rozpoczyna degradacje kolagenu i zmieniajac
stabilnos¢ termiczng (temperature topnienia) helisy kolagenu, umozliwia zelatynazom (MMP-2,
MMP-9), zakoniczenie procesu degradacji kolagenu.?®® Najwiekszy poziom MMP-1 wystepuje od
razu po powstaniu rany, po czym stopniowo zmniejsza sie w miare ustepowania fazy zapalne;j.
W ranach przewlektych obserwuje sie duze stezenie MMP-1, przy jednoczesnym spadku stezenia
jej inhibitora TIMP-1.2%0 W bliznowcach drastycznie zmniejsza sie stezenie TIMP co prowadzi do
zwiekszonego niszczenia kolagenu wskutek dziatania MMP, gtownie MMP-1. Z kolei zbyt mate
stezenie MMP-1 prowadzi do wiéknienia rany.?*!

Aktywacja MMP nastepuje pod wptywem uPA. W ranach przewlektych obserwuje sie
dodatnig korelacje pomiedzy MMP, a uPA - przy zmniejszonej aktywnosci uPA zmniejsza sie
stezenie MMP (w szczegdlnosci MMP-9). Oznacza to, ze gojenie sie ran jest bezposrednio
zwigzane z aktywnoscia MMP-9 i procesami proteolitycznymi zainicjowanymi przez

plazminogen.?® Stezenia pro-MMP-2, pro-MMP-9 oraz MMP-2 przyjmuje sie za markery
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okreélajgce nasilenie owrzodzeri zylnych.?3® Zwiekszone stezenie MMP-1, MMP-2, MMP-8
i MMP-9 przy rownoczesnym zmniejszonym stezeniu TIMP-2 wptywa na pogorszenie efektow
leczenia owrzodzeri cukrzycowych.?*? Podwyzszony poziom ekspresji MMP-2 i MMP-9 moze
prowadzi¢ do zaburzen angiogenezy.?3’ Przy wysokim stezeniu MMP-9 obserwuje sie zaburzenia
migracji keratynocytéw co upo$ledza odbudowe naskdrka.?*3

W badaniu wtasnym po 2 i 4 tygodniach stosowania EWN anodowej i katodowej nie
odnotowano zamiennych statystycznie zmian ekspresji gendbw MMP-1, MMP-2 i MMP-9.
W zadnej z grup nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie korelacji pomiedzy stezeniami
MMP-1, MMP-2 i MMP-9 a procentowymi zmianami pola powierzchni odlezyn. Wynikow
wtasnych nie mozna odnies¢ do badan innych autoréw, poniewaz do tej pory
w randomizowanych badaniach klinicznych nie oceniano stezen MMP w odlezynach poddanych

dziataniu EWN.

TGF-8

Transformujacy czynnik wzrostu-B (TGF-B) jest czeScig bardzo duzej rodziny biatek,
ktdre sg zaangazowane w rozwdj i roznicowanie sie komérek.?** Transformujacy czynnik wzrostu-
B odgrywa dwie bardzo wazne role w stanach zapalnych i naprawczych. Jest on bardzo silnym
inhibitorem reaktywnosci immunologicznej i wptywa na funkcje uktadu odpornosciowego
co potwierdzity badania przeprowadzone na myszach.?*> W badaniach tych, potomstwo myszy
wyhodowanych bez genu TGF-f1 umierato we wczesnym okresie zycia po urodzeniu z powodu
masywnej reakcji zapalnej. Drugg wazing rolg TGF-B jest udziat w gojeniu sie ran, w tym
w tworzeniu sie ECM. W procesie gojenia sie ran TGF-B moduluje funkcje fibroblastéw i jest
silnym mediatorem, stymulujagcym produkcje kolagenu typu | i Ill w fazie proliferacji.®
Transformujgcy czynnik wzrostu-pB indukuje réwniez ekspresje wielu innych czgsteczek tkanki
facznej, w tym elastyny, fibronektyny i niektérych proteoglikanéw. Rdwnoczesnie TGF-B hamuje
ekspresje enzymow degradujacych tkanke taczng, w tym kolagenaz i innych MMP26:246
Transformujacy czynnik wzrostu-B w zapoczatkowuje rdéwniez migracje keratynocytéw
w obszarze rany.?36:247

U ludzi wystepujg trzy formy tego biatka, mianowicie — TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3. Stezenia
TGF-B2 oraz TGF-B3 sg wyraznie wyzsze w ciggu 24 godzin po powstaniu rany, ale duzg aktywnos¢
TGF-B2 oraz TGF-B3 obserwuje sie réwniez w ziarninie i w migrujgcym naskdrku.?*” Aktywnosé
TGF-B1 nie jest wysoka w komadrkach niezréznicowanych w poczatkowej fazie gojenia sie ran,

ale znacznie wzrasta od 5 dnia powstania rany, wtedy gdy juz wszystkie 3 formy TGF- wystepuja
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w komdrkach mezynchymalnych oraz blaszce podstawej.?*” Dodatkowo po tym czasie TGF-B2
oraz TGF-B3 sg obecne we wszystkich poziomach warstwy rogowej naskoérka, ktéry ulega
réznicowaniu.?*’

Zbyt mate stezenie TGF-B1 moze przedtuzaé stan zapalny, opdzniac¢ tworzenie sie ECM
oraz utrudniaé naskdrkowanie i bliznowacenie ran.?*824° Niedobér TGF-B1 w fazie proliferacji ran
koreluje ze zmniejszong aktywnoscig TGF-B2 i TGF-B3, co spowalnia gojenie sie ran.?* Zbyt duze
stezenie TGF-B1 w organizmie réwniez utrudnia gojenie sie ran, szczegdlnie na etapie proliferac;ji
i przebudowy prowadzgc do gromadzenia sie w ranie tkanki bliznowatej, co skutkuje powstaniem
zwtdknien i bliznowcow. 248:250.251

W badaniu wtasnym, nie odnotowano istotnego statystycznie wptywu EWN anodowej
i katodowej na ekspresje gendéw TGF-Bl i TGF-B2. Nie stwierdzono réwniez istotnego
statystycznie wptywu EWN anodowej na ekspresje gendw TGF-B3. Natomiast po 2 i 4 tygodniach
stosowania EWN katodowej zaobserwowano zwiekszenie ekspresji TGF-B3 i ekspresja ta po
2 tygodniach elektrostymulacji byta znamiennie statystycznie wieksza pod wptywem EWN
katodowej w poréwnaniu do EWN anodowe;.

Do tej pory przeprowadzono tylko jedno badanie in vivo, w ktérym Kim i wsp.2°? ocenili
wptyw EWN katodowej na ekspresje genéw TGF-B1 w ranach eksperymentalnych u zwierzat.
Do badania wtgczono 30 szczuréw, w tym 20 szczuréw chorych, u ktérych indukowano cukrzyce
oraz 10 zdrowych szczuréw. U wszystkich zwierzat na grzbiecie wykonano petnej grubosci
naciecie skéry o dtugosci 1,5 cm. Zdrowe szczury stanowity pierwszg GK (GK1), w ktérej rany nie
byty poddane leczeniu. Drugg GK stanowito 10 szczuréw z cukrzycy, u ktérych zastosowano
symulowang EWN (GK2). Grupe eksperymentalng (GE) stanowito pozostatych 10 szczuréw
z cukrzycg, u ktdrych rany leczono przy pomocy EWN. Elektrostymulacja byta przeprowadzana
przy pomocy elektrod z przewodzacej gumy weglowej (2 cm x 2 cm), ktére byty uktadane na
podktadach z gazy nasgczonej solg fizjologiczng (0,9% NaCl). Elektroda lecznicza byta umieszczana
na powierzchni rany, natomiast elektrode zamykajgcg obwdd elektryczny umieszczano na
zdrowej skorze, kilka centymetrow powyzej elektrody leczniczej. Do EWN wykorzystywano
monofazowe, podwdjne impulsy szpiczaste, o czasie trwania 140 us i czestotliwosci 100 Hz. Czas
trwania zabiegu EWN wynosit 40 minut. Zabiegi przeprowadzano jeden raz dziennie, przez 7
kolejnych dni. Elektrostymulacja byta przeprowadzana pod napieciem 35 — 50 V, pradem,
ktéry wywotywat lekko wyczuwalne skurcze miesniowe. Przez pierwsze 3 dni (faza zapalenia)

stosowana byta ES katodowa, a przez kolejne 4 dni (faza proliferacji) prowadzono stymulacje

68



anodowg. Po 7 dniach interwencji, ekspresja genéw TGF-B1 w ranach u szczuréw chorych
poddanych EWN (GE) nie rdznita sie istotnie statystycznie od ekspresji gendw TGF-B1 w ranach
u szczuréw zdrowych (GK1; p > 0,05), ale w obydwu tych grupach byto znamiennie statystycznie
wieksze (p < 0,05) w poréwnaniu do GK2, w ktérej rany u chorych szczuréw poddano
symulowanej EWN. Dodatkowo w ranach poddanych EWN w poréwnaniu do ran, na ktérych
wykonywano symulowang EWN badacze odnotowali takze istotnie statystycznie wiekszg
ekspresje gendéw kolagenu typu | (p = 0,02) i a-SMA (p = 0,04). Gojenie sie ran poddanych EWN
byto znamiennie statystycznie szybsze niz ran poddanych symulowanej EWN.

Wyniki opisanego badania in vivo przeprowadzonego przez Kim i wsp.,?°! jak réwniez
wyniki badania wtasnego wskazujg, ze EWN katodowa moze zwieksza¢ w ranach ekspresje gendéw
izoform TGF-B - odpowiednio TGF-B1 w badaniu Kim i wsp.?%! oraz TGF-B3 w badaniu wtasnym.
Podkresli¢ nalezy, ze przebiegi prgdowe zastosowane w badaniu wtasnym oraz w badaniu
Kim i wsp.?%! byty podobne, mianowicie w obu badaniach EWN przeprowadzano przy pomocy
podwadjnych impulséw monofazowych o czestotliwosci 100 HZ, w badaniu wiasnym czas trwania
impulsu podwdéjnego wynosit 154 ps, a w badaniu Kim i wsp.?%? 140 ps. W badaniu wtasnym
zabiegi EWN przeprowadzano jeden raz dziennie przez 50 minut, Kim i wsp.2°! rdwniez aplikowali
EWN jeden raz dziennie przez 40 minut. W badaniu wtasnym i w badaniu Kim i wsp.?%! elektrodg
leczniczg byta katoda. Wyniki uzyskane w badaniu wtasnym oraz w badaniu Kim i wsp.2%! powinny
by¢ zachetg do kontynuowanie dalszych, wysokiej jakosci randomizowanych badan klinicznych
celem ostatecznego potwierdzenia wptywu EWN katodowej na ekspresje gendw poszczegdlnych

izoform TGF-B w odlezynach i innych ranach przewlektych u ludzi.

5.3. Zalecenia do stosowania elektrostymulacji wysokonapieciowej w leczeniu

odlezyn u ludzi

W badaniu wtasnym EWN byfa stosowana zgodnie z metodykg opisywang w innych
randomizowanych badaniach klinicznych, w ktérych leczono odlezyny.20%204-206,208,209,227
Warto podkresli¢, ze badania te zdaniem autoréw systematycznych przeglagdéw badan cechowaty
sie $rednig i wysokoscig jakoscig dowodu naukowego,??2%2253 3 ich wyniki byly spdjne.
Mianowicie w badaniach tych (podobnie jak w badaniu wtasnym) wykazano, ze EWN przyczynia
sie do zmniejszenia pola powierzchni odlezyn oraz przyspiesza ich gojenie sie. Biorgc powyzsze
pod uwage, badanie wtasne oraz cytowane badania innych autorow?0%204-206,208,209,227 \y.ckazujg

mozliwosci praktycznego wykorzystania EWN w leczeniu odlezyn u ludzi.
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W zabiegach EWN w leczeniu odlezyn stosuje sie dwie elektrody, ktére mozna uktadaé na
podktadach z jatowej gazy nasgczonej 0,9% NaCl. Elektrode leczniczg uktada sie na powierzchni
odlezyny, natomiast elektrode zamykajgca obwdd elektryczny umieszcza sie na zdrowej skorze
w odlegtosci przynajmniej 15 cm od elektrody leczniczej. W EWN stosowany jest prad impulsowy
o przebiegu podwdjnym szpiczastym. Czas trwania impulsu podwdjnego miesci sie w zakresie od
50 do 154 us, a czestotliwos$¢ impulséw wynosi 100 Hz. Natezenie dawkuje sie na poziomie,
ponizej progu pobudliwosci miesni, a pacjenci z zachowanym czuciem mogg pod elektrodami
odczuwad jedynie delikatne wrazenia czuciowe. W badaniach klinicznych doktadnie oblicza sie
wartos¢ tadunku elektrycznego, ktory dostarczany jest do tkanek pod elektrodami; tadunek ten
miesci sie zakresie od 250 do 500 uC/s. Zabiegi EWN przeprowadzane sg na ogot przez 45 — 60
minut dziennie, od 3 do 7 dni w tygodniu, co daje tgcznie od 2,25 do 7 godzin EWN w tygodniu.
W badaniach klinicznych leczenie odlezyn przy pomocy EWN prowadzi sie na ogot przez 4 do 12
tygodni.204-206,208,209,227 g5 jednak réwniez badania, w ktérych autorzy stosujg EWN az do
zagojenia sie ubytku.?0?

Wyniki badan przedklinicznych (in vitro oraz in vivo na zwierzetach) wskazujg,
ze katoda i anoda wywierajg rézny wptyw na procesy lezgce u podstaw gojenia sie ran. Opierajac
sie na wynikach tych badan stymulacje anodowg zalec sie gtéwnie w celu pobudzenia stanu
zapalnego, zwiekszenia aktywnosci komérek zapalnych i pobudzenia oczyszczania rany. Anode
mozna rowniez stosowac w celu zapoczatkowania angiogenezy.’4176 Natomiast katode mozna
wykorzystywaé  celem  pobudzenia  ziarninowania, naskérkowania, bliznowacenia
i przebudowy ran.l76-180194195  \Wyniki badania wfasnego oraz innych badan
klinicznych?02,204-206,208,209,227 nntwierdzajg, ze zardwno anoda, jak i katoda przyczyniajg sie do
przyspieszenia gojenia sie odlezyn u ludzi i zdaniem autoréw systematycznych
przegladdéw??22°2253 padan nie ma potrzeby ustalania $cistej i jednolitej metodyki aplikacji
elektrostymulacji anodowej i katodowej w leczeniu odlezyn. W praktyce klinicznej w leczeniu
odlezyn lekarze i fizjoterapeuci mogg samodzielnie podejmowaé decyzje odnosnie zastosowania

anody i katody, biorgc pod uwage faze oraz postepy gojenia sie ran.
5.4. Moce strony oraz ograniczenia w badaniu wtasnym

Celem uzyskania jak najwyzszej jakosci dowodu naukowego w badaniu: oszacowano
liczebno$s¢ w grupach wymagang do uzyskania istotnosci statystycznej gtownych efektéw

kornicowych badania; zastosowano losowy podziat pacjentéw do grup; w grupie kontrolnej
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aplikowano symulowane zabiegi EWN; wprowadzono zaslepienie, ktérym objeto pacjentow
(ich opiekunéw i osoby odwiedzajgce), personel medyczny (wigczajgc fizjoterapeutow,
pielegniarki, lekarza kwalifikujgcego chorych do badania, lekarza prowadzacego leczenie chorych
oraz chirurga pobierajgcego skrawki tkanek z odlezyn celem zbadania ekspresji genéw MMP
i TGF-B), osoby dokonujgce oceny klinicznych postepdw gojenia sie odlezyn (zmian pola
powierzchni odlezyn), osoby badajgce ekspresje genéw MMP i TGF-B, oraz osobe
przeprowadzajgcg analize statystyczng wynikéw badania. Zaslepieniem nie byt objety gtowny
terapeuta programujacy aparat do przeprowadzania EWN aktywnej i symulowanej. Kontakt tego
terapeuty z pacjentem byt znacznie ograniczony. Jego zadaniem byto odpowiednie podtgczenie
elektrod do aktywnego lub nieaktywnego obwodu elektrycznego, sprawdzenie utozenia elektrod
u pacjenta i wigczenie aparatu. W trakcie trwania zabiegu EWN terapeuta nie przebywat przy
pacjencie. Wszyscy pacjenci byli hospitalizowani w jednej placéwce medycznej, co zapewnito
jednolitg opieke zdrowotng, profilaktyke przeciwodlezynowg, wsparcie zywieniowe oraz leczenie
odlezyn, leczenie odlezyn byty kierowane przez tego samego lekarza, a wszystkie zabiegi EWN
byty nadzorowane przez tego samego gtdwnego fizjoterapeute.

W badaniu wystgpity jednak ograniczenia. Liczebnos¢ w grupach mogta by¢
niewystarczajgca dla uzyskania istotnosci statystycznej drugorzednych wynikéw koricowych
badania. Nie prowadzono leczenia odlezyn az do ich catkowitego zagojenia sie, w zwigzku z czym
nie mozna stwierdzi¢ jak dtugi czas jest potrzebny aby pod wptywem EWN anodowej i katodowej
wyleczyé odlezyny Il — IV stopnia. W badaniu nie byto mozliwosci prowadzenia odpowiednio
dtugiej hospitalizacji chorych, pozwalajacej na zagojenie sie odlezyn poniewaz pacjenci byli ze
szpitala wypisywani do domu lub do placéwki opiekuniczej po uptywie terminu hospitalizacji
refundowanego przez system ubezpieczen spotecznych lub wskutek przeniesienia chorego do
innego szpitala celem leczenia schorzen wspdtistniejgcych.

U wszystkich pacjentdw stosowano te same zasady profilaktyki przeciwodlezynowej.
Leczenie odlezyn w obu grupach byto oparte na tych samych zasadach najlepszych praktyk
klinicznych, niemniej jednak z medycznych wzgledow bylo to leczenie dopasowane do
indywidualnych potrzeb pacjenta. A w zwigzku z tym pomimo przyjecia zawezonych kryteridw
wigczenia do badania stan poszczegdlnych odlezyn w trakcie badania réznit sie od siebie co
wymagato pewnego zrdéznicowania Srodkéw leczniczych.

W badaniu nie oceniano dtugoterminowych efektéw uzyskanego stopnia wyleczenia

odlezyn. W wiekszosci przypadkdw ocena taka byftaby znacznie utrudniona, poniewaz po
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zakonczeniu hospitalizacji pacjenci wracali do swoich miejsc zamieszkania w réznych miejscach
w kraju, czesto znacznie odlegtych od szpitala. A ponadto wracajgc do miejsca zamieszkania byli
leczeni wedtug zalecer miejscowych lekarzy i zespét badawczy nie miat wptywu na przebieg tego

leczenia oraz stosowanej u chorych profilaktyki przeciwodlezynowej.
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6. WNIOSKI

Wyniki badania pozwalajg na sformutowanie nastepujgcych wnioskéw:

1. Anodowa i katodowa elektrostymulacja wysokonapieciowa przeprowadzane przez
4 tygodnie w podobnym stopniu przyczyniajg sie do zmniejszenia pola powierzchni odlezyn
[I-1V stopnia u 0séb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego. Istotne statystycznie
zmniejszenie pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia u ludzi wystepuje juz po drugim tygodniu
stosowania zaréwno anodowej, jak i katodowej EWN efekty te utrzymujg sie przynajmniej do
4 tygodnia leczenia.

2. Katodowa i anodowa EWN przeprowadzane przez 2 i 4 tygodnie nie wptywajg na ekspresje
gendéw MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w odlezynach II-IV stopnia u oséb z uszkodzeniami
osrodkowego uktadu nerwowego.

3. Anodowa EWN przeprowadzana przez 2 i 4 tygodnie nie wptywa na ekspresje gendéw TGF-1,
TGF-B2 i TGF-B3 w odlezynach II-IV stopnia u 0séb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu
nerwowego. Katodowa EWN przeprowadzana przez 2 i 4 tygodnie réwniez nie wptywa na
ekspresje genéw TGF-B1i TGF-B2, zwieksza natomiast ekspresje gendw TGF-B3 w odlezynach
[I-IV stopnia u oséb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego i ekspresja ta po
2 tygodniach stosowania EWN katodowej jest wieksza niz pod wptywem EWN anodowe;.

4. U pacjentéw z uszkodzeniami o$rodkowego uktadu nerwowego, poddanych EWN anodowej
i katodowej, nie wystgpuja silne i istotne statystycznie korelacje pomiedzy ekspresjg gendw
MMP-1, MMP-2 i MMP-9, a zmianami pola powierzchni odlezyn II-1V stopnia.

5. U pacjentdéw z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego, poddanych EWN anodowej
i katodowej, nie wystapuja silne i istotne statystycznie korelacje pomiedzy ekspresjg genow

TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3, a zmianami pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia.

Whniosek aplikacyjny: W celu zmniejszenia pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia u 0soéb
z uszkodzeniami centralnego uktadu nerwowego oraz celem zwiekszenia ekspresji gendw TGF-B3
w obszarze odlezyn mozna przez 4 tygodnie, przez 5 dni w tygodniu, jeden raz dziennie, przez 50
minut stosowa¢ anodowg lub katodowg EWN, wykorzystujgc podwdjne impulsy szpiczaste,
o czasie trwania 154 pus i czestotliwosci 100 Hz. Mozna wykorzystywac¢ elektrody z przewodzacej
gumy weglowej, ktére nalezy uktadac na jatowe] gazie nasgczonej solg fizjologiczng. Elektrode
leczniczg nalezy uktadaé¢ na powierzchni odlezyny, natomiast elektrode zamykajgcq obwdd

elektryczny nalezy umieszcza¢ na zdrowej skdrze, w odlegtosci przynajmniej 15 cm od elektrody
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leczniczej. Rekomendacja ta wynika z badania wtasnego oraz z wynikow randomizowanych badan

klinicznych prowadzonych przez innych autordw.202,204-206,208,209,227
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10. Streszczenie w j. polskim

Wstep: Gojenie sie ran jest ztozonym procesem, ktdrego celem jest naprawa tkanek oraz
przywrocenie funkcji skory. W czasie gojenia sie ran prace komdrek w nim uczestniczagcym
regulujg mediatory procesu gojenia sie ran - chemokiny, cytokiny, enzymy, hormony i czynniki

wzrostu.

Rany przewlekte ktére nie gojq sie prawidtowo to powazny problem zdrowotny, ktéry dotyczy
wiele miliondw osdb na swiecie. Wystepuje wtedy zbyt duza aktywnosc cytokin prozapalnych
i proteaz, przy rownoczesnym zmniejszonym dziataniu cytokin przeciwzapalnych i inhibitoréw
proteaz. Dodatkowo mozna zaobserwowac zmniejszong aktywnosc czynnikow wzrostowych i ich

receptorow w btonach komérek uczestniczgcych w gojeniu sie ran.

Jedng z najczesciej wystepujacych ran przewlektych sg odlezyny, na ktére cierpig osoby po
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego, osoby przebywajgce w placéwkach opieki

dtugoterminowej oraz pacjenci na oddziatach intensywnej terapii.

Leczenie odlezyn jest procesem dtugotrwatym i kosztowym, dlatego poszukiwane sg metody,
ktdre mogg ograniczy¢ koszty i mogg by¢ stosowane w warunkach domowych. W tym celu coraz

czesciej wykorzystuje sie elektrostymulacje i bada sie jej mozliwosci w leczeniu ran przewlektych.

Cel: Gtéwnym celem badania byto uzyskanie wiedzy na temat oddziatywania EWN na proces
gojenia sie odlezyn ll-IV stopnia u 0séb po uszkodzeniach osrodkowego ukfadu nerwowego.
Celami szczegdtowymi byty odpwiedzi na pytania czy EWN anodowa i katodowa przyczyni sie do
zmniejszenia pola powierzchni odlezyn po 1, 2, 3 i 4 tygodniu leczenia oraz czy EWN anodowa
i katodowa spowoduje zmiany ekspresji genéw wybranych metaloproteinaz (MMP-1, MMP-2 i
MMP-9) i poszczegdlnych izoform transformujgcego czynnika wzrostu-B (TGF-B1, TGF-B2 i TGF-
B3). Szukano réwniez odpowiedzi na pytanie czy wystgpig silne i istotne statystycznie korelacje
miedzy zmianami pola powierzchni odlezyn a ekspresjg gendw mRNA MMP-1, MMP-2, MMP-9,
TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3 u osbéb z odlezynami II-1V stopnia. Aplikacyjnym celem badania byto
wskazanie mozliwosci wykorzystania anodowej i katodowej EWN w leczeniu odlezyn II-IV stopnia

u 0sbéb po uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego.

Materiat i metody: W badaniu uczestniczyto 60 oséb z odlezynami lI-1V stopnia w wieku 22 — 78
lat. Uczestnikéw podzielono losowo na 3 grupy, po 20 oséb — grupa poddana EWN anodowej

(GEA), grupa poddana EWN katodowej (GEK) i grupa kontrolna (GK). Wszystkie osoby leczono
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zgodnie z rekomendacjami klinicznymi. Elektrostymulacje wysokonapieciowg wykonywano przy
pomocy impulséw elektrycznych podwadjnych, szpiczastych, ktérych tgczny czas trwania wynosit
154 ps, a czestotliwo$é 100 Hz. Wartos¢ szczytowa pradu wynosita 0,36 A. Natezenie dawkowano
ponizej progu pobudliwos$ci miesni szkieletowych. Do tkanek dostarczano tadunek elektryczny
wynoszgcy 360 uC/s. W grupie GEA elektrodg leczniczg byta anoda, w GEK — katoda, a w grupie
kontrolnej byta EWN symulowana. Wsrdd tych 60 oséb wtgczonych do badania, 41 oséb (14 oséb
w GEA, 12 w GEK i 15 w GK) wyrazito zgode na pobieranie skrawkéw tkanek z odlezyn celem

oznaczenia ekspresji genéw MMP i TGF-p.

Wyniki: Zaréwno w GEA, jak i GEK pole powierzchni zmniejszyto sie istotnie statystycznie w 2,3 i
4 tygodniu terapii (p = 0,01). W GK pole powierzchni réwniez ulegto zmniejszeniu, jednak nie byto
to istotne statystycznie (p > 0,05). Zmiany relatywnej ekspresji mMRNA MMP-1, MMP-2 i MMP-9
we wszystkich grupach nie wykazaty réznic istotnych statystycznie w poszczegdlnych punktach
czasowych (test ANOVA Friedmana dla MMP-1: GEA: p = 0,6065; GEK: p =0,6675; GK: p =0,0780;
test ANOVA Friedmana dla MMP-2: GEA: p = 0,8071; GEK: p =0,8616; GK: p = 0,6918; test ANOVA
Friedmana dla MMP-9: GEA: p = 0,5258; GEK: p = 0,2974; GK: p = 0,4703). Zmiany RE mRNA TGF-
B1 we wszystkich grupach nie zmienity sie istotnie statystycznie w poszczegdlnych punktach
czasowych (GEA: p = 0,2574, GEK: p = 0,8257, GK: p = 0,5165). Nieistotne statystycznie okazaty
sie rowniez zmiany relatywnej ekspresji mRNA TGF-B2 we wszystkich grupach, zbadanych za
pomocg testu ANOVA Friedmana (GEA: p =0,8071, GEK: p=0,8257, GK: p=0,3365). W GEA, GEK
i GK nie wykazano istotnych zmian w RE mRNA TGF-B3 w wyniku terapii (test ANOVA Friedmana
odpowiednio: p = 0,1537, p = 0,6675, p = 0,7928). Przed interwencjg wykryto rdznice istotng
statystycznie pomiedzy grupami w odniesieniu do RE mRNA TGF-B3 (test ANOVA Kruskala
Wallisa: p(GEA:GEK:GK) = 0,0020). Analiza post hoc Kruskala Wallisa wykazata, ze przed
interwencjg RE mRNA TGF-B3 w GEA oraz w GEK byta znamiennie statystycznie mniejsza niz w
GK (p(GEA:GK) = 0,0013; p(GEK:GK) = 0,0397). Pomiedzy grupami eksperymentalnymi przed
interwencjg RE mRNA TGF-B3 nie rdznita sie istotnie statystycznie (p(GEA:GEK) = 0,1940). Po 2
tygodniach interwencji RE mRNA TGF-B3 zwiekszyta sie w GEK istotnie statystycznie w porédwaniu
do GEA (test post-hoc: p(GEA;GEK) = 0,0453), réwnoczesSnie zmiana nie rdznifa sie istotnie
statystycznie w poréwaniu do GK (test post-hoc: p(GEK:GK) = 0,9130). W GEA RE mRNA TGF-3
po 2 tygodniach interwencji nadal byta na poziomie istotnie statystycznie nizszym niz w GK (test
post-hoc: p(GEA:GK) = 0,0008). Po 4 tygodniach RE mRNA TGF-B3 w GEA nadal utrzymywata sie
na poziomie znamiennie statystycznie nizszym niz w GK (test post-hoc: p(GEA:GK) = 0,0165). W
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GEK RE mRNA TGF-B3 ulegta nieistotnemu statystycznie zmniejszeniu w stosunku do stanu po 2
tygodniach interwencji i nie byt juz znamiennie statystycznie wyzsza niz w GEA (test post-hoc:
p(GEA:GEK) = 0,1190), nadal utrzymywat sie na poziomie poréwnywalnym do GK (test post-hoc:
p(GEK:GK) = 0,9990).

Whioski:

Anodowa i katodowa elektrostymulacja wysokonapieciowa przeprowadzane przez 4 tygodnie
w podobnym stopniu przyczyniajg sie do zmniejszenia pola powierzchni odlezyn II-IV stopnia
u 0s6b z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego. Istotne statystycznie zmniejszenie
pola powierzchni odlezyn Il-IV stopnia u ludzi wystepuje juz po drugim tygodniu stosowania
zarowno anodowej, jak i katodowej EWN efekty te utrzymujg sie przynajmniej do 4 tygodnia

leczenia.

Katodowa i anodowa EWN przeprowadzane przez 2 i 4 tygodnie nie wptywajg na ekspresje genow
MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w odlezynach II-1V stopnia u 0séb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu

nerwowego.

Anodowa EWN przeprowadzana przez 2 i 4 tygodnie nie wptywa na ekspresje genéw TGF-B1,
TGF-B2 i TGF-B3 w odlezynach II-IV stopnia u oséb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu
nerwowego. Katodowa EWN przeprowadzana przez 2 i 4 tygodnie rowniez nie wptywa na
ekspresje gendw TGF-B1 i TGF-B2, zwieksza natomiast ekspresje gendw TGF-B3 w odlezynach
[I-IV stopnia u oséb z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego i ekspresja ta po 2

tygodniach stosowania EWN katodowej jest wieksza niz pod wptywem EWN anodowe;].

U pacjentéw z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego, poddanych EWN anodowej
i katodowej, nie wystgpig silne i istotne statystycznie korelacje pomiedzy ekspresjg genéw MMP-

1, MMP-2 i MMP-9 a zmianami pola powierzchni odlezyn II-1V stopnia.

U pacjentéw z uszkodzeniami osrodkowego uktadu nerwowego, poddanych EWN anodowej
i katodowej, nie wystgpig silne i istotne statystycznie korelacje pomiedzy ekspresjg genéw TGF-

B1, TGF-B2i TGF-B3, a zmianami pola powierzchni odlezyn II-1V stopnia.

Stowa klucze: odlezyny, elektrostymulacja, elektrostymulacja wysokonapieciowa, ekspresja
genow, metaloproteinazy, MMP-1, MMP-2, MMP-9, transformujgcy czynnik wzrostu-B, TGF-1,
TGF-B2, TGF-B3.
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11. Streszczenie w j. angielskim

Introduction: Wound healing is a complex process aimed at repairing tissues and restoring skin
functions. During wound healing, the functioning of the cells involved is regulated by mediators

of the wound healing process - chemokines, cytokines, enzymes, hormones and growth factors.

Chronic wounds that do not heal properly are a serious health problem that affects many millions
of people around the world. There is then too much activity of pro-inflammatory cytokines and
proteases, with a simultaneous reduced effect of anti-inflammatory cytokines and protease
inhibitors. Additionally, reduced activity of growth factors and their receptors can be observed

in the membranes of cells involved in wound healing.

One of the most common chronic wounds are bedsores, which affect people who have suffered
damage to the central nervous system, people staying in long-term care facilities and patients

in intensive care units.

Treatment of pressure ulcers is a long-term and expensive process, so methods are being sought
that can reduce costs and can be used at home. For this purpose, electrostimulation
is increasingly used and its possibilities in the treatment of chronic wounds are being

investigated.

The aim: The main aim of the study was to obtain knowledge about the impact of EWN on the
healing process of stage Il-IV pressure ulcers in people after damage to the central nervous
system. The specific objectives were to answer the questions whether anodal and cathodic EWN
would contribute to reducing the area of pressure sores after the 1st, 2nd, 3rd and 4th week of
treatment and whether anodal EWN and cathodic will cause changes in the gene expression of
selected metalloproteinases (MMP-1, MMP-2 and MMP-9) and individual isoforms of
transforming growth factor-B (TGF-B1, TGF-B2 and TGF-B3). We also sought answers to the
guestion whether there would be strong and statistically significant correlations between
changes in the surface area of pressure ulcers and the expression of MMP-1, MMP-2, MMP-9,
TGF-B1, TGF-B2 and TGF-B3 mRNA genes in people with pressure ulcers II- IV degree. The
application goal of the study was to indicate the possibility of using anodal and cathodic EWN in

the treatment of stage II-1V pressure ulcers in people with injuries to the central nervous system.

Material and methods: The user included 60 people with stage II-1V pressure ulcers, aged 22-78.

The participants were randomly divided into 3 groups, 20 people each - a group subjected to
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anodal ECT (GEA), a group subjected to cathodal ECT (GEK) and a control group (GK). All people
were treated in accordance with clinical recommendations. High-voltage electrostimulation
performed using double, pointed electrical impulses, the total duration of which is 154 ps and
occurs at 100 Hz. The peak value of the current source was 0.36 A. The power intensity was below
the excitability threshold of skeletal muscles. To deliver a supplied electric current of 360 uC/s.
In the GEA group, the treatment electrode was the anode, in the GEK - the cathode, and in the
control group - simulated EWN. Of these 60 people undergoing the study, 41 people (14 people
in GEA, 12 in GEK and 15 in GK) agreed to take sections from pressure ulcers and determine the

expression of MMP and TGF-3 genes.

Results: Both in GEA and GEK the surface area decreased statistically significantly in weeks 2, 3
and 4 of therapy (p = 0.01). In the CG, the surface area also decreased, but it was not statistically
significant (p > 0.05). Changes in the relative expression of MMP-1, MMP-2 and MMP-9 mRNA in
all groups did not show statistically significant differences at individual time points (Friedman's
ANOVA test for MMP-1: GEA: p = 0.6065; GEK: p = 0, 6675; GK: p = 0.0780; Friedman's ANOVA
test for MMP-2: GEA: p = 0.8071; GEK: p = 0.8616; GK: p = 0.6918; Friedman's ANOVA test for
MMP-9: GEA: p = 0.5258; GEK: p = 0.2974; GK: p = 0.4703). RE changes of TGF-1 mRNA in all
groups did not change statistically significantly at individual time points (GEA: p = 0.2574, GEK: p
=0.8257, GK: p=0.5165). Changes in the relative expression of TGF-B2 mRNA in all groups, tested
using the Friedman ANOVA test, also turned out to be statistically insignificant (GEA: p = 0.8071,
GEK: p = 0.8257, GK: p = 0.3365). GEA, GEK and GK showed no significant changes in the RE of
TGF-B3 mRNA as a result of therapy (Friedman's ANOVA test, respectively: p=0.1537, p = 0.6675,
p = 0.7928). Before the intervention, a statistically significant difference was detected between
groups in terms of RE TGF-f3 mRNA (Kruskal Wallis ANOVA test: p(GEA:GEK:GK) = 0.0020).
Kruskal Wallis post hoc analysis showed that before the RE intervention, TGF-B3 mRNA in GEA
and GEK was statistically significantly lower than in GK (p(GEA:GK) = 0.0013; p(GEK:GK) = 0.0397)
. Between the experimental groups before the RE intervention, TGF-3 mRNA did not differ
statistically significantly (p(GEA:GEK) = 0.1940). After 2 weeks of RE intervention, TGF-3 mRNA
increased statistically significantly in GEK compared to GEA (post-hoc test: p(GEA;GEK) = 0.0453),
at the same time the change did not differ statistically significantly compared to GK (test post-
hoc: p(GEK:GK) = 0.9130). In GEA RE, TGF-3 mRNA after 2 weeks of intervention was still at a
statistically significantly lower level than in CG (post-hoc test: p(GEA:GK) = 0.0008). After 4 weeks,

the RE of TGF-B3 mRNA in GEA was still statistically significantly lower than in GK (post-hoc test:
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p(GEA:GK) = 0.0165). In GEK RE, TGF-B3 mRNA was statistically insignificantly decreased
compared to the state after 2 weeks of intervention and was no longer statistically significantly
higher than in GEA (post-hoc test: p(GEA:GEK) = 0.1190), it was still maintained at a level
comparable to GK (post-hoc test: p(GEK:GK) = 0.9990).

Conclusions:

Anodal and cathodic high-voltage electrical stimulation performed for 4 weeks contribute to
a similar extent to reducing the area of 1l-IV degree pressure ulcers in people with damage to the
central nervous system. A statistically significant reduction in the area of stage II-IV pressure
ulcers in humans occurs already after the second week of use of both anodic and cathodic EWN,

and these effects persist at least until the 4th week of treatment.

Cathodic and anodal EWN performed for 2 and 4 weeks do not affect the expression of MMP-1,
MMP-2 and MMP-9 genes in stage |I-IV pressure ulcers in people with damage to the central

nervous system.

Anodal EWN performed for 2 and 4 weeks does not affect the expression of TGF-B1, TGF-2 and
TGF-B3 genes in stage lI-IV pressure ulcers in people with damage to the central nervous system.
Cathodic EWN performed for 2 and 4 weeks also does not affect the expression of TGF-f1 and
TGF-B2 genes, but increases the expression of TGF-B3 genes in stage IlI-IV pressure ulcers in
people with damage to the central nervous system, and this expression after 2 weeks of EWN

cathodic is greater than under the influence of anodic EWN.

In patients with central nervous system damage who underwent anodal and cathodal ECT, there
will be no strong and statistically significant correlations between the expression of the MMP-1,

MMP-2 and MMP-9 genes and changes in the area of grade II-1V pressure ulcers.

In patients with central nervous system damage who underwent anodal and cathodal ECT, there
will be no strong and statistically significant correlations between the expression of TGF-f1, TGF-

B2 and TGF-B3 genes and changes in the area of grade II-IV pressure ulcers.

Keywords: pressure ulcers, electrostimulation, high-voltage pulsed current, surface area, gene

expression, MMP, TGF-f3
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