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Sazetak

Skoro 30 godina terapija zvu¢nim udarnim talasima (engl. Extracorporeal Shock
Wave Therapy, ESWT) je u upotrebi u klinickoj praksi kao efikasan tretman za razbijanje
kamena u urinarnom traktu. Ova tehnologija je kasnije razvijena i kao efikasan
komplikovane rane koje ne zarastaju. Udarni zvucni talasi su tranzijentni, kratkotrajni
akusticki pulsevi sa visokim pikom pritiska, koji se dostize u veoma kratkom vremenu,
mereno nanosekunadama (jedan bilioniti deo sekunde). Udarni zvucni talasi koji se
koriste u medicini se generiSu putem tri tipa generatora 1 fiziCkih reSenja:
elektrohidraulicki, piezoelektri¢ni i1 elektromagnetni €iji je krajnji cilj da prenese fizicku

energiju do ciljnog tkiva.

Odlozeno zarastanje, ili rane koje ne zarastaju predstavljaju veliki teret za svakog
pacijenta, znaCajno umanjujuci njegov kvalitet Zivota. Velika briga o pacijentu i rani je
neophodna u ovim sluéajevima i ovo je veliki problem za drustvo u smislu smanjene
produktivnosti ljudi kao i smislu velikih finansijskih izdataka za zdravstvo. Sa druge
strane, teSke povrede kao one koje se vidaju u oruzanim sukobima i saobracajnim
nesreCama predstavljaju glavni uzrok smrti u mladoj adultnoj populaciji. Tehnoloski
napredak, 1 napredak u dostupnim terapeuticima, koji dovodi do inicijalnog povecanja
prezivljavanja pacijenata nije pracen razvojem lekova koji su usmereni protiv moguce
prate¢e sistemske inflamacije, koja cCesto progresira do sindroma sistemskog
inflamatornog odgovora i sindroma propadanja organskih sistema koji mogu dovesti i do
smrtnog ishoda. Zbog svega prethodno pomenutog, finansijski pristupacni, neinvazivni i
efikasni tretmani su neophodni da bi se postiglo ubrzavanje i potpuno zarastanje
problemati¢nih rana kao i redukovala cena leCenja. Zbog toga je neophodno utvrditi
potencijalnu primenljivost ESWT u relevantnim animalnim modelima i kod pacijenata, i

ispitati i razjasniti bioloSke mehanizme ove terapije.

Nekoliko eksperimentalnih 1 klini¢kih studija je pokazalo efikasnost ESWT za

ubrzavanje opopravka oste¢enog tkiva i regeneraciju razli¢itih rana. Medutim, biolo3Ki



mehanizmi kojima se ovi procesi ubrzavaju su ostali neobjasnjeni. U ovom radu, su
ispitani efekti ESWT na molekularnom, ¢elijskom 1 sistemskom nivou kako bi prosirili i
produbili znanja o mehanizmu delovanja ove terapije Sto je glavni cilj ove disertacije.
Jedan od ciljeva je bio i da se utvrdi znacaj vremena aplikacije tretmana i da se ispita
efekat ESWT na neoangiogenezu i1 sprecavanje procesa nekroze tkiva kao posledice
ishemije. Zbog opsteprihvac¢enog misljenja o opasnosti primene ESWT na abdomen i
izbegavanja njene primene za razliite indikacije u oblasti abdomena, pokusali smo da
utvrdimo da li je primena ESWT bezbedna i upotrebljiva u ovoj regiji kako bi se prosirila
lista indikacija primene ove terapije. Procenjivan je imunomodulatorni efekat ESWT u
modelu inflamacije i gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanog teSkom traumom (engl.
Tissue Bone Matrix model, TBX) kao i1 potencijalnu klinicku vrednost ESWT u supresiji

inflamacije i postoperativnog ileusa izazvanog hirurSkom manipulacijom crevima.

U ovom radu pokazani su pozitivni efekti ESWT u sva tri animalna modela,
modelu ishemi¢nih reznjeva koze, TBX modelu i modelu postoperativnog ileusa.
Rezultati su potvrdili povecanje perfuzije, supresiju formiranja edema, kao i angiogeni
potencijal ESWT u modelu ishemije koznih reznjeva. Dodatno je pokazano da ovi efekti
nisu ograni¢eni samo na tkivo pod direktnim uticajem udarnog zvucnog talasa ve¢ da se
efekti mogu uociti 1 na udaljenim tkivima i ¢elijama kao 1 na sistemskom nivou. Mi smo
uspesno razvili i opisali TBX model i koristec¢i ga pokazali da ESWT uti¢e na inflamaciju
i nakon velike traume. Pretretman sa ESWT ima znacajne protektivne efekte protiv
veoma nepovoljnih efekata teSke traume modulacijom inflamacije 1 u oSteCenom tkivu
kao i na sistemskom nivou. Zbog nepredvidljivosti vremena traume, mi smo se okrenuli
intervencije, modelu postoperativnog ileusa. U ovom modelu, pokazani su protektivni
efekti primene ESWT kao pretretmana, kao i pozitivni efekti na ocCuvanje
gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanog hirurskim manipulisanjem gastrointestinalnim
traktom i supresiju inflamatornog odgovora i to na molekularnom (promena u ekspresiji
nekoliko gena i proteina), celijskom (smanjena infiltracija aktivirnih leukocita) i
sistemskom nivou (kroz modulisanje serumskim nivoima pro i antiinflamatornih citokina

i hemokina).



ESWT je obecavajuca, relativno nova i neinvazivna terapija C¢ija klinicka upotreba
konstanto raste poslednjih nekoliko decenija. Ona pokreée sopstvene mehanizme za
borbu protiv povreda i spreCava negativne efekte posledicne inflamacije putem
modulacije imunskog odgovora, pospeSivanja procesa neoangiogeneze kao i brzine
sazrevanja novoformiranih krvnih sudova. Dalja izucavanja su neophodna da bi se u
potpunosti razumeo mehanizam delovanja i njena primenljivost sa posebnim osvrtom na
primenljivost na gastrointestinalni trakt.

Kljuéne reci: Extracorporeal Shockwave Therapy, ESWT, anti-inflamatorni efekti, kozni
reznjevi, angiogeneza, inflamacija, sistemska inflamacija, gastrointestinalni dismotilitet,
postoperativni ileus,

Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Neuroimunobiologija

UDK broj: 616.8:616-097(043.3)



Abstract

For almost 30 years, extracorporeal shock wave therapy (ESWT) has been
implemented clinically and has proven to be an effective treatment for urinary stones.
This technology has also emerged as an efficacious non-invasive treatment modality for
several orthopedic and traumatic indications including problematic soft tissue wounds.
Shock waves are produced as transient short-term acoustic pulses with high peak pressure
and a very rapid rise to peak pressure on the order of magnitude of nanoseconds (one
billionth of a second). Shock waves for use in medicine can be generated using different
physical principles - electro-hydraulic, piezoelectric and electromagnetic — with the goal
of delivering physical energy to target tissue of interest in order to create a desired
biological effect.

Delayed/non-healing or chronic wounds constitute a burden for each patient
affected, significantly impairing quality of life (QOL). Intensive multi-modality wound
care is required, and this places an enormous burden on society in terms of lost
productivity and healthcare costs. Severe traumatic wounds seen in civilian and combat
related injuries are a major cause of death amongst the younger population.
Technological and therapeutic advances that lead to improved initial survival of patients
with life-threatening injuries were unparalleled in therapeutics development to fight
concomitant systemic inflammation that accompanies these injuries. This systemic
inflammatory response to wounding often leads to development of a well-known
syndrome - systemic inflammatory response syndrome (SIRS) - and can progress to
multiple organ dysfunction syndrome (MODS) and death. Because of all of the
aforementioned, cost-effective, non-invasive, and efficacious treatments are imperative to
achieve both (accelerated and complete) healing of problematic wounds and reduce
treatment-related costs to the human and the healthcare system. Therefore, the potential
of therapeutic shock wave application in relevant animal models and patients has to be

determined in addition to the elucidation of the biological mechanisms involved.



Several experimental and clinical studies have demonstrated efficacy of
extracorporeal shock wave therapy in terms of accelerating tissue repair and regenerating
various types of wounds. However, the biological mechanism(s) by which this treatment
modality exerts its therapeutic effects remains unclear. We herein present the evaluation
of molecular, cellular and systemic effects of ESWT in order to broaden our
understanding of these mechanisms, the main goal of this thesis. We also aimed to
determine the importance of the timing of application of shock waves, and to evaluate the
neo-angiogenic potential of ESWT and its efficacy in preventing tissue necrosis after
ischemic injury. Due to the mainstream reluctance to apply ESWT to the abdomen, for
fear of barotrauma, we aimed to investigate the safety and feasibility of ESWT
application to the gastrointestinal tract and to extend the list of potential indications for
this promising therapeutic modality. Specifically, we investigated the immunomodulatory
effects of ESWT in a model of severe peripheral tissue trauma (TBX model) and the
potential clinical value of ESWT in suppressing inflammation and limiting post-operative

ileus caused by surgical manipulation of the abdominal contents.

We have demonstrated the positive biological effects of ESWT in models of
ischemic skin flaps, peripheral tissue trauma-induced inflammation and post-operative
ileus. Our results confirm shock wave-associated increases in ischemic tissue perfusion,
suppression of soft tissue edema formation, and the angiogenic potential of ESWT. In
addition, we have shown that these effects are not limited to the tissue directly treated
with shockwaves, but remote tissue and systemic effects were also documented. We have
successfully developed a novel TBX model and used it to test if shock waves can
modulate the inflammatory response. Shock wave pre-conditioning has significant
protective effects against the debilitating effects of severe trauma, through modulation of
inflammation in damaged tissue as well as through reduction of systemic inflammatory
response. Due to the unpredictable nature of severe wounding we turned our attention to
a well-described model of post-operative ileus due to the ability to precisely control the
nature and the timing of injury. We have clearly shown the protective and positive effects
of ESWT pre-conditioning in terms of the preservation of gastrointestinal motility despite
surgical manipulation and suppression of the inflammatory response to surgery on a

molecular, cellular and systemic level.



ESWT is a promising non-invasive therapeutic modality whose clinical
application has steadily increased over the years. Shock waves trigger the body’s own
mechanisms to promote tissue repair and regeneration whilst preventing the negative
effects of both local and systemic inflammation through its immunomodulatory and
neoangiovenic capacity and its capacity to affect maturation of newly formed blood
vessels. More mechanistic and clinical trials are needed to fully understand its

mechanisms and its applicability to gastrointestinal disorders.

Key words: Extracorporeal Shockwave Therapy, ESWT, anti-inflammatory effects, skin
flap, angiogenesis, inflammation, systemic inflammation, gastrointestinal dismotility,
postoperative ileus,

Naucna oblast: Biology

Uza naucna oblast: Neuroimmunobiology
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1. Uvod

1.1. Udarni zvuéni talasi i njihove fizicke karakteristike

(kompresija, tenzija, kavitacioni efekat i principi generisanja)

Udarni zvucni talasi se pojavljuju u velikom broju formi i u razliitim
medijumima. Verovatno najpoznatiji primer udarnog talasa jeste grmljavina nakon pojave
munja, aplauz tokom pozoris$ne predstave i drugi. Udarni zvucni talasi se takode povezuju
sa zemljotresima 1 vulkanskim erupcijama. UopSteno govoreci, udarni zvucni talasi su
rezultat iznenadnog oslobadanja hemijske, elektri¢ne, nuklearne ili mehanicke energije u
kratkom vremenskom intervalu. Udarni zvu¢ni talasi koji se koriste u medicinske svrhe
se definiSu kao tranzijentne promene pritiska koje se prostiru brzo u trodimenzionalnom
prostoru ili kao ostri, uzani talasni frontovi kroz koje se deSava iznenadna promena
pritiska.

Prve indikacije da udarni zvucni talasi mogu imati efekat na Zive organizme datira
jo$ od drugog svetskog rata, kada su otkriveni razlozi smrti mornara na podmornicama
nakon podvodnih borbi. Eksplozije koje su se deSavale u okolini podmornice iako nisu
oStetile same podmornice, imale su negativne efekte na mornare. Nakon autopsija
postradalih, kao i nakon ispitivanja na prezivelima, utvrdena su velika oStecenja tkiva,
narocito plu¢a. Ove povrede pripisane su zvucnim talasima koji su prolazili kroz zidove
podmornice, koji iako nisu imali efekat na samu podmornicu, jesu imali strasne posledice
po ljude u njoj. Nakon toga, razmisljanja o efektu udarnih zvucnih talasa na ljude u
podmornicama, rezultovala su rastom svesti o udarnim zvuc¢nim talasima u medicinskim
krugovima, kao i1 ozbiljnog razmatranja o uticaju udarnih zvucénih talasa na bioloske
sisteme.

U 70-im godinama proSlog veka, ova visoka energija produkovana od strane
udarnih  (zvucnih, akusti¢kih) talasa je iskoriS¢ena i postala je poznata pod nazivom
vantelesna terapija udarnim zvu¢nim talasima (engl. Extracorporeal Shockvawe Therapy,
ESWT). U pocetku ova terapija se koristila za razbijanje kamena u bubrezima i

pljuvacnim zlezdama i bila poznata pod imenom litotripsija. Ubrzo nakon uvodenja u
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medicinsku praksu, kao jedne od opcija za ove indikacije, kao neinvazivna, efikasna i
jednostavna za primenu, brzo je postala prihvacena i danas predstavlja standard u
mnogim bolnicama (Rigatti, Montorsi i sar. 1989). Polovinom 80-ih, primeéeni su
»hezeljeni efekti“ ESWT i pojavile su se prve publikacije koje su pokazivale ubrzano
zarastanje preloma kod pacijenata koji su tretirani sa ESWT. Tako se lista indikacija u
kojima je ESWT efikasna proSirila i na nekoliko ortopedskih indikacija. Upotreba ESWT

je evoluirala od destruktivne (razaranje kamena u bubregu) do stimuliSuce terapije.

1.1.1. Fizi¢ke karakteristike udarnih zvué¢nih talasa

Udarni zvucni talasi su definisani kao zvucni pulsevi. Tipi¢ni udarni zvucni talasi
se odlikuju kratkim (red veli¢ine nekoliko nanosekundi) vremenom dostizanja pika
pritiska (100MPa ili 1000 atmosfera ). Nakon dostizanja pika, sledi neSto sporije vracanje
na pocetnu vrednost, a zatim se ovo opadanje nastavlja 1 prelazi u negativnu vrednost.
Ova negativna vrednost pritiska je jedno od glavnih obelezja udarnih talasa i obi¢no
iznosi priblizno 10% od maksimalne vrednosti pritiska i potencijalno moze da izazove
kavitacioni efekat (Grafik 1.1.).

p
S00ber | ) — p+:459 bar
Sirina pulsa (-6dB):
290 ns

p -: -90 bar

<10ns Vreme

Grafik 1.1.Sematski prikaz promene pritiska u funkciji vremena jednog udarnog talasa.

Udarni zvucni talasi generiSu sile velikog intenziteta koje deluju na interfazi
izmedu dva medijuma razliite gustine i zatezne sile koje stvaraju kavitacioni efekat. Ove
dve sile su poznate iz primene ove terapije u urologiji za razbijanje kamena u bubregu. U
urologiji, merenje dezintegrativne moc¢i odreduje se po sledecoj jednacini:

V=e X EXxn

10



Pri ¢emu je V- zapremina tela koje treba dezintegrisati, cilja; e- specifi¢ni
kapacitet za dezintegraciju odredenog materijala; E- ukupna energija pulsa; n- broj
pulseva.

Ova jednacina koliko god da je znacajna i moc¢na u urologiji, nije dovoljno
osetljiva za objaSnjavanje ortopedskih materijala i/ili za primenu u mekim tkivima gde
cilj nije razbijanje materijala, odnosno tkiva, ve¢ pokretanje bioloSkih procesa na nivou
¢elije 1 tkiva. Mi jo§ potpuno ne razumemo nacin na koji udarni zvucni talasi ispoljavaju
svoje lekovito dejstvo, a da bismo te efekte mogli da izu¢avamo, neophodno je i njih §to
detaljnije i preciznije definisati. Moramo razmatrati i imati u vidu kako ukupnu energiju
talasa, tako i raspodelu pritiska, ukupnu energiju u regionu tkiva, gustinu energetskog
fluksa, koli¢inu energije koja je absorbovana.

Ukupna energija udarnih talasa definisana je jednacinom:

E=[A-pc]lp?(t)dt

A-povrsina talasnog fronta; p- gustina medijuma; c- brzina prostiranja talasa; t-
vreme; ukupna energija udarnih zvuc¢nih talasa izrazava se u mJ.

Kao $to smo pomenuli, najéesc¢i parametar za opisivanje udarnih zvuénih talasa je
Gustina Fluksa Energije (engl. Energy Flux Density, EFD) i predstavlja koli¢inu energije
po jedinici povrSine 1 izracunava se tako Sto se energija iz gore navedene formule podeli
sa povrsinom.

EFD= [E-A]= [1-pc]/p?(t)dt Merna jedinica EFD je mj/mm?

Ova formula je bitna za dalje razmatranje jer opisuje ponaSanje energije koja se
prenosi u datom prostoru i odredenim medijumima. Direktno je proporcionalna koli¢ini
energije, a obrnuto proporcionalna povrsini fokusa (F2). U sustini, ista koli¢ina energije
koncentrisana u mali prostor (F2) dac¢e ve¢i EFD nego kada se ista energija primeni na

fokalnu tacku velike povrsine (Slika 1.1.).
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Slika 1.1. Elektrohidrauli¢no generisani vantelesni udarni zvuéni talasi nakon odbijanja o
elipsoidni (plavo) i paraboli¢ni reflektor (Zuto) sa rezultuju¢im fokusnim zonama. Rezultujuce polje sa
najveéim intenzitetom je oblika cigarete u sluc¢aju fokusiranih, i jajastog oblika u slucaju blago fokusiranih
reflektora, pri éemu je EDF niZi kod drugih, omogucavajuéi tretman vece povrsine sa umanjenim brojem
impulsa koji je neophodan da se pokrije cela zona od interesa.

S obzirom da udarni zvucni talasi prolazeéi kroz materijal izazivaju povecanje 1
smanjenje gustine usled tenzionih sila, osobine materijala (u sluc¢aju bioloskih aplikacija,
strukture tkiva) su od vaZznosti za propagaciju talasa. Osobine materijala se opisuju
akusticnom impedancom. Kroz tkiva koja imaju sli¢nu akusticku impedancu, udarni
zvucni talasi se prostiru bez znacajnih gubitaka energije na absorpciju i refleksiju, dok na
prelazima iz materijala vece akusticne impedance na materijal nize, na primer pluca, oni
se znacajnim delom reflektuju pod uglom od 180°. Ovaj fenomen rezultuje pojavom
velikih tenzionih sila, koje mogu da izazovu kavitacioni efekat. U tabeli 1.1. (preuzeto iz
Principles of shock wave therapy, Ogden, J.A, 2001.(Ogden, Toth-Kischkat i sar. 2001))
prikazana je akusti¢ka impedanca razlicitih tkiva (Ogden, Toth-Kischkat i sar. 2001) a na
tabeli 1.2. procenat reflektovane i prenete energije (preuzeto iz Extracorporeal Shock

Wave Therapy: Theory and Equipment (McClure 2003)).
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Tabela 1.1 Akusti¢na impedanca razli¢itih tkiva i gvozda

Brzina zvuka Specifi¢na gustina Akusti¢na impedanca
(m/s) (g/cm®) (kg/s*m?)*10°®
Tkivo Min Max Min Max
Pluc¢a 650 1160 0.4 0.260 0.464
Masno tkivo 1476 0.928 1370
Vazduh 330 343 0.0013 0.000429 | 0.000446
Voda 1429 0.998 1489
Bubrezi 1570 1630 1.06 1.633
Misié 1545 1630 1.06 1.638 1.728
Kosna srz 1700 0.97 1.649
Kost 2700 4100 1.8 4.860 7.380
Kamen u bubregu | 4000 6000 1.9-2.4 7.600 14.400
Gvozde 5100 5800 7.9 40.290 45.280

Tabela 1.2. Procentualni odnos reflektovane i transmitovane energije kroz razli¢ita tkiva i

gvozde
Materijal Reflektovano (%) | Transmitovano (%)
Pluc¢a 49-28 51-72
Masno tkivo 0.2 99.8
Vazduh 99.1 0.9
Voda 0 100
Bubrezi 0.2 99.8
Misié 0.2-0.6 99.8-99.4
Kosna srz 0.3 99.7
Kost 28-44 72-56
Kamen ububregu | 45-66 55-34
Gvozde 86-88 14-12

Napredovanje tehnologije u poslednjih nekoliko decenija omogucilo je
proizvodac¢ima aparature za generisanje udarnih zvucnih talasa ne samo moguénost da
manipuliSu energijom koju talasi nose ve¢ i frekvencijom kojom se talasi generiSu, a
samim tim i frekvencijom kojom se deluje na ciljno tkivo. Udarni zvucni talasi se mogu

primenjivati u Sirokom spektru frekvencija. Ova odlika, sa jedne strane omogucava
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potenciajlno Sirok spektar primene, a sa druge strane otezava izu¢avanje bioloskih efekata

ove terapije na zivim sistemima zbog razli¢itih karakteristika tretmana.

1.1.2. Kompresija, tenzija i kavitacioni efekat

Prolazak udarnih zvucnih talasa kroz tkivo ima dva efekta. Pri prolasku kroz tkivo
dolazi do generisanja mehanickih sila u samom tkivu i to je primarni efekat, a indirektni,
sekundarni efekat, se moZe javiti usled generisanja kavitacionih balona.

Tokom prolaska kroz tkivo, inicijalno se javljaju kompresione sile (mehanicki
efekat). Kada talas prolazi kroz tkivo, pritisak talasa prelazi u negativnu vrednost (vidi
grafik 1.1.) pa na tkivo deluju sile istezanja i kao posledica toga tkivo se Siri. Kada
tenzione sile akustickog talasa imaju vecu dinamiku od dinamickih kapaciteta vode,
dolazi do stvaranja kavitacionih balona. Dijametar balona varira, on se poveéava I
smanjuje. Baloni imaju razli¢it poluzivot, neki se zadrzavaju samo jedan, a neki se
zadrzavaju do nekoliko pulseva. Tokom faze rasta balona, ogromna koliina energije se
na njima nakuplja i ta nakupljena energija se oslobada prilikom rasprSavanja balona. Ovo
rezultuje u imploziji, pri ¢emu se formiraju snazni mikro mlazevi vode koji imaju
razarajuci potencijal (slika 1.2.). Ovaj efekat je mehanicki veoma pogodan, na primer u

slucaju litotripsije kada dolazi do pucanja kamena u bubregu.

Slika 1.2. Formiranje kavitacionih balona i formiranje mikro mlazeva preuzeto iz
(http://eswt.net/wp-content/uploads/2011/10/cavitation.gif)
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1.1.3. Generisanje udarnih zvuénih talasa i tipovi generatora

Postoje tri tipa generatora wudarnih zvuénih talasa: eletromagnetni,
elektrohidrauli¢ni i piezoelektréni generatori. Ova tri nacina generisanja udarnih zvucnih
talasa predstavljaju tri tehnicka pogleda na udarne talase i predmet su dikusije u literaturi
(Slikal.3.).

Elektro-hidrauli¢ni generatori koriste elektrode uronjene u vodu. Princip rada ovih
generatora veoma je sliCan principu rada sveéica u motorima na te¢no gorivo. Vrh
elektrode (F1) je prva fokalna tacka, tacka iz koje poticu udarni talasi. On je uronjen u
vodom ispunjeni reflektor. Na vrh elektrode dovodi se veliki elektri¢ni napon koji tokom
praznjenja generiSe balon plazme i gasa. Ovaj balon se Siri kroz vodu a Sirenje izaziva
pojavu zvucnog talasa. Tokom implozije ovog balona, dolazi do reverznog pulsa i time je
generisan udarni talas. Voda sluzi kao provodni medijum i kao atenuator nadzvuc¢nih
talasa na brzinu zvuka. Na ovoj brzini, front udarnih talasa se odvaja od plazma balona i
kao takav putuje kroz vodu. Oblik generisanih talasa je u ovom trenutku skoro
koncentri¢na sfera. Putujuéi kroz vod, front talasa dospeva do elipsoidnog reflektora
talasa, koji moze varirati po obliku, dijamteru i materijalu od koga je napravljen i od
njega se odbija u Zeljenom pravcu, sa odgovaraju¢im talasnim karakteristikama i
fokusom na terapeutsku metu (F2- druga fokalna tacka) (Grafik1.2.).

|
j*— Osa simetrije

F24e— Tatka fokusa energije

\ " |*=— Elipsoidni

AR ‘w‘
{2.4cm \\ \\\‘\!" LAy reflektor
L g
- 3\—\;-1 SN I Elektricno
A prainjenje

Grafik 1.2. Sematski prikaz fokusiranja udarnih zvuénih talasa u elektrohidraulitnom
generatoru. F1 vrh elektrode gde se desava elektricno praznjenje. F2 fokus odbijenih talasa (terapeutska
meta). F2 moZe biti promenjena u zavisnosti od oblika i materijala elipsoidnog reflektora.
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Elektromagnetni generatori koriste elektricnu energiju za generisanje udarnih zvucnih
talasa ali na principijelno drugaciji nacin. Oni umesto elektrode imaju elektri¢ni kalem
koji generise snazno elektromagnetno polje kada kroz njega prolazi struja. Pulsevi
elektricne energije visoke snage se propustaju kroz kalem generiSuc¢i pulseve, snaznog,
variraju¢eg magnetnog polja. Ovo sa svoje strane izaziva visoku struju na metalnoj
membrani koja stoji nasuprot kalema i izaziva stvaranje jakog magnetnog polja obrnutog
polariteta u njoj. Ovo dovodi do odbojnih sila izmedu kalema i gumene membrane, i
posledi¢no pomera gumenu membranu koja tada pritiska vodu generiSu¢i udarne talase.
U ovim generatorima postoje soCiva, koja fokusiraju talase na odredenu terapeutsku
metu. Neki proizvodaci koriste i cilindricne kaleme za generisanje udarnih zvucnih
talasa, ali je metod principijelno isti.

Piezoelektri¢ni generatori koriste se principom piezoelektricnog efekta kristala za
generisanje udarnih zvuénih talasa. Piezoelektri¢ni efekat je pojava da se piezo Kristali
Sire 1 skupljaju sa protokom elektricne energije. Na kristale postavljene u sferu
terapeutske glave, veliki broj kristala (obi¢no vise od hiljadu) se simultano Siri i skuplja
pod uticajem eletricne energije koja se na njih doprema pulsativno. Ovo Sirenje |
skupljanje kristala dovodi do kompresovanja i dekompresovanja vode i generisanja
talasa. Geometrijski raspored kristala po unutrasnjoj sferi terapeutske glave izaziva
samofokusiranje talasa prema centru. Ovo dovodi do visoke fokusiranosti talasa kao i do
velike EFD u fokalnoj zoni.

A B C D

A

Slika 1.3. Primeri generatora udarnih zvuénih talasa: A. Elektrohidrauli¢ni, B. piezoelektri¢ni,
C. elektromagnetski sa ravnim kalemom i D. elektromagnetski sa cilindri¢nim kalemom.
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1.2. Relevantnost vantelesne terapije udarnim zvuénim

talasima za leCenje rana

Incidenca hronic¢nih rana nastavlja da se penje i predstavlja veliki teret ne samo za
pacijente 1 njihov kvalitet Zivota ve¢ i za celokupno zdravstvo s obzirom na velike sume
novca koje se koriste za brigu o ovim pacijentima (Ferreira, Tuma i sar. 2006). Hroni¢ne
rane su definisane kao rane koje nisu uspele da produ kroz sve stupnjeve zarastanja i
popravke tkiva, da bi se povratio anatomski i funkcionalni integritet u periodu od tri
meseca (Werdin, Tenenhaus i sar. 2008). U vecini slucajeva, etiologija ovih rana je
visestruka i1 ukljucuje lokalne, (venske ili arterijske insuficijencije, infekcije ili lokalni
pritisak) i sistemske (npr. diabetes, nutritivni status pacijenata itd.).

Pristup leCenju hroni¢nih rana je do sada bio veoma ogranicen i sa gledista
dostupnih opcija, ali isto tako i sa gledista efikasnosti datih tretmana. Klinicki standardna
praksa ukljucuje pripremu rane hirurSkim i nehirurSkim (npr. enzimski ili kori§¢enjem
larvi) debridmentom (Schultz, Barillo i sar. 2004; Stephen-Haynes i Thompson 2007;
Ramundo i Gray 2008; Smith 2008), primenom specijalnih zavoja (Stojadinovic, Carlson
I sar. 2008), omoguéavanjem optimalne vlaznosti rane (Harding, Morris i sar. 2002;
Schultz, Barillo i sar. 2004; Brett 2006; Okan, Woo i sar. 2007). Obe, i farmakoloska i
hirursSka intervencija za cilj imaju da obezbede adekvatan dotok i oticanje krvi, i kona¢no,
oslobadanje rane pritiska ne bi li se izbegla nekroza tkiva kao posledica dugotrajnog
izlaganja tkiva neadekvatnom pritisku (Schultz, Sibbald i sar. 2003; Muhs, Gagne i sar.
2006). Dodatno, mnoge terapije su dizajnirane specijalno za hroni¢ne rane i primenjuju se
kao dodatak standardnim terapijama. U ove dodatne specijalne vidove terapije spada
terapija hiperbaricnim kiseonikom (engl. Hyperbaric Oxygen Therapy- HBTO) i
ultrazvucna terapija (Johnson 2003; Beltz, Christaras i sar. 2008; Thackham, McElwain i
sar. 2008; Ubbink, Westerbos i sar. 2008; Vig 2008). Nekoliko eksperimentalnih terapija
je trenutno u procesu klinicke evaluacije, i one koriste gensku terapiju, aplikaciju
rekombinantnih faktora rasta, tkivni inZenjering (vesStaCka koza 1 razliCite matrice od

kolagena sa i bez zivih ¢elija) i terapija stem ¢elijama (Harding, Morris i sar. 2002; Cha i
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Falanga 2007; Eming, Krieg i sar. 2007). Bitno je na ovom mestu ista¢i da su ove terapije
fokusirane na samo jedan od velikog broja faktora iz kompleksnog procesa zarastanja, i
dok bi u odredenoj populaciji pacijenata mogle da imaju potencijalno veliku efikasnost,
ta populacija pacijenata bi bila mala. Bez obzira na napredak u pogledu terapija, nije se
napravio veliki iskorak u smeru olakSavanja tegoba pacijenata, njihove svakodnevne
aktivnosti su i dalje kompromitovane i potreba za ponovnim tretmanima predstavlja
veliki novc€ani 1 ljudski izdatak za zdravstvo. Zbog toga je potraga za alternativnim,
efikasnim, terapeutskim reSenjima za pospesivanje procesa zarastanja rana aktuelna tema
u medicinskim i srodnim naukama, kako bi se sitacija pacijenata popravila, i kako bi se

smanijili troSkovi zdravstva.

1.2.1. Potencijalni mehanizam delovanja ESWT na tkiva

Zarastanje tkiva je veoma kompleksna, dobro koordinisana kaskada medusobno
zavisnih procesa koji se javljaju kako na celijskom tako i na molekularnom nivou
(Schultz, Sibbald i sar. 2003; Falanga 2005). Kao §to smo istakli, u po¢etku, inflamacija
je pozeljan proces koji za cilj ima ograni¢enje oSte¢enja tkiva, CiSéenje patogena, i
stvaranje mikrosredine tokom koje se oslobadaju faktori i aktiviraju ¢elije ¢ija je uloga da
nastave kaskadu procesa zarastanja. Konacni ishod fizioloSkog procesa zarastanja jeste
vracanje tkiva u skoro normalni integritet 1 funkcionalnost. Rane, narocito kod starih 1
pacijenata sa komorbiditetima kao Sto su dijabetes, ateroskleroza, venska ili arterijska
insuficijencija, smanjena pokretljivost, visok holesterol, gojaznost, prisustvo infekcija
moZe da produZi vremenski period za postizanje kona¢nog zaleCenja ili nepotpuno da se
eliminiSu tokom proces zarastanja. Hroni¢na inflamacija, koja je uzro¢nik ostecenja tkiva
koje bi trebalo da zaraste, je samo jedan od mehanizama koji onemogucava da se proces
zarasatnja tkiva okonca. Poznato je da je u procesu zarastanja tkiva jedan od klju¢nih
procesa formiranje novih krvnih sudova. Takode je pokazana jasna korelacija izmedu
odloZenog zarastanja rana i supresije angiogeneze (Sadoun i Reed 2003; Reed i Edelberg
2004). U kompromitovanim tkivima (npr. hipoksija ili ishemija) pokazano je da ESWT
lokalno povecava prokrvljenost tkiva (Oi, Fukumoto i sar. 2008; Yan, Zeng i sar. 2008)

merenu pomocu laserskog Doppler sistema (Yan, Zeng i sar. 2008; Kuo, Wang i sar.
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2009; Wang, Kuo i sar. 2009) u modelima nekroze tkiva izazvane ishemijom (Huemer,

Meirer i sar. 2005; Meirer, Kamelger i sar. 2005; Meirer, Brunner i sar. 2007).

Za azot monoksid (NO), mali ubikvitarni molekul sa velikim brojem bioloskih
funkcija (Moncada, Palmer i sar. 1991), se pretpostavlja da ima glavnu ulogu u
povecanju perfuzije tkiva nakon ESWT tretmana 1 barem delimi¢no u ogranicavanju
inflamacije. Cinjenica je da se nivo NO poveéava i u in vitro i u in vivo uslovima nakon
ESWT, $to je u saglasnosti 1 sa klinickim istrazivanjima koja su pokazala povecanje
perfuzije. Povecanje neenzimske (Gotte, Amelio i sar. 2002) i enzimske (povecanjem
ekspresije NO sintaze (Mariotto, Cavalieri i sar. 2005; Yan, Zeng i sar. 2008; Kuo, Wang
i sar. 2009)) produkcije NO se smatra jednim od mogucih mehanizama kojima se
objasnjava rano, trenutno, i kasno povecanje perfuzije ishemicnog tkiva. NO je takode
veoma bitan u modulaciji i/ili posredovanju angiogeneze. Zbog toga je, rano, NO-zavisno
povecanje, u perfuziji tkiva komplementarno sa neovaskularizacijom (urastanjem de novo
formiranih krvnih sudova) u ishemiénu zonu tkiva. Ova pretpostavka je potkrepljena
dokazima o akutnom, povecanju ekspresije vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl.
Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), najpotentnijeg pokretaca angiogeneze,
nakon primene ESWT (Ma, Zeng i sar. 2007; Oi, Fukumoto i sar. 2008; Stojadinovic,
Elster i sar. 2008; Yan, Zeng i sar. 2008; Kuo, Wang i sar. 2009; Mittermayr, Hartinger i
sar. 2011). Nishida i saradnici (2004) su pokazali da ESWT indukuje povecanje
ekspresije receptora za VEGF, VEGF-R2, koji se smatra primarnim medijatorom signala
angiogeneze (Nishida, Shimokawa i sar. 2004). Kvantitativne imunohistohemjske analize
tkiva su pokazale povecanu gustinu krvnih sudova u ESWT tretiranim grupama u
poredenju sa grupama koje nakon ishemije nisu bile tretirane (Nishida, Shimokawa i sar.
2004; Oi, Fukumoto i sar. 2008; Stojadinovic, Elster i sar. 2008; Yan, Zeng i sar. 2008).
Veoma interesantna studija u Kojoj sam ucestvovao je ispitivala uticaje ESWT na
angiogenezu, ali smo isto tako ispitivali i uticaj udarnih zvuénih talasa na formiranje
limfnih sudova (Brafies, Contreras i sar. 2012). Pokazali smo da ESWT povecava
neovaskularizaciju tkiva (de novo formiranje krvnih sudova) i neolimfogenezu (de novo
formiranje limfnih sudova) kod pacijenata sa tendinopatijom miSic¢a rotatora u ramenu.

Sveobuhvtnim sagledavanjem prethodno prikazanih literaturnih podataka dobija se
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mogucnost da se hipotetiSe o potencijalnim sistemskim efektima ESWT 1 §to ¢e 1 biti

jedan od ciljeva eksperimenata pretstavljenih u ovoj doktorskoj disertaciji.

Iako su fizicke sile koje udarni zvucni talasi prenose na tkivo nesumnjivi uzro¢nik
uocenih efekata na bioloske sisteme, oni su takode odgovorni i za pokretanje razli¢itih
bioloskih procesa, narocito angiogenezu. Endoluminalne sile izazvane primenom fizickih
sila indukuju drasti¢ne promene u citoskeletu endotelnih ¢elija (Davies, Zilberberg i sar.
2003) indukujuéi aktivnost azot oksid sintaze (engl. Nitric Oxide Synthase, NOS) i time
stimuliSu angiogenezu (Corson, James i sar. 1996; Fleming, Bauersachs i sar. 1998).
Wang i saradnici (2004) su pokazali na in vivo modelu da Ras-zavisna produkcija
superoksida koja sledi nakon primene ESWT, reguliSe fosforilaciju ERK (engl.
extracellular-signal-regulated kinase) i posledi¢no transaktivaciju HIF-1a (engl. Hypoxia-
inducible factor 1 alpha - HIF-1a)) (Wang, Wang i sar. 2004). Ovi intracelularni dogadaji
zatim pokrecu ekspresiju VEGF-A, koji sa svoje strane stimuliSe angiogenezu. U modelu
izografta koze koji su koriS¢eni za ispitivanje uticaja ESWT na Siroki spektar gena
ukljucenih u proces angiogeneze, pokazano je =znacajno povecanje ekspresije
proangiogenetskih gena, ELR"-CXC hemokina (engl. ELR-positive CXC chemokines,
CXC-familija citokina sa dva N terminalna citokina razdvojena jednom aminokiselinom,
CXCL1, CXCL2, CXCL5), CC- hemokina (engl. CC chemokine, familija proteina sa dva
spojena cisteina blizu N terminusa, CCL2, CCL3, CCL4) i citokina Interleukin-1p (engl.
Interleukin- IL), IL-6 i G-CSF (engl. Granulocyte colony-stimulating factor), VEGF A,
HIF-1ai nekoliko matriksnih metaloproteinaza (engl. Matrix Metalloproteinases- MMP)
MMP3, MMP9, MMP13 (Stojadinovic, Elster i sar. 2008).

Tokom zarastanja rana, PECAM-1 (engl. Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule, CD31) na leukocitima i endotelnim celijama ima klju¢nu ulogu u
transendotelnoj migraciji ka mestu inflamacije, migraciji endotelnih ¢elija 1 formiranju
novih krvnih sudova (DeLisser, Christofidou-Solomidou i sar. 1997). Interesantno je da
je pokazano da je aktivacija PECAM-1 snazno indukovana mehani¢kim stresom
sugeriSuci njegovu ulogu u mehanotransdukeciji (Fujiwara 2006). U odgovoru na ESWT,
znacajno povecanje ekspresije gena za PECAM-1 je pokazano i potvrdeno na histoloSkim

preparatima kao i Western blot analizi tkivnih proteina u studiji koja je bila uradena na
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miSijem modelu dijabetesa (kompromitovanog zarastanja rana) i wild-type Zivotinjama
(,,normalno* zarastanje) (Zins, Amare i sar. 2010). U istoj studiji, analizirana je dinamika
ekspresije 84 gena relevantna za proces angiogeneze i pokazano je da je ESWT tretman
pokrenuo, i kontinuirano odrzavao povecanu ekspresiju 25-30 gena koji su bili atenuirani

ili potpuno isklju¢eni u miSevima sa diabetesom ali i u normalnim, wild-type miSevima.

Tokom procesa regeneracije rane, deSava se mnosStvo celijskih 1 molekularnih
dogadaja koji su medusobno zavisni. Na primer, regrutovanje progenitorskih celija je
indukovano faktorima rasta i hemokinima kao Sto je VEGF (Lee, Wolf i sar. 2000;
Grunewald, Avraham i sar. 2006). Akutna ishemija izaziva prekomernu ekspresiju
hemotaktickih faktora dok se hroni¢na ishemija tkiva karakteriSe smanjenom
sposobnoscu tkiva da privuce endotelne progenitorske ¢elije (eng. Endothelial Progenitor
Cells, EPC) zbog umanjene produkcije hemoatraktanata. Na modelima hroni¢ne i akutne
ishemije na pacovima, pokazano je da ESWT povecava ekspresiju SD-1 iRNK (engl.
messenger Ribonukeic Acid, mMRNA) i da je to funkcionalno povezano sa poboljsanim
homingom prethodno ubrizganih EPC kako u ishemi¢no tako i u ESWT tretirano tkivo
koje nije bilo izlozeno ishemiji (Aicher, Heeschen i sar. 2006). Dodatno, ESWT je
pokazala dozno-zavisan efekat na ekspresiju iIRNKza VEGF u in vitro eksperimentima sa
mononuklearnim ¢elijama poreklom iz kosne srzi (Yip, Chang i sar. 2008). ESWT je
dalje stimulisala diferencijaciju ovih éelija u endotelni fenotip (VEGF" i CD31") (Yip,
Chang i sar. 2008).

ESWT povecava proliferaciju ¢elija u tkivima na lokalnom nivou (Wang 2003;
Chao, Tsuang i sar. 2008; Hofmann, Ritz i sar. 2008; Kuo, Wang i sar. 2009; Kuo, Wang
I sar. 2009), stimulacijom metabolizma i reorganizacije proteina ekstracelularnog
matriksa (Chao, Tsuang i sar. 2008; Carcamo, Aliaga i sar. 2012), smanjenjem apoptoze
tkivnih celija (Aicher, Heeschen i sar. 2006; Kuo, Wang i sar. 2009), smanjenjem
infiltracije i posledi¢nog ostecenja tkiva od strane leukocita (Wang, Wang i sar. 2004;
Stojadinovic, Elster i sar. 2008; Davis, Stojadinovic i sar. 2009). Ovo je obecavajuci
modalitet za primenu na ljudima i zahteva istraZzivanje kako na Zivotinjama i u in vitro

modelima, tako 1 u klinickim studijama. Zbog toga su neophodna dalja istrazivanja,
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posebno u cilju ispitivanja efekata ESWT na inflamaciju, kao i potencijalnih sistemskih

efekata na organizam.

1.2.2. Anti-Inflamatorni efekti ekstrakorporealne terapije udarnim zvuénim
talasima

Kada govorimo o inflamaciji, neophodno je da razlikujemo dva veoma razli¢ita
tipa inflamacije: akutnu inflamaciju (zastitni odgovor tela na povredu koji sluzi kao prva
linijja odbrane organizma i ima korisne efekte) i hroni¢nu inflamaciju (Stetan,
nekontrolisani inflamatorni odgovor). Krajnji cilj akutne inflamacije je da
neutraliSe/uniSti patogene, stvori fizi¢ku barijeru u cilju spreavanja daljeg Sirenja
inflamacije, da dostavi na odgovaraju¢e mesto sve faktore neophodne za uspeSan
nastavak oporavka i da alarmira organizam domacina o ozledi.

Postoje dve glavne komponente u inflamatornom odgovoru, prva je odgovor
vaskularnog sistema, koji ukljucuje sve promene na vaskularnim endotelnim ¢elijama i u
krvnim sudovima u inflamiranom tkivu. Drugi je c¢elijski odgovor koji pretstavlja
promene u ¢elijama koje su odgovorne za iniciranje, propagaciju i rezoluciju inflamacije.
Zbog velikog potencijalno Stetnog efekta koji imaju komponente inflamatornog
odgovora, ogranicavanje 1 prekid ovog procesa je aktivan proces koji je fino regulisan
razli¢itim molekulima. U slu¢aju nemoguc¢nosti da se inflamacija zaustavi u odredenom
periodu vremena, javlja se hroni¢na inflamacija, prouzrokujuéi prateca ostecenja zdravog

tkiva i éelija.

1.2.3. Efekti ESWT na komponente inflamatorne kaskade i inflamatornog
odgovora

U ovom delu, fokusiratemo se na istrazivanja koja su delom imala za cilj da
objasne anti-inflamatorne efekte ESWT. Ove studije su izvodene in vitro i in vivo na
razli¢itim animalnim modelima, na primer modelu ishemije u koznim reZnjevima,
animalni model ishemije miSi¢a, model izogenih graftova koze, kao 1 kompleksniji model
alografta i opekotine.

Vaskularni sistem: Brojne studije su pokazale da je neposredno nakon ESWT pa

sve do nekoliko dana posle tretmana prisutno vidno povecanje perfuzije tretiranog tkiva
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kao 1 nivo oksigenisanosti tkiva. U modelu reznjeva koze, sluc¢ajne povrsine, (u ovom
modelu reZznjeva koze, umesto striktno predodredene veliCine reznjeva koriste se
anatomska mesta kao odrednice granica §to je znacajno zbog razlika u povrsini tela
zivotinja 1 daje precizniji odnos povrsine reznja i ukupne povrsSine tela i pored malih
varijacija u povrsini reznja kada se porede dve eksperimentalne Zivotinje) (Yan, Zeng i
sar. 2008), pa ¢ak i na modelu reznjeva koze u Zivotinja koje imaju komorbiditete (Kuo,
Wang i sar. 2009) (npr. dijabetes izazvan hemijskim tretmanom) prisutno je znacajno
povecanje perfuzije tkiva i smanjeno formiranje edema posle primene ESWT.

Jedan od mehanizama kojim ESWT iskazuje svoje efekte na krvni i limfni sistem
je putem povecanja koncentracije NO. NO je mali, svuda prisutan molekul, ¢ije je
oslobadanje iz endotelnih Celija jedan od moguéih mehanizama Kratkotrajnih efekata
ESWT na perfuziju. Efekti na perfuziju su opisani i u modelu ishemije miSic¢a
m.cremaster u pacova. Kada su poredili grupe koje su imale pre-ishemijski ESWT
tretman sa miSicem koji je imao samo ishemiju izazvanu perfuzijom, Krokowicz i
saradnici (2008.) su uocili da je dosSlo do smanjenja u kotrljanju i adheziji leukocita za
endotelne celije krvnih sudova, kao i smanjenje ekspresije adhezivnih molekula koji su
ukljuceni u ovaj proces ELAM-1 (engl. Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1),
ICAM-1 (engl. Intercellular Adhesion Molecule 1) kao i VCAM-1 (engl. Vascular cell
adhesion protein 1). Isti autori su utvrdili da dolazi i do povecanja brzine kretanja
eritrocita kroz ispitivane krvne sudove nakon tretmana i pokazali da je ESWT povezana
sa povecanjem brzine kretanja eritrocita u arteriolama do 40% u poredenju sa brzinom
kod netretiranih Zivotinja (Krokowicz, Klimczak i sar. 2012). Kada su primenili ESWT
nakon ishemije, utvrdili su da je doSlo do povecanja dijametra funkcionalnih kapilara za
21%, povecanja u dijametru arteriola za 33% i brzine kretanja eritrocitra kroz arteriole
drugog 1 tre¢eg reda od 65% u poredenju sa netretiranim ishemi¢nim kontrolama.

Celijski efekti: Nekoliko studija (Stojadinovic, Elster i sar. 2008; Radu, Kiefer i
sar. 2011) je pokazalo efekte ESWT na infiltraciju tkiva inflamatornim Ccelijama,
ukljucujuéi smanjenje broja polimorfonukleara i makrofaga (Davis, Stojadinovic i sar.
2009), povecanje infiltracije fibroblasta (Kuo, Wang i sar. 2009), njihove proliferacije
(Berta, Fazzari i sar. 2009), povecano regrutovanje mezenhimalnih stem celija (Chen,

Wurtz i sar. 2004) i progenitora endotelnih celija (Aicher, Heeschen i sar. 2006).
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Opisane premene na razlicite ¢elijske tipove su verovatno kombinovani efekat ESWT na
receptore na vaskularnim endotelnim celijama (Krokowicz, Klimczak i sar. 2012) i
promena u ekspresiji hemokina i citokina u ciljnom tkivu (Stojadinovic, Elster i sar.
2008).

Alotransplantacija, procedura u kojoj se vrSi hirurSka transplantacija organa i
tkiva izmedu razliCitih individua iste vrste (sojevi pacova Lewis su sluzili kao donori
zadnje noge i Brown-Norway pacovi su bili recipijenti), je veoma komplikovan proces u
kome je jedan od velikih problema odbacivanje tkiva usled intezivnog imunskog
odgovora. Nakon primene ESWT, alografti su imali duzi zivotni vek za €itav dan. Iako
EWST nije uspela da dostigne rezultate imunosupresivnih lekova, uspela je da pomeri
granicu za statisticki znacajan jedan dan. Autori su razvili poseban sistem ocenjivanja
prezivljavanja tkiva makroskopski i mikroskopski. Kao $to je i za ocekivati, oba sistema
su dala istovetne rezultate u korist anti-inflamatornih efekata ESWT koji su se ogledali u
broju infiltriranih ¢elija, i tipu ¢elija koje su naselile tkivo.

U modelu teSkih opekotina (BALB/c miSevi), rane koje se odlikuju visokim
stepenom inflamacije efekte ESWT su ispitivali Davis i saradnici (2008). Oni su
analizirali ekspresiju gena za hemokine, pro-inflamatorne citokine, matriksne
metaloproteinaze u marginama rane Zivotinja tretiranih sa ESWT i netretiranih kontrola.
Oni su utvrdili da ESWT ispoljava znacajan anti-inflamatorni efekat kroz modifikovanje
mikrosredine u samoj rani i tkivu koje je okruzuje a koje je u stanju povoljnom za
zarastanje.

U modelu izogenih reznjeva koze (Stojadinovic, Elster i sar. 2008) kao i
alotransplantacije zadnje noge (Radu, Kiefer i sar. 2011) pokazana je supresija
proinflamatornih gena koja je onda dovedena u vezu sa makroskopskim rezultatima i
boljim prezivljavanjem samih graftova i oporavku nakon terapije. U izograftima,
pozitivan efekat ESWT u tretiranoj grupi zivotinja se ogleda u povecanoj ekspresiji
hemokina (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL2, CCL3, CCL4), citokina (IL-1pB, IL-6, G-
CSF, VEGF-A), MMP (MMP3, MMP9, MMP13) i faktora poreklom iz makrofaga (MIP-
la - CCL3, MIP-1b - CCL4, MMP-13).

Azot oksid je jedan od klju¢nih molekula ukljuc¢enih u inflamaciju i angiogenezu.

Mnogi autori su povezali primetno povecanje u broju krvnih sudova sa povecanjem
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sinteze i koli¢ine oslobodenog NO. Sa druge strane postoje i autori koji sugerisu da je NO
i nivo NO u tkivima u tesnoj vezi sa patologijama koje su posledica nekontrolisane
inflamacije. Kako bilo, in vitro, studije na dve razli¢ite ¢elijske linije, su pokazale da je
ESWT mogla da bude protivteza ovim procesima i da vrati nivo NO na normalne
fizioloSke vrednosti putem promena u ekspresiji gena za eNOSIi posledicnim smanjenjem
aktivacije i drugih NF-kB-zavisnih inflamatornih gena (Tugcu, Bas i sar. 2008).
Znacajno je ista¢i da ESWT smanjuje nivo NF-xB i pre i nakon njegove aktivacije. Ovi
podaci produbljuju naSe znanje o potencijalnom anti-inflamatornom mehanizmu ESWT
koji je ve¢ viden i zabelezen u klini¢kim istrazivanjima. In vivo, pre-ishemijski ESWT
tretman izaziva povecanu ekspresiju iNOS, CXCL-5 i CCL-2 dok ESWT primenjen
nakon ishemije smanjuje ekspresiju iINOS (Krokowicz, Klimczak i sar. 2012).

Postoje i podaci nekih autora koji ukazuju i na sistemske efekte ESWT. Kuo i
saradnici (2009) su pokazali da nivo H,O; u cirkulaciji znacajno opada nakon primene
ESWT, sugeriSu¢i na potencijalne sistemske efekte ESWT na cirkuliSuce Ccelije.
Pretretman tkiva sa ESWT ima protektivne efekte u modelu ishemija i modelu
reperfuzija. Ovi efekti se ogledaju u smanjenju ekspresije brojnih proimflamatornih

proteina, Sto se u velikom broju slucajeva ispostavilo kao korisno za proces zarastanja.

1.3. ESWT minimizira nekrozu tkiva putem stimulisanja

angiogeneze

Nekroza tkiva koja se pojavljuje kao posledica ishemije je ozbiljan klinicki
problem. Brojni terapeutski pristupi ovom problemu postoje ne bi li se poboljSala stopa
prezivljavanja ugrozenih reznjeva. Sa razvojem tehnologije i tehnike, naroc¢ito u polju
molekularne biologije i medicine, veliki broj terapeutika postoji na trzistu. Oni variraju
od agenasa primenjenih topikalno, kao Sto su fibrin, solubilni medijatori, modulatori i
faktori rasta (npr. rekombinantni humani VEGF) (Michlits, Mittermayr i sar. 2007,
Mittermayr, Morton i sar. 2008), anti-ishemijski farmakoloSki agensi (nitroglicerin,
trolamine salicilat i nifedipin) (Davis, Wachholz i sar. 1999), preko sistemski primenjivih

terapeutika kao §to su hiperbari¢ni kiseonik (Zhang, Chang i sar. 2008), kortikosteroidi
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(Korompilias, Chen i sar. 1996), trombolitici (Shalom, Friedman i sar. 2008), sakupljaci
slobodnih radikala (engl. quencher of free radicals) (Knight 1994), vazoaktivne
supstance, agonisti Na* kanala, nikorandil, prostaciklin i drugi modifikatori prostanoida
(Knight, Kawabata i sar. 1991; Qi, Hiura i sar. 2006). Bitno je ista¢i da ni za jedan
farmakoloski tretman, u dostupnoj literaturi, ne postoje uniformni pozitivni rezultati ni
konzistentna efikasnost. Angiogeneza je od krucijalnog znacaja za prezivljvanje kako
reznjeva koze tako i za prezivljavanje graftova koze. Zato ne iznenaduje Cinjenica da su
savremeni terapeutici fokusirani upravo na ovaj proces. Trenutno se ispituje genska
terapija adenovirusima koji nose gene za humani TGF-B, VEGF i angiopoietin-1
(Huemer, Shafighi i sar. 2004; Gurunluoglu, Meirer i sar. 2005; Benest, Salmon i sar.
2006; Giacca 2007; Korpisalo, Karvinen i sar. 2008), poveéanje FGF-2 kroz
inkapsulirane genetski modifikovane mioblaste (Rinsch, Quinodoz i sar. 2001) i
transplantacijom endotelnih progenitorskih celija izolovanih iz pupCane vrpce i
transfektovanih sa VEGF zarad povecanja njegove ekspresije (Ikeda, Fukuda i sar. 2004).
Za sve ove terapije je zajednicko da su izuzetno skupe, tesko su primenljive i veoma
rizi€ne zbog prirode samog tretmana i iz tih razloga nisu rasprostranjene u lecenju rana i
narocito distalnih delova reznjeva koze u rekonstruktivnoj hirurgiji.

Da bi bila uspesna, i klini¢ki primenljiva, terapija mora da zadovolji nekoliko
uslova. Mora da bude: 1. efikasna, 2. neinvazivna, 3. da ima minimalni odnos rizika i
koristi, 3. da je lako primenjiva, 4. da je finansijski isplativa. Na zalost, mnoge terapije ne
zadovoljavaju ove kriterijume i stoga postoji konstantna potreba da se terapije menjaju,
osavremenjuju i otkrivaju potencijalno novi terapeutski agensi za reSenje ovog problema.
U poslednjih nekoliko decenija, doslo je do razvoja nekoliko terapija koje koriste fizicke
sile (elektri¢ne, magnetne sile, kompresione sile) kako bi ubrzale proces zarastanja rana i
regeneracije, izvukle tkivo iz zacaranog kruga inflamacije 1 tkivnog oStecenja, 1 ubrzale
proces stvaranja novih krvnih sudova. Oni stimuliSu kriticne komponente procesa
zarastanja kroz Celijske 1 biohemijske signale kumulativno vode¢i ka ubrzanom opravku
tkiva. Ove terapije dobijaju na znacCaju i postaju sve prihvatljivije kao vazni dodatak
leCenja kompleksnih rana. Jedna takva terapija je i terapija vantelesnim udarnim zvucnim

talasima. U ovim eksperimentima, Zeleli smo da utvrdimo efikasnost udarnih zvu¢nih
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talasa u animalnom modelu ishemije reZznjeva koZze i pokuSsamo da produbimo
razumevanje mehanizama kojima ova terapija ispoljava svoje blagotvorne efekte.

U seriji eksperimenata u ovom radu, smo ispitivali uticaje ESWT na
prezivljavanje reznjeva koze sa hirurski izazvanom ishemijom u pacova, utvrdimo njene
efekte na perfuziju tkiva, koli¢inu formirane serome i angiogenezu. Takode, smo pokusali
da u pilot eksperimentu proverimo hipotezu iz dostupne literature o potencijalnom
sistemskom efektu ESWT na organizam, i utvrdimo koji je pravi momenat da se ESWT

primeni.

1.4. Novi model inflamacije i gastrointestinalnog

dismotiliteta izazvanog traumom perifernih tkiva

Trauma je najceS¢i uzrok smrti u populaciji mladih osoba starosti od 1 do 45
godina u SAD i glavni uzrok prerane smrti Sirom sveta. Na godiSnjem nivou, skoro 40
miliona ljudi pretrpi traumatsku povredu sa preko 150000 smrtnih slucajeva u SAD pri
tome na saobracajne nesrec¢e ode najveci procenat. Kada se pri tome doda broj povreda u
ratovima, godiSnje oko 117 biliona dolara se potroSi na negu ovih bolesnika.
Neophodnost boljeg razumevanja procesa inflamacije i patofizioloskih procesa koji se
deSavaju tokom traume se ogleda u broju Zrtava i finansijskih sredstava koja se troSe za
njihovo lecenje (CDC Injury Factbook, 2006). U savremenom dobu, ne samo da se broj
sluajeva povecao, ve¢ i1 kompleksnost povreda kao i1 veli¢ina same povrede. Ova
situacija je narocito uocljiva u vojsci i oruZzanim sukobima, gde je razvoj ne samo oruzja
ve¢ 1 protektivne opreme doprineo da povrede budu teze, obuhvataju vecu povrsinu tela,
a s druge strane vojnici prezivljavaju zbog toga Sto ih oprema Stiti. Oko 80% od ukupnog
broja svih ranjavanja u vojsci, su vojnici koji imaju rane na jednom ili viSe ekstremiteta.
Eksplozije koje imaju visoku energiju izazivaju masivne rane, koje obuhvataju kozu,
misice, kost 1 nerve, koje su veoma Cesto kontaminirane infektivnim agensima i deli¢ima
zemlje, metala ili u nekim slucajevima radioaktivnim materijalom a prisutna je i velika
koli¢ina mrtvog tkiva. Kao $to je gore navedeno, brojni tretmani se primenjuju, taj broj je

narocito veliki u kratkom vremenskom periodu nakon ranjavanja, period tokom kojeg se
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povredeni transportuju u bolnice je znacajno skracen, i uopste Citava logistika nege
povredenih doprinosi boljem prezivljavanju. Medutim, ovaj napredak u inicijalnom
zbrinjavanju samo je povecao broj ljudi koji imaju posledi¢ne patofizioloSke probleme
kao Sto su sistemski inflamatorni odgovor, gastorintestinalni ileus, vazodilatacija,
povecana permeabilnost mikrovaskularnih sudova, sekvestracija fluida, generalna
hipoksiju tkiva, preterana aktivacija kaskade zgruSavanja kao i vaskulare promena koje
dovode do otkazivanja udaljenjih organa.

Trauma pokrece Citavu kaskadu akutnih metabolic¢kih, endokrinih i imunskih
odgovora, ukljucujuéi regrutovanje tromobocita, koagulacionih faktora, neutrofila i T
¢elija na mesto povrede. Ovi procesi su kontrolisani i modifikovani putem cirkuliSu¢ih
sistemskih proinflamatornih citokina. Posmatrano iz teleoloske perspektive, konacéni
ishod pacijenata je odreden naSom mogucnosti da postignemo balans izmedu pro- i anti-
inflamatornog odgovora domacina. Kada se disekvilibrijum pojavi, rezultujuéi
preteranom produkcijom proinflamatornih citokina, javlja se sindrom sistemskog
inflamatornog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS), koji
moze da dovede do disfunkcije razli¢itih organa i disfunkcionalnosti viSe organa
istovremeno (engl. MultipleOrgan Disfunction Syndrome, MODS) koji ima stopu
smrtnosti od oko jedne tre¢ine od svih teSko povredenih pacijenata. Sistemski
inflamatorni odgovor moze da rezultuyje i u neodgovarajuéem kompenzatornom
antiinflamatornom odgovoru (engl. Compensatory Anti-inflammatory Response
Syndrome, CARS) koji je povezan sa uvecanim rizikom za infekciju (imunosupresija
povezana sa CARS) (Keel i Trentz 2005).

Citokinski posredovana disregulacija inflamatornog odgovora na teske traume je
dobro prepoznata komponenta SIRS i MODS. Nema sumnje da gastrointestinalni trakt
(GIT) igra odlucujucu ulogu u patofiziologiji tela pri odgovoru na traumu (Marshall,
Christou i sar. 1993). Cini se da je gastorintestinalni trakt posebno osetljiv, i dolazi do
nefunkcionalne aktivnosti, ukljucujuéi zastoj zeludca i teSkog gastrointestinalnog ileusa.
Klinicki dokaz ovoga je nemoguénost teSko povredenih pacijenata da jedu ¢vrstu hranu
Sto sa svoje strane dovodi do limitiranja dostupnih vitalnih nutrijenata. Prestanak
motiliteta creva dovodi do razmnoZavanja bakterija, njihove prenaseljenosti i

prenamnozenosti u samom GIT. Bakterije konsekventno razaraju mukozne barijere u
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zidu GIT translociraju se iz GIT i dovode do sistemske infekcije. Ova sistemska infekcija
povecava inflamatorni odgovor organizma, sistemski proinflamatorni signali se
produkuju u jo§ veéem stepenu i samim tim dalje smanjuju motilitet GIT 1 konsekventno
povecavaju disfunkcionalnost ostalih organa. U ekstremnim slu¢ajevima, ova pozitivna
povratna sprega dovodi do smrti povredenih pacijenata (Deitch 1990). U danasnjoj
literaturi, mehanizmi koji dovode do disfunkcionalnosti GIT posle teskih povreda ostaju
nepoznati. Mehanisticke studije, koje su dale uvid u kaskadu sistemskih, ¢elijskih 1
molekularnih dogadaja su sprovodene na modelima sistemske hemoragije kombinovane
sa laporatomskim operacijama. Treba ista¢i da su posledi¢ni molekulski dogadaji nakon
ovih procedura kao i funkcionalnost samog GIT objasSnjavani kao posledica odgovora na
povredu tkiva usled reperfuzije ishemi¢nog tkiva (ishemija koja se javlja kao posledica
nedovoljne prokrvljenosti tkiva i posledi¢no smanjenje tkivnog volumena, nakon naglog
upliva fluida dovodi do o$tecenja ¢elija i citoarhitektonike tkiva). Kratkoro¢ne studije su
kombinovale sistemsku hemoragiju sa prelomom femura, u ovim studijama nakon
oporavka od eksperimentalne procedure bila je prisutna obavezna upotreba analgetika.
Analgetici sami po sebi imaju uticaja na GIT i njegovu funkcionalnost, Sto sa svoje strane
uvodi nepoznate faktore u objaSnjavanje mehanistickih podataka. Na zalost, obavezna
upotreba analgetika u ovom modelu uvodi i ¢itav repertoar farmakoloskih efekata koje
analgetici imaju na imunski sistem i kao Sto je pomenuto na GIT. Pored farmakoloskih
efekata, jos jedan problem se javlja u modelima koji se koriste u ove svrhe, a to je
nemogucnost da se standardizuje sama povreda. Sama povreda izaziva bol koji se
posledi¢no javlja i1 koji je veoma tesko izolovati radi mehanistickog analiziranja GIT
(Tsukamoto i Pape 2009). Dalje, teSko je izolovati i analizirati ulogu biomarkera u samoj
rani, i fluidu iz rane, za koje je pokazana jasna korelacija u razvoju SIRS i MODS.
Trenutno ne postoji pouzdan model za izuCavanje mehanizama koji dovode do
disfunkcionalnosti GIT izazvane traumom perifernih tkiva i koji ima moguénost finog
podeSavanja ekstenzivnosti rane i velike reproducibilnosti.

Glavni cilj ovog seta eksperimenata u ovom istrazivanju je bio da se razvije i
opiSe animalni model koji bi prevaziSao manjkavosti trenutno dostupnih modela i koji bi

oponaSao molekularne i funkcionalne mehanizme koji izazivaju stazu u GIT kao
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posledicu teSke traume, kako bismo ga kasnije uspeSno koristili za testiranje efekata

ESWT na sistemskom nivou.

1.5. TLRA4 i terapijska ESWT modulacija inflamacije i
gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanih traumom perifernih

tkiva

Sirom sveta, trauma je najée$¢i uzrok smrti kod dece i mladih. Danak koji trauma
uzima u ljudstvu, medicini i finansijski je ogroman. Svega nekoliko terapeutskih opcija
postoji za izuCavanje patofizioloskih procesa koji se deSavaju u telu povredenih
neophodnim i potrebnim ne bi li se pronasla uspesnija terapija za leCenje pacijenata.
Povrede koje se desavaju medu civilima kao posledica sve ve¢eg broja motornih vozila 1
posledi¢no ucestalijih saobracajnih nesreca, i1 posledica teroristickih napada 1 ranjavanja u
ratom zahvacenim podrucjima. U poslednje vreme, napredak u medicini, tehnologiji 1
tehnici je doveo do uspeSnijeg inicijalnog tretmana Sto utiCe na povecanje broja
prezivelih u poredenju sa brojem prezivelih sa istim povredama u proslosti. Medutim,
ovaj napredak u inicijalnom tretmanu nije pra¢en poboljSanjem tretmana u prvih nekoliko
dana nakon traume, i uprkos povecanju prezivljavanja same traume, dogodio se porast u
broju Zrtava koje razvijaju SIRS, vazodilataciju, povecanje permeabiliteta krvnih sudova,
sekvestracije fluid, generalne hipoksije tkiva, aktivacije kaskade zgruSavanja koji onda
dovode do oStec¢enja udaljenih organa i MODS. Poznato je da morbiditet i mortalite
prezivelih sa velikom akutnom traumom je povezan sa aktivacijom molekularne signalne
kaskade inflamacije (Kaczorowski, Mollen i sar. 2008; Mollen, Levy i sar. 2008; Seok,
Warren i sar. 2013). Kao Sto smo prethodno opisali, traumatska povreda pokrece
izuzetno kompleksnu kaskadu ukljucujuéi akutni metabolicki, endokrini 1 imunski
odgovor koji obuhvata regrutovanje trombocita, faktora koagulacije, neutrofila, monocita,
T Celija, koji su modulisani sa oslobadanjem ogromne koli¢ine sistemskih regulatornih
proinflamatornih citokina. Krajnji ishod za pacijenta je odreden njegovom sposobnoscu

da odrzi u delikatnoj ravnotezi, balans izmedu pro- i anti- inflamatornog odgovora.
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U poslednje vreme, velika paZnja je posvecena multicentari¢nim, komparativnim
Warren i sar. 2013). Kao primer, navodi se da pacijenti sa opekotinama procentualno
imaju vece opekotine (povrSina opekotine/ukupna povrSina tela) u poredenju sa
animalnim modelima (Woodcock i Woosley 2008) isti¢u¢i da zbog toga neki, klinicki
relevantni sistemi ostanu nepokrenuti u ovim modelima. Paralela se moze povuci i sa
animalnim modelima traume perifernih tkiva, koji ukljucuju prelom, ortopedsku povredu
kombinovanu sa nagnjecenjem ili laparaskopskom intervencijom sa manipulacijom
gastrointestinalnog sistema (Tsukamoto i Pape 2009). Moze se spekulisati i da klini¢ki
relevantna trauma, sa gledista posttraumatskih komplikacija, obi¢no ima veca oStecenja
oste¢enjem perifernih tkiva (engl. Tissue-Bone Matrix, TBX model) koji je precizno
kontrolisan i koji ima visoki stepen reproducibilnosti, koji rekapitulira mnoge vazne
klinicki uocljive fenomene i koji moze znacajno da doprinese upotrebom genetike i
genetske manipulacije koja je dobro opisana i u Sirokoj upotrebi kod miSa kao vrste za
animalne modele (Tsukamoto, Antonic i sar. 2011). Bitno je ponovo ista¢i, da na§ model
ne zahteva obaveznu upotrebu lekova protiv bola koji imaju funkcionalnih efekata na
imunski sistem, pluca ili GIT.

Dokazano je da aktivacija Toll-like receptor (TLR)/MyD88 i TLR4/TRIF puteva
ima vaznu ulogu u modelima opekotine (Krzyzaniak, Cheadle i sar. 2011), sepse,
sistemske hemoragije, i povreda sr¢anog misica, jetre, pluca usled reperfuzije ishemicnog
tkiva (Kaczorowski, Mollen i sar. 2008; Buchholz, Chanthaphavong i sar. 2009;
Kaczorowski, Nakao i sar. 2009; Kaczorowski, Tsung i sar. 2009; Buchholz i Bauer
2010; Buchholz, Billiar i sar. 2010). TLR sluze kao receptori za prepoznavanje
molekulskih obrazaca (Pattern Recognition Receptors, PRRs), koji su eksprimirani na
hematopoetskim ¢elijama, uklju¢ujué¢i makrofage, monocite, neutrofile, dendritske celije 1
T limfocite (Kabelitz 2007; Kaczorowski, Tsung i sar. 2009; Prince, Whyte i sar. 2011).
Interesantno je da su TLR eksprimirani i na ostalim ¢elijma, kao §to su endotelne ¢elije,
epitelne, glatko misiéne celije 1 neuroni. Ovi receptori prepoznaju konzervirane
molekulske obrasce mikroorganizama (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns,

PAMPs) i endogene opasne molekulske obrasce (engl. Danger-Associated Molecular
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Patterns, DAMPs) koje zajedno Cini ogroman broj lipida, ugljenih hidrata, proteina i
nukleinskih kiselina. Naime, 1 u klinickim i1 u eksperimentalnim istrazivanjima, je
pokazan veliki broj sli¢nosti izmedu sepse i traume (Murphy, Paterson i sar. 2004;
Kaczorowski, Mollen i sar. 2008). Danas se u proucavanju sepse intenzivno proucava
farmakoloSka blokada i/ili modulacija TLR kao potencijalna terapeutska meta.

Kao Sto je ranije istaknuto, ESWT je relativno nova terapija koja je uspe$no
primenjena ne samo kod litotripsije ve¢ i na mekim tkivima. Pokazana je njena efikasnost
u ortopedske svrhe (Wang, Qin i sar. 2008), zarastanju rana (Ottomann, Hartmann i sar.
2010), kod opekotina (Davis, Stojadinovic i sar. 2009; Ottomann, Stojadinovic i sar.
2012), povrede krvnih sudova (ateroskleroza i ishemija) (Yan, Zeng i sar. 2008;
Mittermayr, Hartinger i sar. 2011). Na lokalnom nivou, pokazano je da ESWT moduliSe
NO, eNOS i iNOS kao jedan od mehanizama kojim ova terapija ostvaruje svoje efekte na
neoangiogenezu (Stojadinovic, Elster i sar. 2008; Zins, Amare i sar. 2010), kao i na
neolimfoangiogenezu (Kubo, Li i sar. 2010) i da pokrece veliki broj puteva imunskog
sistema (Mittermayr, Antonic i sar. 2012). Medutim, mali je broj podataka o efektima
ove terapije na sistemske nivoe, narocito u serumu i eksudatu iz rane, razli¢itih pro- i
anti-inflamatornih medijatora. Ranije je istaknuto da ESWT tretman jedan sat nakon
nastanka opekotine smanjuje hemokinsku ekspresiju, suprimira proinflamatorne citokine,
smanjuje proteoliticku degradaciju ekstracelijskog matriksa na marginama opekotine, i
znacajno umanjuje infiltraciju neutrofila i makrofaga u ranu (Davis, Stojadinovic i sar.
2009).

Krakovitz i saradnici su pokazali da ESWT povecava protok krvi kroz male krvne
sudove kao i da pretretman putem ESWT suprimira ekspresiju adhezivnih molekula
ELAM-1 i ICAM-1 odgovornih za regrutovanje neutrofila na mesto ishemije. Sve
navedeno implicira da bi EWST mogla da bude potencijalna terapija koja ubrzava
normalne fizioloSke procese popravke tkiva u rani.

Glavni cilj ovih ekperimenata je bio da se utvrdi potencijalna uloga TLR4/MyD88
puta u pokusaju da se moduliSe odgovor na oStecenje tkiva, kao i da se utvrdi da li ESWT

moduliSe odgovor organizma i ima efekte na gastrointestinalni motilitet.
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1.6. ESWT modifikuje imunski odgovor i ima
protektivni efekat protiv postoperativnog ileusa u miSijem

modelu

Postoperativni ileus (POI) je jatrogeno oboljenje koje se Cesto javlja, ako ne i
obavezno, nakon abdominalne hirurgije. POI je 1990. godine definisan i klasfikovan od
strane Livingstona i saradnika kao funkcionalna inhibicija propulsivne aktivnosti creva,
nezavisno od patofizioloskog mehanizma koji ga uzrokuje i podelili su ga na POI
(nekomplikovani ileus koji se javlja nakon hirurgije i koji se spontano reSi u roku od 2-3
dana) i paraliti¢ki POI, stanje koje traje duze od tri dana (Livingston i Passaro 1990) zbog
pretpostavke da postoje dva mehanizma odgovorna za razvoj jednog ili drugog
postoperativnog ileusa. Medutim, da bi odredili trajanje ileusa, naucnici i lekari su se
sluzili razli¢itim parametrima, kao $to su zvuci koje creva generisu, gasovima i pokretima
creva. Gasovi i zvuci su kontroverzni zato $to su neprecizni, npr. zvuk mogu da prave i
tanko 1 debelo crevo. Tako da je merenje pokreta creva za sada najprecizniji nain za
izuCavanje ileusa (Holte i Kehlet 2000). Uprkos tome Sto je relativno benigno oboljenje,
njegova pojava je pracena povecanjem morbiditeta pacijenata kao i velikim izdacima za
negu pacijenata i hospitalizaciju. StatistiCka istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem
troSkova zbog POl su pokazala da su godisnji izdaci zbog ove skoro obavezne
komplikacije abdominalnih hirurskih intervencija ali i intervencija na drugim delovima
tela, preko 1.4 milijarde dolara u SAD (Goldstein 2007).

Normalan motilitet creva je razultat kompleksne interakcije izmedu enterickog
nervnog sistema, centralnog nervnog sistema, hormona i lokalnih faktora koji mogu da
uticu na aktivnost glatke muskulature. Motilitet creva je zavisan od aktivnosti
migratornog motornog kompleksa (engl. Migratory Motor Complex,MMC) koji je
odgovoran za cirkularne, koordinisane kontrakcije glatke muskulature u zidu creva koja
za cilj ima potiskivanje hrane duz crevnog trakta. MMC pocinje od stomaka svakih 5 do
10 minuta tokom perioda izmedu dva obroka i odgovoran je za osecaj gréenja tokom
gladovanja. Svaki ciklus traje priblizno 1 minut. Za detaljan opis MMC u fizioloskim i

patofizioloSkim stanjima pogledati revijalni pregled Deloosea i saradnika (Deloose,
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Janssen i sar. 2012). Ukratko, postoje Cetiri faze u svakom MMC. U prvoj fazi dolazi do
oscilacija u membranskom potencijalu miSi¢ne celije bez kontrakcije. Druga faza
obuhvata pocetak pravih misi¢nih kontrakcija koje dostizu maksimum u trecoj fazi.
Nakon nje nastupa Cetvrta faza u kojoj misi¢ miruje (Sarna 1985).

Do danas je predloZzeno nekoliko uzro¢nika postoperativnog ileusa (POI) koji
ukljucuju simpaticke reflekse, inhibitorne humoralne signale, oslobadanje noradrenalina
iz zida creva, anestezija i inflamacija (Bueno, Ferre i sar. 1978; Livingston i Passaro
1990). Uvodenje laporaskopskih tehnika u hirurgiju, minimalno invazivne tehnike je
dovelo do znacajnog skracenja perioda POI. Ovaj podatak sam po sebi sugeriSe da je
hirurSka manipulacija GITom per se, kao i smanjenje postoperativnih lekova protiv
bolova, imalo znacajnu ulogu u izazivanju POI (Dubois, Icard i sar. 1990; Garcia-
Caballero i Vara-Thorbeck 1993; Ludwig, Frantzides i sar. 1993; Schippers, Ottinger i
sar. 1993; Bohm, Milsom i sar. 1995). Dizajniranje animalnih modela za proucavanje
ovog problema je dovelo do boljeg razumevanja POI i pokazano je da su tri glavna puta
koja dovode do postoperativnog ileusa kao posledica hirurskog manipulisanja GIT-om.
Ovi putevi nisu nezavisni, i njihov sinergisticki efekat na GIT izaziva POI. VaZznost ovih
puteva varira tokom vremena kao i njihovo preklapanje i interakcije su moguce.

Prvi put je neurogenog porekla i ukljucuje aferentne i eferentne puteve od
kicmene mozdine. Eksperimenti sa oSteenjima ki¢mene moZzdine pokazali su da
spleni¢na u poredenju sa vagalnom inervacijom ima znacajniju ulogu (Plourde, Wong i
sar. 1993; Zittel, Reddy i sar. 1994; Zittel, Rothenhofer i sar. 1994; Zittel, Lloyd i sar.
1998), ali i da adrenergicki hipotalamicki i pontini-medularni inhibitorni putevi postaju
aktivirani Sto je procenjivano aktivacijom c-fos ekspresije (Barquist, Bonaz i sar. 1996)
nakon hirurSke intervencije. VVagalni putevi su takode ukljuceni POI izazvan hirurSkom
intervencijom (Boeckxstaens, Hirsch i sar. 1999). Na primer, incizija koZe i laporatomija
kratkoro¢no inhibira motilitet kroz aktivaciju adrenergickih puteva. Za ovaj put se
pretpostavlja da je deo spinalnih refleksa koji je prekinut podelom spleni¢nih neurona ili
resekcijom dorzalnih korenova ki¢mene mozdine (Holzer, Lippe 1 sar. 1992,
Boeckxstaens, Hirsch i sar. 1999). Sa druge strane, snazniji stimulus, kao Sto je
manipulisanje crevima pokrece drugi put, sa vi§im pragom pokretanja, supraspinalni put.

Snazan stimulus pokreée specifi¢ne hipotalamicke puteve i nucleus tractus solitarii,
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paraventrikularno jedro i supraopticki nukleus hipotalamusa (Barquist, Bonaz i sar. 1996;
Bonaz i Tache 1997). Kortikotropni oslobadaju¢i hormon (engl. Corticotropin Releasing
Hormon, CRH) je jedan od glavnih medijatora (Bonaz i Tache 1997; Luckey, Livingston
i sar. 2003). Pored adrenergickog inhibitornog puta, ukljucen je i vagalni inhibitorni put
(Barquist, Bonaz i sar. 1996; Bonaz i Tache 1997) ¢iji su medijatori NO i VIP (engl.
Vasoactive intestinal peptide) (Bonaz i Tache 1997; De Winter, Robberecht i sar. 1998).
Morfijum, kao i drugi agonisti p-opioidnih receptora dati preoperativno produzavaju
trajanje postoperativnog stazisa GIT, dok tretman agonistima k-opioidnih receptora
obnavlja motilitet naruSen operacijom verovatno kroz perifernu akciju na nevagalne
nociceptorne aferentne puteve (Gue, Alvinerie i sar. 1989). Nespecifi¢ni antagonist
opioidnih receptora, naksolon, dalje produzava trajanje POl Sto kombinovano sa
prethodno pomenutim sugeriSe da aktivacija k-opioidnih receptora na spleni¢kim
aferentnim neuronima smanjuje visceralnu nociocepciju i inhibitorne reflekse umanjujuci
na taj nacin POI. Sve prethodno pomenute studije koje su ispitivale neuronalne
mehanizme su radene kratko nakon same hirurske intervencije, iako su verovatno uspele
da objasne ranu blokadu motiliteta, ne mogu da objasne dugoro¢ne efekte, u trajanju od
nekoliko dana (Livingston i Passaro 1990; Holte i Kehlet 2000). Ve¢ smo pomenuli da
farmakoloski agensi, kao Sto su agonisti opioidnih receptora igraju ulogu u razvoju POI,
Sto ukazuje na drugi uzrok GIT stazisa. Opioidi se univerzalno koriste kao analgetici
nakon abdominalne hirurgije. Modulatorna uloga na razvoj POI razli¢itih farmakoloskih
agenasa kroz aktivaciju ili blokiranje k-, pu- i 6- opioidnih receptora je pokazana u
velikom broju in vivo studija (Bueno, Fioramonti i sar. 1978; Livingston i Passaro 1990;
Zittel, Reddy i sar. 1994; Zittel, Rothenhofer i sar. 1994; Bohm, Milsom i sar. 1995;
Zittel, Lloyd i sar. 1998). Tre¢i mehanizam koji igra znac¢ajnu ulogu u izazivanju POI i
dismotiliteta GIT je inflamatorni put. Ovaj put je od znacaja za dalje utvrdivanje ¢elijskih
1 molekularnih efekata ESWT i njemu ¢emo posvetiti posebnu paznju.

Dugoroc¢ni efekti hirur§ke intervencije na GIT mogu se samo delimi¢no pripisati
neuroloskim razlozima ili farmakoloskim agensima. Misi¢ni sloj zida tankog creva,
tunica muscularis, ¢ine dva sloja: sloj mi$ic¢a ¢ija se vlakna pruzaju duz lumena creva
(spoljasniji sloj, longitudinalni sloj, stratum longitudinale) i unutra$nji sloj misica ¢ija se

misiéna vlakna pruzaju popre¢no u odnosu na lumen creva (unutra$nji sloj, cirkularni
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misi¢, stratum circulare). Izmedu ova dva sloja se nalazi mienteri¢ni nervni pleksus
odgovoran za peristaltiku creva. Pored neurona, u misi¢nom sloju zida GIT nalazi se
ekstenzivna mreza rezidentnih leukocita (Faussone-Pellegrini, Pantalone i sar. 1990;
Mikkelsen 1995; Bauer 1996). Medu njima dominiraju makrofagi koji imaju znacajnu
ulogu u pokretanju inflamatornog odgovora nakon aktivacije, lu¢enjem prostaglandina,
citokina, NO, reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) i
defenzina (Kagan, Ganz i sar. 1994; Cicalese, Lee i sar. 1996; Cicalese, Rastellini i sar.
1996). Ove studije su pokazale da ovi rezidentni makrofagi postaju aktivirani, oni
proizvode 1 oslobadaju NO (azot monoksid) 1 prostaglandine (iNOS i1 COX-2 su
aktivirane) (Kalff, Schraut i sar. 2000; Schwarz, Kalff i sar. 2001). Hirurska
manipulacija GIT izaziva i produkciju velikog broja proinflamatornih citokina
ukljucuju¢i TNF-a (engl. Tumor Necrosis Factor-a), IL-1p, IL-6 i MCP-1. Ovi citokini sa
svoje strane izazivaju povecanu ekspresiju adhezionih molekula (npr. ICAM-1) na
endotelnim ¢elijama krvnih sudova u tunica muscularis (Kalff, Carlos i sar. 1999). Ovaj
inflamatorni odgovor na molekularnom nivou postaje odgovor na ¢elijskom nivou
regrutovanjem cirkuliSu¢ih leukocita, monocita i neutrofila u tunica muscularis i
potpomazu sekreciju NO, citokina, ROS i proteaza (Kalff, Carlos i sar. 1999). Vazna
uloga aktivnih supstanci kao Sto je NO ili prostaglandina je bila potvrdena koris¢enjem
farmakoloske i genske blokade (Kalff, Schraut i sar. 2000; Schwarz, Kalff i sar. 2001).
Monoklonska tela specificna za ICAM-1 i pp-integrine su uspela da blokiraju
regrutovanje leukocita nakon manipulacije tankim crevom, a spre¢avanje ovog procesa
ima direktne pozitivne efekte na izazivanje POI (Kalff, Schraut i sar. 1998).
Manipulisanje intestinalnim traktom spreCava tranzit kroz tanko crevo ali i
motilitet debelog creva, ilustruju¢i da su jo§ neki mehanizmi, udaljeni od mesta direktno
izlozenog pritisku ukljuceni u ovaj proces (de Jonge, van den Wijngaard i sar. 2003).
Jedno objasnjenje je da postoji interakcija izmedu inflamatornog odgovora i neuronalne
aktivnosti, koje aktivira inhibitorne puteve. Kada je pracen rad creva i ekskrecija fecesa,
pokazano je da manipulacijom indukovana infiltracija imunskih ¢elija u tunica
muscularis dovodi do inhibiranja praznjenja creva kroz aktivaciju inhibitornih
adrenergickih neurona. Blokada ovog puta pretretmanom sa heksametionijumom ili

guanitidinom je dovela do boljitka u motilitetu GIT. Pokazano je takode da ekspresija c-
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fos izostaje kada se blokiraju ICAM-1 molekuli primenom specifi¢nih monoklonskih
antitela (de Jonge, van den Wijngaard i sar. 2003). Medutim, neophodno je ista¢i da
postoji veliki broj medijatora inflamacije koji mogu da uticu na neuronske puteve. Za
primer ¢emo uzeti prostaglandine, Cija se sekrecija povecava nakon aktivacije COX-2
(Schwarz, Kalff i sar. 2001). Studija koja je bila dizajnirana da objasni da li su COX-2
generisani prostaglandini iz zida creva odgovorni za aktivaciju neurona tokom POI,
merenjem c-fos ekspresije pokazala je da prostaglandini senzibiliSu primarne aferentne
neurone u ki¢menoj mozdini (Kreiss, Birder i sar. 2003). Eksperimenti sa knock-out
COX-2 Zivotinjama su pokazali smanjenje infiltracije neutrofila u tunica muscularis kao i
otpornost Zivotinja na POI izazvan hirurSkom manipulacijom. Isti eksperimenti su
pokazali povecanje nivoa E2 prostaglandina u peritonealnoj duplji i potvrdeni su
upotrebom blokatora COX-2. Pored aktivacije fagocita, manipulisanje GITom dovodi i
do aktivacije mastocita. U miSevima ova procedura dovodi do znaCajnog povecanja
proteaze i mast Celija (markera degranulacije mastocita u peritonealnu duplju) $to je
izazvalo odlaganje praznjenja creva. Ukoliko se primeni ketotefin, farmakoloski agens
koji stabilizuje mastocite, Stetni efekti manipulacije GIT-om nestaju (de Jonge, van den
Wijngaard i sar. 2003). U genetski modifikovanim (knock-out) W/W" misevima koji se
odlikuju nedostatkom mastocita (Kitamura, Go i sar. 1978), manipulacija
gastrointestinalnim traktom nije imala znacajne negativne efekte. Nezeljeni efekti
hirurSke manipulacije crevima su bili restaurirani nakon transplantacije mastocita u
W/W" miseve. Ovi podaci jasno govore u prilog krucijalnoj ulozi koju mastociti imaju u
izazivanju POI. Kada jednom postanu aktivirani, oni sekretuju potentne, preformirane
proinflamatorne medijatore kao Sto su TNF-a, histamin 1 proteaze, sintetiSu
prostaglandine i nekoliko citokina (Galli, Gordon i sar. 1991; Wershil 1995). Ovi
medijatori sa svoje strane dovode do povecanja ekspresije adhezionih molekula putem
sekrecije histamina, S$to dovodi do regrutovanja leukocita (Kubes i Kanwar 1994;
Wershil, Furuta i sar. 1996). Veza izmedu mastocita i rezidentnih makrofaga u
generisanju signala koji dovode do infiltracije inflamtornih ¢elija u zid creva ostaje da se
utvrdi. Neki podaci pokazuju da lokalni molekularni i ¢elijski inflamatorni dogadaji
mogu biti pokrenuti tako Sto supstance iz seruma aktiviraju leukocite. Oni kasnije dodu u

tunica muscularis i izazivaju prekid misi¢nih kontrakcija (Schwarz, Beer-Stolz i sar.

37



2002). Iako jo$ uvek hipoteticki, citokini poreklom iz tunica muscularis mogu da uti¢u na
neuronsku funkciju neurona u zidu creva (Collins, Hurst i sar. 1992). To bi onda znacilo
da citokini poreklom iz rezidentnih makrofaga mogu da dovedu do poremecaja u
enterickoj neuromuskulatornoj transmisiji (Collins, Hurst i sar. 1992; Galeazzi, Haapala i
sar. 2000). Eliminacija egr-1gena (egr-1"knockout Zivotinje, himeri¢ne egr-17" i WTegr-
1+/+) odgovornog za kontrolu ekspresije skoro 300 proinflamatornih gena je znacajno
umanjila zastoj u gastrointestinalnom tranzitu nakon manipulacije GITom. Isti
eksperimenti su identifikovali leukocite kao nosioce ovog procesa (himeri¢ne egr-1"
Zivotinje sa transplantiranim egr-1*"* leukocitima) (Schmidt, Stoffels i sar. 2008). Isti
autori su pokazali da je egr-1 odgovoran za indukciju ¢itavog repertoara inflamatornih
molekula, gena i proteina u tunica muscularis i u serumu ukljuc¢ujué¢i NO, prostanoide,
monocitni hemotakticki protein MCP-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1);
inflamatorni protein makrofaga, MIP-1o (engl. Macrophage Inflammatory Protein-
lalpha); IL-6; IL-1; granulocitnih kolonija stimulisuci faktor G-CSF (engl. Granulocyte
Colony-Stimulating Factor).

Kao Sto je prethodno pomenuto, imunski sistem je evoluirao tako da dva procesa,
koji rade nasuprot jedan drugom kontoliSu inflamaciju, pro- i anti- inflamatiorni procesi.
Interleukin10 (IL-10) je jedan od nosioca antiinflamatornog procesa u mnogim tkivima
(Murray 2006). Znacajna uloga IL-10 u razvoju POI je ve¢ dobro poznata (Stoffels,
Schmidt i sar. 2009). On reguliSe ekspresiju velikog broja gena putem JAK/STAT puta
supresijom Ik kinaze, ¢ija supresija dovodi do smanjene moci vezivanja za DNA
nuklearnog faktora kapa B (NF-«xB, engl. Nuclear Factor-kappa B) (Schottelius, Mayo i
sar. 1999). Kao ilustraciju uze¢emo TNF-a za ¢iju inhibicija ekspresije je odgovoran IL-
10 (Kontoyiannis, Kotlyarov i sar. 2001). On takode suprimira aktivnost makrofaga, ¢ija
je uloga u razvoju POI dobro opisana (Moore, O'Garra i sar. 1993; Rennick i Fort 2000).
Nakon manipulacije, IL-10 je lokalizovan u makrofagama i monocitima u tunica
muscularis (Stoffels, Schmidt i sar. 2009). U eksperimentima sa geneticki
modifikovanim 1L-10" Zivotinjama, pokazano je znadajno uveéanje inflamatornog
odgovora na nivou ekspresije gena, serumskih nivoa citokina i hemokina, oCuvanje
kontraktilnosti cirkularnog miSi¢a, stratum circulare i normalnog motiliteta creva

(Stoffels, Schmidt i sar. 2009). Terapeutski potencijal IL-10 potvrden je primenom
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egzogenog IL-10 sto je znacajno ublaZzilo negativne efekte manipulacije GITom (Kobbe,
Schmidt i sar. 2009).

Do danas, jedinstveni tretman ili profilakticki primenjeni tretman nije
identifikovan. Delimi¢ni razlog za to je i multimodalna priroda uzroka pojave ileusa.
Razliciti pristupi ovom problemu su rezultovali u mnogostrukim terapijama koje su imale
manje ili viSe uspeha u sprecavanju POI sa ciljem da se pronade prava ili kombinacija
vise terapijskih modaliteta u cilju oCuvanja motiliteta creva. Nazogastralna intubacija je
dugo godina bila glavna terapija. Medutim, klinicke studije su pokazale da ona ne
skracuje vreme provedeno u bolnici, kao ni vreme do prve oralno unete hrane a sa
povecanjem rizika za infekcije, groznicu, pneumoniju i atelektazis (delimi¢an prestanak
rada pluca) (Sagar, Kruegener i sar. 1992; Cheatham, Chapman i sar. 1995; Vermeulen,
Storm-Versloot i sar. 2006). Elektricna stimulacija direktno primenjena na zid creva je
pokuSana ne bi li se elektricna aktivnost u GIT regulisala i vratila u normalu ali bez
uspeha (Richter i Kelly 1986). Neki autori su sugerisali da bi rano davanje hrane bilo od
koristi za uspostvljanje normalnog motiliteta creva. Medutim ovaj pristup je dao razliite,
Cesto suprotne rezultate u lecenju POI (Schwenk, Bohm i sar. 1998; Stewart, Woods i
sar. 1998; Han-Geurts, Hop i sar. 2007; Dag, Colak i sar. 2011; Zaghiyan, Felder i sar.
2013). Neki autori su pokuSali sa Zvakanjem Zvaka nakon operacije, kao ,,sham*
hranjenje da bi se stimulisali refleksi i posledi¢no pokrenuo GIT, ali ne postoji dovoljan
broj studija sa jasno definisanim rezimom zvakanja da bi se napravili generalni zakljucci
0 uspesnosti ove terapije (Fitzgerald i Ahmed 2009; Noble, Harris i sar. 2009).

ESWT je prethodno bila uspe$no koris¢ena za modulaciju inflamatornog
odgovora, angiogeneze i pokretanje formiranja limfnih sudova. U prethodno opisanim
eksperimentima smo pokazali da pozitivni efekti ESWT na GIT zavise od vremena
primene. Pretretman Zivotinja sa 600 impulsa, frekvencijom od 4Hz i EDF od
0.03mJ/mm? ima protektivne efekte na GIT 1 sprecava stazis izazvan implantacijom TBX.
TBX model je dizajniran da bismo utvrdili efekte traume na sistemsku inflamaciju. Ovaj
model je relevantan iz dva razloga. Ovaj model oponasa klinicku sliku prisutnu kod
pacijenata koji idu na abdominalnu hirurgiju kod kojih se javlja ileus kao odgovor na
mehanicki stimulus tokom manipulacije intestinalnim traktom. Vreme operacije je jasno

definisano i kontrolisano tako da je relativno lako primeniti ESWT pre hirursSke
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intervencije. U ovim eksperimentima, ¢emo pokuSati da utvrdimo mehanizam kojim
ESWT ispoljava svoje efekte na GIT. Proceni¢emo ekspresiju nekoliko gena relevantnih
za proces inflamacije, serumske nivoe sedam citokina i hemokina kao i kontraktilnost
cirkularnog miSi¢a u zivotinjama koje su bile pretretirane i ,,sham® tretiranim
zivotinjama. Kao dodatak, praticemo i dinamiku promene eckspresije gena u tunica
muscularis i proteina u serumu u neoperisanim Zivotinjama neposredno po tretmanu, 3

sata, 24 sata i 48 sati nakon tretmana.
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2. Ciljevi rada

1. Utvrditi efekte ESWT na ¢elijskom i molekularnom nivou u animalnom modelu
ishemije koZnih reznjeva:
e  Utvrditi da li ESWT pospesuje prezivljavanje ishemi¢nih koznih reznjeva i
optimalno vreme primene.
e  Utvrditi da li ESWT ima efekte samo lokalno ili i na tkivo koje nije bilo
direktno izlozeno ESWT.
e Utvrditi efekte ESWT na proces angiogeneze.
2. Utvrditi da li ESWT ima sistemske efekte u transgenom VEGF-R2-luc modelu
[FVB/N-Tg(VEGF-R2-luc)Xen] miSevima.
3. Utvrditi da li ESWT moze da moduliSe sistemski inflamatorni odgovor na traumu:
¢ Dizajnirati model traume koji omogucava evaluaciju sistemskog
inflamatornog odgovora bez upotrebe analgetika, koji omoguc¢ava izucavanje
¢elijskih i molekularnih dogadaja koji pokrecu sistemski inflamatorni
odgovor i njegov uticaj na GIT
e Utvrditi da li je bezbedno primeniti ESWT na abdomen
e Utvrditi da li ESWT moze da moduliSe inflamaciju izazvanu traumom i
spreci njen negativan efekat na GIT i mehanizme delovanja
4, Utvrditi efekte ESWT na klinicki relevantnom modelu inflamacije izazvanog

hirurSkom manipulacijom GIT i mehanizam protektivnog delovanja ESWT.
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3. Materijal i metode

3.1. Model ishemije koznih reznjeva

Cetrdeset adultnih muzijaka Sprague-Dawley pacova tezine izmedu 350 — 450
grama su koriS¢eni u ovim eksperimentima. Eksperimenti su bili odobreni od strane
Etickog komiteta Ludwig Boltzmann, Institut za eksperimentalnu i klini¢ku
traumatologiju, Be¢ Austrija, a u skladu sa kriterijumima vaze¢im u vreme izvodenja
eksperimenata 1 u skladu sa medunarodnim preporukama za brigu o zivotinjama. Sve
Zivotinje su bile individualno drZane u kavezima, pri sobnoj temperaturi 18 + 2°C sa 50 +
10% vlaznosti vazduha i na dnevno-noénom rezimu od 12 sati svetla i 12 sati mraka.

Zivotinje su imale pristup hrani i vodi ad libitum.

3.1.1. Hirurska procedura kreiranja koznih reznjeva

U ovim eksperimentima, mi smo koristili modifikovani model nekroze
epigastriénog koznog reznja usled ishmije, originalno opisanog od strane Finset-a |
saradnika (Reichenberger, Germann i sar. 2009) i modifikovanog 1997. godine (Kuo,
Wang i sar. 2009). U ovom modelu, veli¢ina reznja je prilagodena individualnim
veli¢inama Zivotinja tako $to su granice reznja bile priblizno 8 x 8cm (koristili smo se
anatomskim granicama na telu svake zivotinje). Kada se jedna neurovaskularna petlja
prisutna u koZznom reznju podveze i ukoliko koZni rezanj ostane netretiran, dolazi do
ishemije koja reproducibilno izaziva nekrozu od priblizno 25% povrSine celog reznja.
Bitno je ista¢i da ovaj model takode omoguéava objektivno izucavanje recipijentnog
tkiva i omoguéava dodatno ocenjivanje kvaliteta reznja. HirurSka intervencija je bila
identi¢na za sve pacove. Tokom svih operacija smo koristili asepticke tehnike ne bismo li
eliminisali infekcije. Sve Zivotinje su uvedene u anesteziju pomocu Isoflurane (2 Vol%) u
komorama za celo telo i opsta anestezija je odrzavana pomocu Ketamina (Ketamine (60
mg/kg, i.p.)) 1 Ksilazina (Xylazine (16 mg/kg, i.p.)). Zamena fluida je bila pomocu

Ringerovog rastvora (1ml/H).
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Kada su Zivotinje bile u totalnoj anesteziji, abdomen svake Zivotinje je oSisan i
depiliran (sa izuzetkom 24h Pre-Op grupe, vidi dalje). Zivotinje su postavljene
supraspinalno na hirurSko postolje sa kontrolisanim grejanjem. Telesna temperatura
zivotinja je merena tokom hirurske intervencije i odrzavana konstantnom 37 °C. Nakon
toga, anatomski delovi tela su koriS¢eni kao granice za buducéi epigastricki kozni rezanj
(npr. Kranialno, ksifoid a kaudalno pubicni region i bilateralno granica na prelazu tanke,
ventralne koze i deblje dorzalne koze). Svaki rezanj je zatim podeljen na jos tri zone radi
kompletnije i objektivnije procene stanja reznja, Vitalnu (pocetak neurovaskularne petlje)
Tranzijentnu (prelazni deo od dobrog do nedovoljnog dovoda krvi) i Ishemi¢nu zonu
(zona disekovanih neurona i krvnih sudova). Citavi abdominalni region je skeniran
koriste¢i laserski Dopler sistem (engl. Laser Doppler Imaging - LDI, Moor LDI™, Moor
Instruments Ltd., Devon, UK), koji je sluzio kao bazna 2-dimenzionalna slika perfusije

reznja.

Adipokutani rezanj je podignut od glave ka repu i odvojen je od misi¢ne fascije
sve dok ceo rezanj nije potpuno izdignut i izolovan, i koji je u tom momentu i dalje imao
intaktnu neurovaskulaturnu petlju i za koji smo u tom momentu utvrdili da ima dobru
perfuziju. Po principu slucajnosti, zivotinje su randomizirane da im leva odnosno desna
neurovaskularna petlja bude podvezana sa absorbuju¢im 5-0 koncem. Deo krvnih sudova
1 neurona izmedu dva podveza je zatim isecen da bismo sprecili srastanje krvnih sudova
tokom trajanja eksperimenta. Reznjevi u svim grupama su zatim zaSiveni na svoje

anatomsko mesto koriste¢i neabsorbujuci 4-0 konac 1 praveéi isprekidane Savove.

3.1.2. ESWT tretman ishemi¢nih koZnih reznjeva

U ovim eksperimentima smo  koristili udarne talase generisane
elektrohidrauli¢nim generatorom (DermaGold 180 Tissue Regeneration Technologies,
LLC, Woodstock, USA, proizvedenu u MTS Europe GmbH, Konstanz, Germany). Mi
smo koristili nefokusirani paraboli¢ni reflektor u terapeutskoj glavi koji reflektuje talase
u frontu koji je dijametra reflektora i1 koji reflektuje talase skoro paralelno u poredenju sa
ostalim talasima u cilju moguénosti tretiranja vece ciljane povrSine (vidi 1.1.3.

Generisanja udarnih zvu¢nih talasa). Fluks energetske gustine ovako generisanih talasa je
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manji nego kod fokusiranih udarnih zvu¢nih talasa. U naSim eksperimentima, EFD— 0.1
mJ/mm?, frekvencija — 5 impulsa/sec. Aplicirali smo ukupno 300 impulsa. Kontrole nisu

primile udarne talase.

3.1.3. Post-operativna briga, sakupljanje uzoraka i belezenje rezultata

Nakon zavrSene operacije i aplikacije tretmana, Zivotinje su primile analgetike
subkutano 0.01 mg/kg telesne mase Buprenorphin. Nakon toga, Zivotinje su posmatrane
sve do potpunog oporavka iz anestezije i smeStene pojedinacno u kaveze. Da bismo
sprecili autokanibalizam, zubi zivotinja su skrac¢eni po predlogu Komorowska-Timek i
sar 1999 i ve¢ testiranu nasoj instituciji (Komorowska-Timek, Newlin i sar. 1999; Davis,
Stojadinovic i sar. 2009).

Analgetici (Karprofen u dozi od 4 mg/kg telesne mase) su davani subkutano
tokom tri dana nakon operacije. Dvadeset Cetiri ¢asa nakon operacije, 3. 1 7. dana, pacovi
su ponovo anestezirani. Postavljeni su na ugrejani hirurdki sto u supraspinalni polozaj i
digitalne fotografije reznja su napravljene (zarad planimetrijskog analiziranja). Reznjevi
su skenirani pomoc¢u LDI sistema (LDI, Moor Instruments Ltd, Devon, UK).

Sedmog dana nakon operacije, Zivotinje su humano eutanizirane prekomernom
dozom Pentobarbitalom i reZznjevi su makroskopski analizirani. Biopsije tkiva su

napravljene za histoloska i imunohistoloSka bojenja i analize.

3.1.4. Grupeitretman

Zivotinje su randomizirane po principu slu¢ajnosti u kontrolnu grupu ili jednu od
tri grupe koje su primile tretman:

1. ESWT Pretretman (24h Pre-Op; n=10): Nakon totalne anestezije
inhalacijom izoflurana, abdomen svake zZivotinje je oSiSan i nakon toga depiliran. Granice
reznja su obelezene kao Sto je gore opisano. Nakon toga, udarni zvucni talasi su
primenjeni (EDF=0.1 mJ/mm2, v=5 impulsa/sec, 300 impulsa ukupno) na lateralnu,
Ishemi¢nu zonu, podru¢je reznja sa disekovanom neurovaskulaturnom petljom, kroz
ultrasonicki gel koji je nanesen preko tretiranog buduceg dela reznja.

2. ESWT neposredno posle operacije kreiranja epigastrickog reznja (Post-

Op, n=10): Neposredno nakon zaSivanja reznja u originalnu anatomsku poziciju, udarni
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zvucni talasi su primenjeni u ishemijsku tre¢inu reznja (Ishemi¢na zona) kroz ultrasonicki
gel.

3. ESWT 24 sata posle hirurske intervencije (24h Post-Op, n=10): Nakon
zavrsene operacije, Zivotinjama je dozvoljeno da se potpuno oporave od anestezije i onda
su smestene pojedinaéno u kaveze do sutradan. 24 sata nakon zavrSene operacije,
Zivotinje su ponovo anestezirane i udarni zvuéni talasi su aplicirani kroz ultrasonicki gel
u Ishemijskoj zoni koja se do tada vec¢ jasno uocavala.

4, Kontrolna grupa (Kontrole, n=10): Kontrolne zivotinje su imale istu
proceduru kreiranja ishemi¢nog reznja sa tom razlikom Sto nakon operacije nisu primile
nikakav tretman. Da bi se poboljSala adhezija reznja za recipijentno tkivo, dodatno su

stavljena dva Sava za miSi¢nu fasciju u sredini reznja.

3.1.5. Planimetrija digitalnih fotografija

Celo podrucje reznja, koje je ukljucivalo 1 nekroticno tkivo je precrtano na
providnu foliju koja je onda fotografisana. Digitalne slike su onda prenesene na
kompijuter i analizirane kvantitativno pomo¢u LUCIA morfometrijskog softvera (LUCIA

morphometric software (version 4.1, Media Cybernetics LP, Silver Spring, MD)).

3.1.6. PrezZivljavanje reznjeva

Inicijalna povrSina reznja je odredena pomocu anatomskih granica reznja. Granice
su predhotno opisane i izracunata vrednost za povrsinu pre hirurSke intervencije je uzeta
kao 100%. Promene u povrSini reznja su pracene tokom Citavog eksperimenta i
predstavljene kao procentualna vrednost od preoperativne vrednosti (P;=100%). Podrucje
reznja koje je bilo crno sa gubitkom dlake, zajedno sa oc¢vr$¢avanjem i gubitkom
elasti¢nosti koze je oznaceno kao nekroti¢no tkivo. Nekroticka zona je pretstavljena kao
procentualna vrednost od ukupne dimenzije reznja. Vijabilnost reznja je procenjivana na

dane 1, 3 i 7 nakon hirurSke intervencije.

3.1.7. Merenje perfuzije reznjeva
Laserski Dopler sistem (LDI, Moor Instruments Ltd, Devon, UK) je koris¢en za

merenje perfuzije tkiva. Laser malog intenziteta (2mW, tlalsnne duZine A= 632.8 nm) je
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koris¢en za skeniranje tkiva, koje je davalo dvodimenzionalnu sliku prefuzije tkiva.
Princip rada ovog sistema je da kada se krvne celije kre¢u kroz tkivo, dolazi do
poremecaja u frekvenciji lasera po fizickom principu poznatom kao Dopplerov efekat.
Promene u frekvencijama su pretstavljene kao kodirana slika na kojoj su tamna polja sa
malom perfuzijom dok su svetla polja reprezentacija tkiva sa visokom stopom perfuzije.
Istaci¢emo da su sva merenja izvedena bez direktnog kontakta aparata i tkiva od interesa,
sa razdaljine od 20cm. LDI scan modus je podeSen na 10 ms/pixel, a rezolucija 256 x 256
piksela. Perfuzija reznja je dokumentovana kao slika u boji i izrazena u jedinicama
perfuzije. Perfuzija je zatim izraCunata za svaku od tri zone, Vital zonu, Tranzicionu zonu
i Ishemijsku zonu. Kao Sto smo prethodno istakli, abdomen je skeniran pre operacije da
bismo sakupili podatke o normalnoj perfuziji tkiva za svaku zivotinju (baseline). Nakon
incizije tkiva i formiranja reznja i jedan sat nakon izazivanja ishemije podvezivanjem
neurovaskulaturne petlje, uradeno je drugo skeniranje tkiva. Sledila su skeniranja na dan

1, 31 7 posle operacije.

3.1.8. Makroskopska evaluacija reznjeva

Makroskopska analiza reznjeva uradena je kroz procenu ,klinickih* znakova kao
Sto su prisustvo otoka (ml), adherentnosti reznja za recipijentno mesto, formiranje edema
(gradacija od 0 do 3, pri ¢emu je O=nema edema, 3=maksimalni edem). ReZnjevi su
proksimalno iseCeni i1 tecnost izmedu recipijentnog tkiva i reznja je sakupljena i
zapremina je izmerena. Nakon sakupljanja te¢nosti, ukoliko je bilo, reznjevi su
preparirani od proksimalnog ka distalnom kraju uz procenu adherentnosti za recipijentno
tkivo. U slucaju da je rezanj potpuno srastao, ocenjen je sa 3, ukoliko je pripojenost
mestimi¢na ocenjen je sa 2, vidni mali delovi sraslog tkiva sa 1, dok je potpuno odsustvo

pripojenosti ocenjeno kao 0.

3.1.9. Imunohistohemijska analiza

Izolovani i disekovani kozni reznjevi, granica od vitalne do nekroti¢ne zone su
smesteni u 10% neutralni buferski formalin 24-48 sati. Nakon toga, tkivo je dehidratisano
tako Sto je premesStano iz rastvora manje u rastvor veée koncentracije alkohola. Nakon

toga, tkivo je pripremljeno u parafinske blokove i sefeno u debljini od 6um na
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rotacionom mikrotomu. Nakon postavljanja na staklene mikroskopske plocice, tkivo smo
deparafinisali koriste¢i ksilen, rehidratisali smo ga u alkoholu i obojili pomocu
hematoksilina i eozina za standardnu histolosku analizu. Na tkivnim preparatima smo
uradili 1 IHC bojenje vaskularnih endotelijalnih c¢elija pomocu antitela za fon
Vilerbrandov faktor (von Willebrand Factor (VWF)) da ispitamo gustinu krvnih sudova.
Funkcionalne i diferencirane krvne sudove smo obojili antitelima za aktin glatke
muskulature (SMA- smooth muscle actin).

Protokol: Tkivni preseci debljine 6 pm su zagrejani 30 minuta na 60 °C i onda
deparafinisani u ksilenu. Tkivo je zatim rehidratisano u slede¢im koracima: 1. Xylene: 2
X 3 minuta, 2. Ksilen 1:1 with 100% etanol: 3 minuta, 3. 100% etanol: 2 x 3 minuta, 4.
95% ethanol: 3 minuta 5. 70 % etanol: 3 minuta , 6. 50 % etanol: 3 minuta , 7. Ispiranje u
tekucoj vodi.

Preseci koji su bili bojeni za VWF su prvo 10 minuta tretirani sa proteinazom K
(DAKO, Glostrup, Denmark). Zatim su svi uzorci tretirani sa 1.5 % H,0O, u TBS (TRIS-
buffered saline) tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi da bismo se reSili endogene
peroksidne aktivnosti. Posle ispiranja 10 minuta sa TBS-om, preseci su inkubirani sa
2.5% konjskim serumom (Vector Laboratories, Burlinghame, CA). Nakon toga, preseci
su inkubirani sa VWF antitelom (poliklonalno zecije anti humano antitelo, DAKO,
Glostrup, Denmark) ili sa primarnim SMA antitelom (monoklonalno misije anti-humano,
Klone 1A4, Sigma Aldrich, St. Louis) na 4 °C i onda isprani sa TBS. InmPRESS anti-
inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u TBS, tkivo je obojeno
koriste¢i VECTOR NovaRed Substrate Kit (Vector laboratories, Burlinghame, CA)
tokom 6 minuta. Preseci su zatim obojeni hematoksilinom kao kontrast i dehidratisani
preseci su trajno fiksirani sa Roti-Histokit Il (Carl Roth, Karlsruhe, Germany).

Analiza tkiva je uradena po prinicipu ,,blinded study* tako Sto su osobe koje su
analizirale tkivo bile liSene informacija o uzorcima. Dve osobe su nezavisno radile
procenu gustine krvnih sudova u presecima tako Sto su brojali krvne sudove pozitivne za
VWF" i SMA™ u 8-16 polja pri uve¢anju od 200 puta kroz tri podrugja, subepitelno, intra-
dermalno i intra-muskularno od tranzijentne do nekroti¢ke zone. VWE™ i SMA" sudovi

su izbrojani i srednja vrednost je izradunata za svaku grupu. Odnos SMA™ / VWF" je
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takode izraGunat za procenu odnosa formiranih funkcionalnih sudova (SMA™) i svih

endotelnih struktura (VWF").

3.2. Transgeni model misa VEGF-R2-luc mice [FVB/N-
Tg(VEGF-R2-luc)Xen]

Transgeni  miSevi (VEGF-R2-luc  mice [FVB/N-Tg(VEGF-R2-luc)Xen],
n=>5/grupi) su koriS€eni za testiranje potencijalnih sistemskih efekata udarnih zvuénih
talasa. Mi smo koristili ove miSeve da testiramo in vivo VEGF-R2 ekspresiju u odgovoru
region koji onda indukuje ekspresiju luciferaze poreklom od svitaca koja sluzi kao
reporterski protein (Zhang, Fang i sar. 2004). U naSim eksperimentima, miSevi nisu imali
dodatnih intervencija sem tretmana udarnim zvuénim talasima i to samo na jednom
zadnjem udu.

3.2.1. Aplikacija udarnih zvuénih talasa na transgene miseve i in vivo merenje
fluorescence

Totalna anestezija za sve miseve je indukovana u inhalatoru pomocu isoflurane (2
Vol%) i odrzavana pomocu ketamine (60 mg/kg, IP) i ksilazina (7.5 mg/kg, IP). Nakon
toga, obe zadnje noge su oSiSane i depilirane. MiSevima je onda ubrizgan luciferin
(150mg/kg, IP) i slikani u sistemu za in vivo oslikavanje (VivoVision® IVIS®, Xenogen,
CA) da bismo dobili intenzitet signala u normalnim fizioloSkim uslovima. Udarni zvuéni
talasi su onda aplicirani (EFD- 0.1 mJ/mm?, frekvencija — 5 impulses/sec, ukupno 30
impulsa) kroz kondukcioni ultrasonicki gel samo na jednu nogu. Noga koja ¢e primiti
tretman je izabrana po principu slu¢ajnosti. Jedan sat nakon tretmana, i na dane 1, 3, i 7
mi smo merili intenzitet signala u VIS sistemu. Kontrolna grupa je bila podvrgnuta istim
procedurama bez primene udarnih zvucnih talasa. Bioluminiscentni signali su onda
kvantifikovani pomoc¢u Living Image Software (Xenogen) pomocu in vivo luciferazne
aktivnosti i izrazeni kao broj fotona po sekundi. Aktivnost luciferaze pre primene udarnih

zvulnih talasa je bila oznacena kao 100% 1 sluZila je kao baza za dalju analizu.
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3.3. Dizajn i evaluacija modela inflamacije i

gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanog traumom

Svi eksperimenti su bili odobreni od strane Komiteta za upotrebu i brigu o
Zivotinjama i izvedeni u skladu sa njihovim trenutnim regulativama (the Institutional
Animal Use and Care Committee of the University of Pittsburgh). U ovim
eksperimentima Koristili smo muzijake misa (C57BL/6) komercijalno dostupnih
(JacksonLaboratories, Bar Harbor, ME), starih 8-10 nedelja i teSkih 20-30 grama.

3.3.1. Priprema TBX

Zdravi i netretirani miSevi su zrtvovani i koris¢eni kao izvor za dobijanje TBX
(Tissue Bone Matrix). MiSevi su anestezirani, dezinfikovani alkoholom i isprani sterilnim
fizioloSkim rastvorom, a zatim je incizija napravljena u abdomenalnom zidu. GIT je
pomeren u stranu i krv je sakupljena iz vene kave. Nakon toga, duge kosti prednjih i
zadnjih nogu zajedno sa okruzuju¢im misi¢ima su izolovane kao i grudni ko$ (sternum,
rebra 1 medurebarni misi¢i). Sterilne tehnike smo koristili tokom svih hirurSkih procedura
kao i tokom izolovanja i manipulacija tkivom od interesa. Nakon izolovanja, tkivo smo
samleli u automatskom sekac¢u. Ovako procesovano tkivo je TBX. TBX je pomeSan sa
5% mase samog TBX sa meSavinom 10000u/ml penicilina i 10000 Ug/ml streptomicina
(Lonza, MD, USA). Tkivo je promeSano kako bi se obezbedio potpuni kontakt tkiva i
antibiotika. Ovaj korak nam je obezbedio sterilnost TBX koji ¢e biti implantiran u
zivotinje i eliminisanje potencijalne greske usled inflamacije izazvane bakterijama.
Ovako pripremljeno tkivo ¢e dalje biti koriS¢eno u eksperimentima ukoliko nije drugacije
istaknuto. Dodatni korak za evaluaciju sterilnosti TBX je bio kultivacija malog dela
transplantiranog tkiva (25mg), nakon Zrtvovanja Zivotinje, i evaluacija broja bakterija 24h
nakon zasejavanja u DMEM. Tokom svih eksperimenata, nismo registrovali
kontaminaciju TBX.
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3.3.2. Implantacija TBX u Zivotinje primaoce (hirurSka intervencija)

Singeni muZijaci starosti 8-10 nedelja (4-6 zivotinja po grupi) koji su odredeni da
budu primaoci TBX su izmereni i njihova ukupna telesna masa je zabelezena i kasnije
koriS¢ena za raCunanje mase TBX koji treba da bude implantiran. Primaoci su podeljeni
po principu slucajnosti na sledece grupe (broj pored grupe predstavlja procenat ukupne
telesne mase zivotinje koji odgovara koli¢ini implantiranog TBX): Netretirane kontrole;
TBX 17.5% sham (ova grupa je anestezirana, inciziona rana je napravljena i ubrizgana je
koli¢ina od 5% od telesne teZine Zivotinje meSavine penicilina i streprtomicina); TBX
5%; TBX 10%; TBX 15%; TBX 17.5%; TBX 20%; TBX 25%.

Dve dodatne grupe su bile formirane, TBX17.5% koja je primila TBX Koji je bio
tretiran 2 sata sa 90°C tokom 2 sata i grupa koja je primila istu koli¢inu TBX ali koji je
bio decelurisan pomocu srednje jake per-oksi-siréetne kiseline TBX20%. Zivotinje su

zrtvovane 21 sat nakon implantacije pomoc¢u 3% izoflurana i punkturom srca.

3.3.3. Esej za odredivanje gastrointestinalnog tranzita

MiSevima je oralno dato 15ul fluorescentno obelezenog dekstrana veli¢ine 300kD
(FITC-Dextrane, Sigma Aldrich, SAD). Veli¢ina molekula dekstrana je odredena u
prethodnim studijama i pokazano je da ne dolazi do njegovog prolaska kroz zidove GIT.
75 minuta nakon administracije dekstrana zivotinje su anestezirane izofluranom.
Postavljene su da leze ventralnom stranom na dole i kontinuirana anestezija od 2-2.5%v/v
izoflurana je dostavljana kroz isparava¢ FORANE ® (Isoflurane)Model 100 Vaporizer
(SurgiVet, USA). Nakon sterilizacije alkoholom i ispiranja sterilnim fizioloSkim
rastvorom, napravljena je inciziona rana kroz kozu i abdominalni zid. GIT je dislociran i
0.8-1.2 ml krvi je sakupljeno Spricem kroz venu kavu. Nakon toga, krv je centrifugirana
10min, 10000g, na 4°C. Krvna plazma je sakupljena i podeljena na dva dela ~120pul za
dalju analizu. GIT (od Zeludca do analnog otvora) je izolovan i stavljen u Krebsov rastvor
(ohladen na 4°C) i tu ¢uvan do dalje analize (~15minuta nakon izolovanja). Zatim je
usledilo izolovanje TBX. Odstranjen je Sav kojim je zatvorena inciziona rana za
implantaciju TBX, i ekscizijama sa obe strane TBX implanta je omogucen pristup tkivu.
TBX je sakupljen i postavljen na led. lzolovani TBX je izmeren na elektronskoj

analitickoj vagi i ista tezina dejonizovane vode je dodata u tkivo i izmeSano je pulsnim
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vorteksovanjem. Nakon vorteksovanja, smesa je centrifugirana pri brzini od 3000g, 10
min, 4°C. Supernatan je sakupljen, podeljen na tri dela (~200ul) i trenutno smrznut
pomocu tecnog azota i cuvan do dalje analize u friziderima na -80°C.

Spektrofotometrijsko odredivanje geometrijskog centra fluorescence: Izolovani
deo GIT-a je izvaden iz krebsovog rastvora, viSak te¢nosti je uklonjen celuloznim
papirom i disekovan. Prvo su uklonjene mezentzere a zatim je GIT podeljen na sledece
delove (Kalff, Buchholz i sar. 1999): stomak - 1 deo; tanko crevo - 10 delova; cekum- 1
deo, debelo crevo i analni region - 3 dela. Svaki deo ponaosob je longitudinalno
disekovan i smeSten u 0.8ml dejonizovane vode. Pulsnim vorteksovanjem u ciklusima od
10 sekundi vorteksovanja zatim 1-2 sekundi pauza, smenjujuc¢i se tokom 2 minuta
osloboden je fluorescentno obelezeni dekstran. Centrifugiranjem 10min, 10000qg je tkivo i
sadrzaj tkiva na dnu tube, dok je u supernatantu rastvoren fluorescentni dekstran. 200ul
supernatanta je izmereno spektrofotometrijski na talasnoj duzini od A=485nm ekscitacija
1 A=495nm detekcija (SpectraMax Gemini XS, Molecular Devices Corp., USA). Sva
merenja fluorescence su vrSena u duplikatu i prikazivana kao srednja vrednost.
Distribucija fluorescentnog signala duz GIT-a je prikazana kroz racunanje geometrijskog
centra (Miller, Galligan i sar. 1981) (GC = % (procenat od ukupne fluorescence u
svakom segmentu x broj segmenta) grafik 2.1. i odreden je koriste¢i SoftMax Pro softver
(SoftMax Pro, version 3.1.2, Molecular Devices Corp., USA) i Microsoft Office Excel
2007 (Microsoft, USA).
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Grafik2.1. Histogram distribucija fluorescentnog signala duz GIT u kontrolnim Zivotinjama, prikazan
kroz raCunanje geometrijskog centra (GC = % (procenat od ukupne fluorescence detektovan u svakom
segmentu ponaosob)

3.3.4. Odredivanje funkcionalnih karakteristika cirkularnog misi¢a u zidu
taknog creva

In vitro aktivnost cirkularnog misi¢a u zidu tankog creva je odredivana kao $to je
prethodno opisao Eksandari i sar. 1997 (Eskandari, Kalff i sar. 1997). Peti segment
tankog creva je prepariran tako Sto je uronjen u Krebs-Ringerov bikarbonatni pufer
(KRB) koji je prethodno bio oksigenisan i prikacen pomocu disekcionih igala u
Sylgard™ (Midland, MI) disekcioni sud. Krebs-Ringerov bikarbonatni puffer je
napravljen od, izraZeno u mM: 137.4 Na‘, 5.9 K*, 2.5 Ca®*, 1.2 Mg**, 134 CI,, 15.5
HCOs, 1.2 H,PO,, and 11.5 glukoze, zatim je bio gasifikovan sa 97% O,/3% CO; da bi
se uspostavio pH od 7.4. Tanko crevo je otvoreno duz mezentere i pomocu tankih pinceta
mukoza je uklonjena. MiSi¢no tkivo je iseCeno u trake Sirine 1-6 mm paralelno sa

cirkularnim misi¢em, stratum circulare, i postavljeno u standardno tkivno kupatilo za
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odredivanje kontraktilnosti miSi¢a. Tokom Cc¢itavog eksperimenta tkivo je oblivano
oksigenisanim KRB sa konstantnim protokom i na konstantnoj temperatri od 37°C. Jedan
deo svake miSi¢ne trake je fiksiran dok je drugi kraj prikac¢en za transducer sile (WPI,
Sarasota, FL). Tkivu je dozvoljeno da se uravnotezi i nakon jednog sata je postepeno
istegnuto do Lo (Lo= duZina pri kojoj se deSavaju maksimalne spontane kontrakcije).
Nakon merenja bazne linije u trajanju od 30 minuta, dozno-zavisna kriva je merena tako
§to su razlic¢ite koncentracije (0.3uM; 1puM; 3uM; 10uM; 30uM; 100uM i1 300uM)
betanekola-muskarinski agonist- dodavane u intervalima od 10 minuta pracenih sa 10
minuta periodima ispiranja. Kontraktilnost je izracunavana kao integral ispod krive.
Odgovori su normalizovani u odnosu na koli¢inu i duzinu tkiva kao i povrSinu popre¢nog

preseka tkiva i prikazani kao g/s/mm?.

3.3.5. Odredivanje koncentracije medijatora inflamacije - MSD
elektrohemiluminiscentni esej

Krv od netretiranih kontrola, TBX17.5% sham i TBX17.5% grupa je sakupljena u
vreme zrtvovanja i odmah centrifugirana na 4°C 10 minuta i na 10000g. Serum je zatim
sakupljen i ¢uvan na -80°C do analize. Supernatant iz sveze napravljenog TBXa je
sakupljen kao i iz TBX 21h nakon implantacije tako sto je TBX pomeSan sa istom
koli¢inom dejonizovane vode, vorteksiran i centrifugiran an 4°C 1 5000rpm. Svi uzorci
seruma i fluida iz TBX su analizirani da bi se odredila koncentracija IFN-y, IL-1p, IL-10,
IL-12 p70, IL-6, KC/GROa i TNF-a. Ukratko, svi uzorci su otopljeni na ledu i nakon
potpunog otopljavanja su filtrirani kroz Ultrafree-MC Centrifugal Filter Units with
Microporous Membrane (d=0.65um)- Millipore (Billerica, MA) u centrifugama na 4°C
tokom 5 minuta i na 100009 da bi se oslobodili svih zgrusanih i ¢vrstih delova.

Uzorci fluida iz TBX su dodatno 10 puta razblazeni zbog visoke koncentracije
citokina i hemokina u njima i kao takvi koriS¢eni u daljoj analizi. Multipleks kit (Mouse
Proinflamatory-7 Ultrasensitive Kit (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) ) koji je
baziran na principu imuno sendvi¢ eseja i umesto hemijske reakcije, za detekciju koristi
elektrohemiluminiscenciju. Sekundarno antitelo ima prikaceni SulfoTag koji, kada kroz
plocu prode elektricna struja, oslobadaju fotoni koje registruje kamera- Sector Imager

S16000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD).

53



3.4. TLR4 i terapijska ESWT modulacija inflamacije i
gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanih traumom perifernih

tkiva

Ukratko, zdravi netretirani miSevi su Zrtvovani i kori$¢eni kao izvor za dobijanje
TBX (Tissue Bone Matrix). C57/BL6 miSevi kupljeni od Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME, starosti 8-10 nedelja; m=20-30gr kao i TLR4 KO i MyD88 KO misevi koji
su napravljeni u nasoj laboratoriji. Kao i prethodno opisano, odredena kolicina tkiva, u
tezini od predodredene procentualne vrednosti od ukupne telesne tezine miSa primaoca, je
smestena u 400pl meSavine 10000u/ml penicilina i 10000 Ug/ml streptomicina (Lonza,
MD, USA).

Implantacija TBX u Zivotinje primaoce je uradena po prethodno opisanoj
proceduri po slede¢im grupama: za TLR4 KO model, 1. Kontrola C57/BL6, 2. C57/BL6
12.5% TBX, 3. Kontrola TLR4 KO, 4. TLR4 KO 12.5% TBX. Za ESWT tretman,
zivotinje su podeljene u sledec¢e grupe: ESWT 48h pretretman,ESWT24h pretretman +
TBX12.5% 24h, Samo TBX 12.5% 24h, Kontrole.

Sterilnost TBX je i u ovim eksperimentima proverena pre implantacije i odmah
nakon Zrtvovanja tokom izolovanja TBX za odredivanje koncentracije citokina. 25mg
tkiva je uronjeno u hranjivom medijumu za ¢elijske kultre Dulbecco Modified Eagle
Medijum (Lonza, USA) na 37°C tokom 24h i ispitan za rast mikroorganizama. Tokom
eksperimenata nismo registrovali pojavu infekcije.

Kao dodatak ovim eksperimentima, mi smo pokuSali da potvrdimo naSe
prethodne rezultate i pokazemo da su dogadaji koji se desavaju u oSte¢enom tkivu (koje u
sebi jos§ uvek sadrzi znacajnu koli¢inu zivih ¢elija) a ne produkti ostec¢enja (molekuli i
delovi molekula) odgovorni za razvoj, prethodno opisane, sistemske inflamacije. Mi smo
TBX tkivo u posebnoj grupi Zivotinja podvrgli zamrzavanju (uranjanjem u tecni azot) i
odmrzavanju (uranjanjem u vodeno kupatilo na 37°C), naizmeni¢no pet puta.

Sve zivotinje su eutanazirane na humani nacin, uspavljivanjem sa 3% Isoflurane, 1

punkturom srca.

54



3.4.1. ESWT tretman

DermaGold® masina (Tissue Regenerative Technologies, Woodstock, Georgia,
USA, proizvedena u MTS Europe GmbH, Konstanz, Germany) je kori§¢ena i u ovim
eksperimentima. Ovaj tip maSine koristi elektro-hidrauli¢ni princip za generisanje
udarnih zvuénih talasa. MozZe generisati nekoliko nivoa energije udarnih zvuénih talasa
kao i nekoliko razlicitih frekvencija kojima se talasi generiSu. Ukoliko nije drugalije
istaknuto, Zivotinje su tretirane sa 600 impulsa, sa frekvencijom od 4Hz i EDF od

0.03mJ/mm?. Glava masine je postavljena da stoji uspravno na postolju, slika 2.1.A.

%l

Slika 2.1. Abdominalna primena ESWT. A. terapeutska glava. B. Improvizovano postolje C.
PoloZaj Zivotinje tokom tretmana (zarad ilustracije, inhalator je uklonjen)

Improvizovano postolje, napravljeno od stiropora je postavljeno na terapeutsku
glavu tako da je membrana slobodna. Posebna paznja je obracena da sve bude dobro
prekriveno ultrazvucnim gelom koji sluzi kao provodnik od membrane do tkiva kao i1
potpuno prijanjanje lateksne rukavice (podaci o nepromenjenosti oblika i energije talasa
pri ovakvom tretmanu su dostupni od TRT LLC.) slika 2.1.B. MiSevi su anestezirani
inhalacijom izoflurana i anestezija od 2.5 %v/v izoflurana je dostavljana kroz isparavac
FORANE ® (Isoflurane)Model 100 Vaporizer (SurgiVet, USA) tokom celog tretmana.
Pre tretmana, zivotinjama je odstranjena dlaka elektricnim brijacem. Nakon SiSanja,
zivotinje su postavljene na platformu (Slika 2.1.C), dodiruju¢i membranu terapeutske
glave samo abdomenom. Posebnu paznju smo posvetili pozicioniranju zivotinja na
terapeutskoj platformi tako da pluca i grudni ko$ Zivotinje nikada ne budu pod direktnim
uticajem udarnih zvucnih talasa, da bismo sprecili potencijalne povrede pluca i glave

uzrokovane kavitacijom.

55



3.5. Model postoperativnog ileusa

Animalni model postoperativnog ileusa je prvo opisan od strane Kalff i saradnika
1998 (Kalff, Schraut i sar. 1998). Ovaj model sastoji se od manipulisanja tankim crevom
u eksperimentalnim Zivotinjama da bi se oponaSala prava operativna procedura GIT u
ljudima. Ona reproducibilno izaziva inflamatorni odgovor, lokalno na nivou GIT kao i

sistemski odgovor, pra¢en promenom nivoa citokina i hemokina u serumu.

3.5.1. Procedura za hirursko manipulisanje tankim crevom

Zivotinje su anestezirane inhalacijom izoflurana. Postavljene su da leze
ventralnom stranom na dole i kontinuirana anestezija od 2-2.5%v/v izoflurana je
dostavljana kroz isparava¢ FORANE ® (Isoflurane) Model 100 Vaporizer (SurgiVet,
USA). Abdomen Zivotinja je sterilisan alkoholom i ispiran sterilnim fizioloSkim
rastvorom. Longitudinalnlo je napravljena incizija kroz kozu i abdominalni zid. Sterilna
gaza je natopljena fizioloskim rastvorom i postavljena duz incizije. Pamucni Stapici za
uzimanje brisa su nakvaSeni sterilnim fizioloSkim rastvorom i KkoriS¢eni su za
manipulisanje intestinalnim traktom. Tanko crevo i cekum zivotinje su izmeSteni iz
abdominalne duplje na gazu. Tako postavljeno, tanko crevo je nezno pritiskano uzduzno
od Zeludca do cekuma. Tokom manipulacije tankim crevom, pazili smo da ne povredimo

krvne sudove u mezenteri (slika 2.2.).

Slika 2.2. Model postoperativnog ileusa i inflamacije izazvanih hirurSkom intervencijom.
Slika prikazuje manipulaciju tankim crevom pomocu dva Stapi¢a obloZzena pau¢nom vatom kojim se
oponaSa hirurcka intervencija na ljudima.
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ivotinje su po principu slucajnosti podeljene u jednu od narednih grupa:
Kontrole,

ESWTinm- Zivotinje koje su Zrtvovane odmah nakon tretmana,
ESWT3h- one koje su Zrtvovane 3 sata nakon tretmana,

ESWT4n- Zivotinje Zrtvovane 24 sata nakon tretmana,

o~ W D PN

ESWT - Zivotinje Zrtvovane 48 sati nakon tretmana,

6. ESWT4,+SMagp Zivotinje koje su primile tretman 24 sata pre operacije i
Zrtvovane 24 sata nakon operacije,

7. SMayp- Zivotinje koje su zrtvovane 24 sata nakon operacije i nisu imale

nikakav dodatni tretman.

3.5.2. Kuvantitativni RT-PCR

Ekspresija pro i antiinflamatornih gena je odredena koriste¢i kvantitativni Real
Time-PCR. Tunica muscularis je izolovana kao Sto je prethodno opisano u
predodredenim vremenskim intervalima nakon terapije ili hirurSke intervencije 1 trenutno
smrznuta u tecnom azotu. Ukupna koli¢ina RNK je izolovana koriste¢i RNeasy Mini Kit
(Qiagen, MO, SAD) i tretirana DNAzom | da bi se uklonili svi tragovi DNK. Kvalitet i
kvantitet RNK izolovanih iz svih uzoraka tunica muscularis proveren je da bismo
osigurali optimalne uslove za gRT-PCR reakciju. Kolicina RNK je merena pomocu
Nanodrop Spectrophotometer a kvalitet RNK je proveravan gel elektroforezom koristeci
Agilent 2100 Bioanalyzer prema uputstvima proizvodaca i uzorci sa RIN<7 i Az30/260<1.5
su iskljuGeni iz dalje analize. gRT-PCR je uraden koriste¢i TagMan® RNA-to-Ct™ 1-
Step Kit (Applied Biosystems, SAD) sa ukupnom kolicinom RNK od 100ng sa tri
tehnicka ponovka pri svakoj reakciji. Primeri za qRT-PCR i za IL-6, 1L-10, CCL2,
VEGFa, EGR1, GAPDH su kupljeni od Applied Biosystems. Ukratko, Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR system je podeSen na 1: 48.0 °C, 15:00min, 2:95.0
°C, 10:00min, 40ciklusa 95.0 °C-0:15s i 60.0 °C-1:00mini sve reakcije su izvodene u
ukupnoj zapremini od 20ul. Analiza rezultata 1 odredivanje Ct je uradeno na 21 CFR Part
11 SDS vl1.4.1 software (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) podesavajuci
manuelno baseline na 3-15 ciklusa i Threshold vrednost na 0.2. Podaci su zatim
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analizirani AACt metodom koriste¢i GAPDH kao housekeeping gen i normalizovani

pomocu vrednosti dobijenim za netretirane kontrole (Pfaffl 2001).

3.5.3. Odredivanje stepena infiltracije mijeloperoksidaza pozitivnih (engl.
Myeloperoxidase MPQO™) éelija u tunica muscularis jejunuma

Nakon 24 casa od operacije, Zivotinje su anestezirane inhalacijom izoflurana.
Zeludac, tanko crevo, cekum i deo kolona su izolovani i smeSteni u Krebs-Ringerov
bikarbonatni pufer u disekcionom sudu. Tanko crevo je pozicionirano u disekcionom
sudu pomocu igala duz mezentere, bez rastezanja. SrediSnji deo tankog creva je izolovan
i incizija je napravljena duZ linije mezentere. Tkivo je ,,otvoreno* i istegnuto do 150%
duzine 1 250% Sirine pomocu disekcionih igala. Koriste¢i tanke pincete, uklonjena je
mukoza sa unutrasnje strane creva i ostatak tkiva je uronjen u 100% etanol 30 minuta.
Nakon 30 minuta, tkivo je isprano nekoliko puta sa Krebs-Ringerov bikarbonatnim
puferom i tretirano Hanker-Yates-ovim reagensom (Polysciences, Warrington, PA) za
detekciju cCelija koje eksprimiraju  mijeloperoksidazu. Kod miSeva to su
polimorfonuklearni neutrofili i u jednom malom procentu makrofagi. Tkivo je
postavljeno na staklene plocCice, prekriveno pokrovnim staklom i ispitivano pod
svetlosnim mikroskopom sa kamerom (Nikon Microphot-FXA, Fryer, Huntley, IL) pri
uvecanju od 200x (Sheibani, Lucas i sar. 1981). Mikrografije su analizirane koriste¢i se
FotoSopom (Photoshop CS5). Mikrografije su konvertovane u crno beli format, izabrano
je pet polja jednake povrsine koja nemaju MPO" infiltrate i zatamnjenje iznad nivoa

pozadine je izracunato 1 koriS¢eno za statistiCku analizu.

3.6. Statisticka obrada rezultata

3.6.1. Statisticka obrada rezultata proizislih iz ekspeirimentalnog modela
ishemije epigastrickog koZnog reznja

Svi rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna greSka (eng.
SEM-standard error of the mean). Sva statisticka izraCunavanja su uradena koristec¢i se

GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
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USA. Normalna raspodela je testirana Bartlett-ovim testom za jednake varijanse. One
Way Analysis of Variance je koriS¢ena za poredenje aritmetickih sredina za specifi¢ne
varijable izmedu razli¢itih grupa. Post hoc testiranje je izvedeno pomocu Tuckey-jevog

multiple comparison testa. Vrednosti p < 0.05 su smatrane statisti¢ki znac¢ajnim.

3.6.2. Statisti¢ka obrada MSD rezultata

Koncentracija citokina i hemokina u krvi 1 fluidu iz TBX je odredena koristeci
MSD Discovery Workbench TM2006 MSD_3 0 18 software (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD) i Microsoft Excel. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna greSka osim ukoliko je drugacije naglaSeno. Studentov t-test i analiza
varijanse (ANOVA) su kori$¢eni za odredivanje statisticke zna¢ajnosti rezultata kao i EZ
Analyze add-in za Microsoft Excel za F-test i Boniferroni korekciju za post hoc
poredenje medu grupama. StatistiCka obrada podataka uradena je i Kruskal-Wallis-ovim
testom rangova za utvrdivanje postojanja statisticke znacajnosti izmedu viSe grupa,
Mann-Whitney U test rangova je koriS¢en za poredenja izmedu dve grupe koriste¢i JMP
Statistical Discovery 10.0 software (SAS, Cary, NC). P vrednosti < 0.05 su smatrane

statisticki znacajnim.

3.6.3. Statisticka obrada qRT-PCR rezultata

Analiza rezultata 1 odredivanje Ct je uradena na 21 CFR Part 11 SDS vl.4.1
software (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) podesavaju¢i manuelno baseline na
3-15 ciklusa i Threshold vrednost na 0.2. Podaci su zatim analizirani AACt metodom
koriste¢ci GAPDH kao housekeeping gen 1 normalizovani pomoc¢u vrednosti dobijenim za
netretirane kontrole (Pfaffl 2001). Statisticka znaCajnost razlike u ekspresiji gena od
interesa je uradena izmedu grupa pomocu Studentovog t-testa i analize varijanse
(ANOVA) prac¢ene Tukey-jevom post hoc testom, kao i Kruskal-Wallis-ovim testom
rangova za utvrdivanje postojanja statisticke znacajnosti izmedu vise grupa, Mann-
Whitney U test rangova je koriS¢en za poredenja izmedu dve grupe koriste¢i JMP
Statistical Discovery 10.0 software (SAS, Cary, NC). P vrednosti < 0.05 su smatrane

statisti¢ki znac¢ajnim a vrednosti od 3 fold fizioloski relevantnim.
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4. Rezultati

4.1. Model epigastri¢nih reznjeva koze

4.1.1. ESWT suprimira nekrozu i kontrakciju epigastri¢nih reZnjeva koze
nezavisno od vremena aplikacije

Ligacija jedne strane unutrasnjeg epigastricnog neurovaskularnog ¢vora
rezultovala je u permanentnoj akutnoj ishemiji koznih reznjeva koja se u netretiranim
kontrolnim zivotinjama pogorSavala do nekroze. Nekroza je obuhvatala epidermis i
dermis koze. Procenat povrsine nekroti¢nog tkiva (gubitak tkiva) izraCunavan je u odnosu
na ukupnu povrsinu reznja po formuli:

Gubitak tkiva = Pekroticnog tiivay P ukupna povrsina reznja) * 100, gde je P povrsina.

Do trec¢eg dana nakon operacije, analizom digitalnih fotografija koznih reznjeva
utvrdili smo da je nekroti¢no tkivo u kontrolnim Zivotinjama bilo 19% + 2% od pocetne
povrsine reznja i povecalo se do 24% =+ 2% nakon tre¢eg dana.

Tretman udarnimzvuc¢nim talasima je redukovao gubitak tkiva (Grafik 4.1)
nezavisno od vremena primene terapije (24h pre operacije, Pre-op), neposredno nakon
operacije (Post-Op,) i 24h nakon operacije (24h Post-Op). Treceg dana nakon operacije, u
grupama koje su tretirane udarnim zvuc¢nim talasima gubitak tkiva je bio u grupi koja je
tretirana udarnim zvucnim talasima 24h pre hirurSke intervencije- Pre-Op=13% + 2%, u
grupi koja je tretirana neposredno nakon operacije- Post-Op=12% + 2% (p<0.05 vs.
Kontrole), i u grupi koja je tretirana 24h nakon hirurske intervencije- Post-Op=13%z=x1%.
Nedelju dana nakon hirurske intervencije, gubitak tkiva je bio statisticki znac¢ajno nizi u
svim grupama tretiranim sa ESWT u poredenju sa kontrolama (p<0.001): 24h Pre-OP:
15% =+ 2%, Post-Op: 12% + 2%, 24h Post-Op: 11% + 1% u poredenju sa Kontrolnom
grupom (24% = 2%).
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Grafik 4.1. Nekroza tkiva izraZena u procentima od ukupne povrsine reznja treceg i sedmog
dana nakon izazivanja ishemije hirurSkim podvezivanjem kod kontrolnih i ESWT tretiranih
Zivotinja. Sedmog dana znacajna redukcija stepena nekroze je registrovana u svim grupama koje su
tretirane sa ESWT nezavisno od vremena aplikacije udarnih zvucnih talasa (B, ¥ p<0.01) u odnosu na
kontrolne grupe zivotinja (a). Iako je jasno uoceno smanjenje povrsSine nekroticnog tkiva tre¢eg dana posle
operacija, samo je kod Zivotinja koje su tretirane neposredno nakon hirurSke intervencije (Post-Op)
zabelezena statisticki znacajna razlika u poredenju sa kotrolama (* p<0.05). Nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu tretiranih grupa. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska.

Sve zivotinje koje su primile terapiju, nezavisno od vremena primene ESWT
imale su sli¢ne rezultate i treCeg i sedmog dana nakon terapije. Znacajno je ista¢i da se za
razliku od kontrolnih zivotinja, procenat veli¢ine nekroti¢nog tkiva nije znacajno menjao
tokom trajanja eksperimenata u svim grupama tretiranim udarnim zvuénim talasima.
Analizirajuéi slike primeceno je da je doslo do kontrakcije rezanjeva sedmog dana posle
operacije kod svih Zivotinja, kao i u sluc¢aju povrSine nekroticnog tkiva, kod tretiranih
zivotinja je kontrakcija bila znacajno manja (65% =+ 3%) u odnosu na kontrolnu grupu
(80% + 5%) (Grafik 4.2.).

Grafik 4.2. Kontrakcija reznja

T 1007 Moo « 24h Pre-Op  Sedmog dana nakon operacije
‘3 90- \i‘\\ = Post-Op (izrazena kao procenat ukupne,
s i I 24h Post-Op  Inicijalne, povrsine reznja, 100%).
g 804 N 2 -+ Kontrole Vidi se znacajna redukcija kontrakcije
2 70 ‘i_‘ * reznja u svim tretiranim grupama u
5 Rl poredenju sa kontrolnom grupom (p <
2 604 0.05). Podaci su predstavljeni kao
$ % srednja vrednost + standardna greska.
Q N > A
o o o
T TP
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4.1.2. Perfuzija ishemi¢nih reZnjeva raste primenom ESWT

Mi smo koristili laserski dopler sistem za oslikavanje da bi procenili kako terapija utice
na perfuziju tkiva (Grafik 4.3.).

Kontrolna grupa

Grafik 4.3. llustracija merenja perfuzije u ishemiénim koZnim reZnjevima nakon hirurske
intervencije. Kontrolna grupa i ESWT grupa pre operacije, 1sat nakon operacije i 7 dana nakon hirursKki
izazvane ishemije.

Ovaj sistem omogucava dobijanje dvodimenzionalne slike (kodirane mape)
povrsinske perfuzije reznja koja se meri u svakoj povrSinskoj tacki samog koznog reznja
koju smo koristili u daljoj analizi. Zarad Sto boljeg i objektivnijeg merenja perfuzije u
koznim reznjevima, reznjevi su podeljeni u tri zone kao sto je prethodno opisano.
Osnovna, fizioloSka vrednost perfuzije tkiva pre operacije je merena, i kao Sto je i
oc¢ekivano, vrednost je statisticki znacajno bila visa u 24h Pre-Op (p <0.001) u sve tri
zone, vitalnoj, tranzicionoj i ishemi¢noj, u poredenju sa svim ostalim grupama (Kontrole,
Post-Op, 24h Post-Op; Grafik 4.4.). Nakon hirurSke intervencije je doSlo do naglog
smanjenja perfuzije u svim grupama a najizrazenije je bilo u ishemi¢noj zoni. Perfuzija
tkiva u grupi koja je primila udarne talase 24h pre operacije, je u vitalnoj i tranzicionoj
zoni bila znac¢ajno veca (p<0.05) u poredenju sa istim zonama u svim ostalim grupama.
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Grafik 4.4. Perfuzija superficijalnog sloja reZnja je merena putem LDI sistema u tri predefinisane
zone (V, Vital; T, Transition; I: Ischemic) i izraZena je u perfuzionim jedinicama. Reprezentativne
slike reZznjeva sedmog dana nakon operacije su prikazane kao ilustracija (A: neposredno posle operacije; B:
sedim dan posle operacije). Prekondicioniranje tkiva sa udarnim zvu¢nim talasima 24h pre operacije je
rezultovalo u statisticki zna¢ajnom uvecanju perfuzije u Pre-Op grupi u poredenju sa svim ostalim grupama
(1 p<0.001) u svim zonama buduceg reznja ( V, T and I). Indukcija ishemije kroz unilateralno podvezivanje
epigastricke petlje je izazvalo pad u perfuziji svih grupa ali je perfuzija u 24h Pre-Op grupi i dalje bila visa
(p<0.05) u poredenju sa svim ostalim grupama u Vitalnoj i Tranzijentnoj zoni. Tretman Sok talasima
neposredno posle hirurSke intervencije (Post-Op grupa) je rezultovao u zna¢ajnom skoku perfuzije u prva
24 sata posle operacije u svim zonama reznja (p<0.05) a u grupi koja je pretretirana (24h Pre-Op grupa) je
porasla i ostala ve¢a od konrola i 24h Post-Op grupe u Vitalnoj i Tranzijentnoj zoni (§ p<0.001). Sli¢na
situacija je primeéena i u grupi koja je tretman primila 24sata nakon operacije (24h Post-Op grupa) kod
koje je registrovan porast perfuzije na dan 3 postoperativno (p<0.01). Znacajno je istaéi da je na dan 3
posle operacije, perfuzija reznja bila sli¢éna u svim grupama koje su primile terapiju udarnim zvu¢nim
talasima i razli¢ita od kontrolne grupe (7 p<0.05). Perfuzija je neznatno opala u Vitalnoj i Tranzijentnoj
zoni u veéini Zivotinja do sedmog dana eksperimenta, Perfuzija u Ishemi¢noj zoni je porasla. Sedmog dana
nakon operacije, sve tretirane grupe su imale visi perfuzioni indeks u poredenju sa kontrolama (# p<0.05).
Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

Ve¢ prvog dana nakon izazivanja ishemije u grupama koje su tretirane sa ESWT,
grupa 24h Pre-Op i grupa Post-Op, uocen je statisticki znacajan napredak u povecanju
perfuzije tkiva u vitalnoj i tranzijentnoj zoni i vrednosti perfuzije su bile na nivou
fizioloSkih vrednosti ili ¢ak vece (Grafik 4.4.).
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Nakon 24 Casa od izazivanja ishemije, reznjevi u kontrolnoj grupi i u 24h Post-Op
grupi su imali jasno izrazene ishemicne zone. Sve do tre¢eg dana nakon operacije, grupa
24h Post-Op je pokazivala znacajno povecéanje perfuzije u poredenju sa kontrolama
(p<0.01), 1 vrednost su bile slicne kao i kod drugih grupa zivotinja koje su bile tretirane
(p>0.05). Kontinuirani trend povecanja perfuzije reznja je uocen u obe grupe, 24h Pre-Op
i Post-Op i treceg dana nakon izazivanja ishemije. | zaista, sve grupe koje su primile
terapiju udarnim zvuénim talasima, su pokazivale znacajno poboljSanje perfuzije treceg i
sedmog dana nakon operacije u poredenju sa kontrolama i to u sve tri ispitivane zone
Grafik4.4. U svim grupama koje su primile udarne talase, perfuzija u vitalnoj i
tranzijentnoj zoni je neznatno samnjena tre¢eg i sedmog dana posle operacije, ali je

porasla u ishemi¢noj zoni.

4.1.3. Makroskopska analiza ishemicnih epigastri¢nih reznjeva nakon tretmana
udarnim zvuénim talasima

Pripojenost reznja za recipijentno mesto je veoma bitno za neovaskularizaciju
ishemic¢nog tkiva. Serom koji se formira ispod reznja remeti ovaj proces i ima negativne
posledice na ovaj proces. Posebno u ovom modelu, formiranje seroma je veoma cesto i
javlja se u priblizno 30% zivotinja u svakoj grupi. lako su reznjevi u ishemi¢noj zoni u
svim grupama koje su primile terapiju bolje srasli to nije bilo statisticki znacajno u
poredenju sa kontrolama. U svim grupama, adherentnost reznjeva u Vitalnoj i
Tranzijentnoj zoni je bila sli¢na. Uoceno je formiranje edema u svim grupama, ono je u
ishemi¢noj zoni bilo sli¢no u svim grupama. U Tranzijentnoj zoni, formiranje edema je
bilo manje izrazeno u tretiranim grupama nego u kontrolama, ali ova razlika nije dostigla
prag statisticke znacajnosti. Kona¢no u Vitalnoj zoni formiranje edema je bilo statisticki
znacajno manjeformiran0 U svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolama (Tabela
3.1). Na ovom mestu, bitno je ista¢i i da je tranzijentna zona grupe koja je primila
terapiju udarnim zvuénim talasima 24 sata nakon izazivanja ishemije bila sa znacajno

(p<0.05) manjim edemom u poredenju sa svim ostalim grupama.
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Tabela 3.1. Evaluacija adherentnosti reznjeva za recipijentno mesto i formiranje edema

Seroma Adherentnost reznja Edema
Br.Zivotinja | mL | Vitalna | Tranzijentna | Nekroticna | Vitalna | Tranzijentna | Nekroti¢na
zona zona zona zona zona zone
24h Pre-Op 30d 10 13 | 04 11 1.8 11 1.2 2 Mean
04 | 0.2 0.3 04 0.2 0.2 0.2 SEM
Post-Op 40d 10 48 | 1 14 2 1 1.7 2 Mean
29 | 04 0.3 0.4 0.2 0.2 0.2 SEM
24h Post-Op | 3od 10 22 | 04 0.7 12 0.2 0.3f 1 Mean
14 | 02 0.2 04 0.1 0.1 04 SEM
Kontrole 30d10 2 0.3 1 0.6 2.2% 2 2 Mean
04 | 0.2 0.5 0.2 0.5 0.3 0.5 SEM

0- nedostatak  3— najvisi stepen 0 — nepostojanje nekroze 3- teSka nekroza

Simbol * oznacava p vrednost (p< 0.05) u poredenju sa Kontolama; Simbol } oznacava p vrednost
(p < 0.05) u poredenju sa Kontolama, 24h Pre-Op i Post-Op grupom. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost (Mean) + standardna greSka (SEM).

4.1.4. Ekspresija von Willebrandovog faktora i ekspresija aktina glatkih

miSi¢a u ishemi¢nom koZnom reznju nakon ESWT

Kvantitativna imunohistohemijska analiza efekata udarnih zvuénih talasa na
revaskularizaciju tkiva ishemi¢nog reznja je radena od strane nezavisnih posmatraca koji
su odredivali broj von Willebrandovog faktora (VWF) pozitivnih ¢elija po jednom
vidnom polju pri uveli¢anju od (x200) u tri sloja (sub-epitelni, intra-dermalni, i intra-
muskularni) u tranzicionoj zoni pocev od vijabilne zone ka nekroti¢noj zoni (Grafik
4.5.A). Povecani broj vVWF pozitivnih krvnih sudova je identifikovan u razli¢itim nivoima
epigastriénih reZjneva zivotinja koje su primile ESWT tretman u poredenju sa
kontrolama. Ovakva situacija je bila najviSe izrazena u intra-dermalnom sloju zivotinja
koje su primile ESWT neposredno posle operacije kod kojih je zabelezen statisticki
znacajno veci broj VWF pozitivnih struktura u poredenju sa kontrolama (p<0.01) i

ostalim tretiranim Zivotinjama 24h Pre-Op i 24h Post-Op (p<0.05).

65




A
2 607 « » [ 24h Pre-Op o 10 F | L § momn Pre-Op
= O Post-Op 3 ] _|'__'| [ Post-Op
3 [ 24hPostOop B < < | [J24hPost-Op
- [ control n w i o [ Control
7 409 =
= =
E * L 5
E +
a 20f =
it =
W
£ ﬂ 8
& o S ool
intradermal  intramuscular subepithelial ' intradermal  intramuscular subepithelial

Grafik 4.5: Indukcija angiogeneze putem udarnih zvuénih talasa. (A) Broj VWF+ endotelijalnih
struktura. Udarni zvuéni talasi primenjeni 24 sata pre hirurSke intervencije (24h Pre-Op grupa) i
neposredno posle (Post-Op grupa) imaju vise vWF pozitivnih struktura u intradermalnom sloju u poredenju
sa kontrolom i ostalim grupama (* p<0.05). Post-Op grupa je imala i veéi broj vWF+ struktura u sub-
epitelnom sloju u poredenju sa kontrolom (§ p<0.05). (B) Odnos funkcionalnih krvnih sudova (SMA+) i
endotelijalnih struktura ukupnog broja endotelijalnih struktura (VWF+) je racunat i pokazao je da je
statisticki znacajno viSe oformljenih, funkcionalnih krvnih sudova u sub-epitelijalnom sloju u svim
tretiranim grupama u poredenju sa kontrolnom grupom (§ p<0.05). U intradermalnom sloju (paniculus
carnosus) grupa 24h Pre-Op je imala znacajno vise funkcionalnih krvnih sudova u (f p<0.05), dok su grupe
24h Pre-Op i Post-Op grupa u intradermalnom sloju imale statisti¢ki znacajno vise SMA+ sudova (#
p<0.05). (C) Reprezentativni imunohistohemijski presek za svaku grupu pokazuje SMA+ funkcionalne
sudove. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

Za uspesno prezivljavanje reznja neophodno je da dode do formiranja novih
krvnih sudova, ali je isto tako potrebno da oni produ kroz proces maturacije i po¢nu da
vrse svoju funkciju. Da bismo procenili koliko je od ukupnog broja vaskularnih struktura
proSlo kroz potpuni proces maturacije, mi smo preseke tkiva obojili i za SMA pozitivne
strukture. Izradunavanje odnosa SMA"™ / VWF" struktura nam je dao odgovor na ovo
pitanje. Mi smo identifikovali veéi broj zrelih krvnih sudova u subepitelijalnom sloju
tretiranih reznjeva u odnosu na kontrole (Grafik 4.5.B). Ovo je bilo uo¢eno bez obzira na
vreme primene udarnih zvu¢nih talasa i dokazuje da primena udarnih zvué¢nih talasa male
energije potpomaze maturaciju i angiogenezu (povecanje funkcionalnih krvnih sudova) u
sub-epitelijalnom sloju. 24h Pre-Op grupa je imala znacajno veéi odnos SMA™ / VWF™ u

intramuskularnom sloju (paniculus carnosus muscle) u poredenju sa kontrolnom grupom.
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U dermalnom sloju su grupe 24h Pre-Op i Post-Op imale znacajno veéi odnos,

funkcionalnih (SMA") sudova u ishemi¢nom reznju (Grafik 4.5. B)

U ovom radu predstavljamo mikrografije anti-SMA IHC obojenih preseka (Grafik

4.5. C) na kojoj su prikazani funkcionalni krvni sudovi u razli¢itim slojevima reznja iz

grupe koja je primila tretman i kontrolne grupe.

4.2. Model transgenih VEGF-R2/luc miSeva

4.2.1. ESTW povecava ekspresiju VEGF-R2 u zdravim transgeni VEGF-

R2/luc miSevima

Jedan sat nakon tretmana, na dane 1, 3 i 7 smo merili in vivo aktivnost luciferaze
u udovima Zzivotinja i koristili smo IVIS sistem da je kvantifikujemo. Mi smo merili
aktivnost u udu koji je tretiran kao i u kontralateralnom udu, koji nije tretiran. Tretman je
rezultovao u konstantnom porastu bioluminiscentnog signala i periodu od sedam dana i
bio je konzistentan sa ekspresijom VEGF-R2 (Grafik 4.6.). U kontrolnoj grupi, signal je
ostao na fizioloSkom, bazalnom nivou tokom Ccitavog perioda eksperimenta. lako je
istaknut, duplo veci signal registrovan sedmog dana posle tretmana, u oba, tretiranom i
netretiranom zadnjem udu, ova razlika nije zadovoljila statisticku znacajnost.

3009 -e- ESWT tretirani ud
-#- Kontralateralni ud

“*= Netretirane kontrole

200-

100+

% od BL (BL=100%)

Grafik 4.6. Ekspresija VEGF-R2 u
zadnjim nogama transgenih miSeva.
Emitovani fotoni su normalizovani sa
nivoom pre tretmana (fizioloski, bazalni
nivo) Kkoji je wuzet kao 100%, i
predstavljen kao procenat ove vrednosti.
Mi smo analizirali nivo ekspresije
receptora (jedan od glavnih receptora
ukljuen u angiogenezu) i zabelezili
kontinuirani rast od momenta primene
udarnih zvuénih talasa pa sve do
poslednjeg dana eksperimenata (dan 7
nakon tretmana). U tretiranim udovima,
zabelezen je dva puta veli porast u
nivou ekspresije VEGF-R2 u poredenju
sa kontrolnom grupom ali ovaj rezultat
nije imao statisticku znacajnost. Bitno je
primetiti da je nivo ekspresije u
netretiranom,  kontralateralnom  udu
takode bio povisen u poredenju sa
kontrolama. Podaci su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna gredka.
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4.3. Model traumom izazvane inflamacije [

gastrointestinalnog stazisa

4.3.1. Transplantirani singeni subkutani model povrede tkiva

Imaju¢i u vidu da direktna povreda zahteva upotrebu analgetika koji uticu na GIT,
mi smo ,transplantirali“ povredu tako Sto smo sakupili duge kosti i okruzuju¢e misice od
singenih donora, i nakon usitnjavanja implantirali ,,povredeno tkivo“ subkutano na
dorzalnoj strani tela domacina. Tkivno-kosni matriks (engl. Tissue Bone Matrix, TBX) je
pripremljen u sterilnim uslovima 1 njegova sterilnost je potvrdena kultivacijom nakon
Zrtvovanja zivotinje. Ovaj model transplantiranja singenog tkiva je pouzdan i precizan, a
,.doziranje* rane je veoma jednostavno, odredivanjem procenta telesne mase recipijenta
(5-25%). Nakon implantacije TBX narednih 21 sat se deSava odgovor na transplantirano
tkivo bez ukljuéivanja analgetika. MiSevi kojima je izvrSena transplantacija singenog
tkiva nisu pokazivali nikakve bihejvioralne promene koje bi indikovale stres u prvih 6
sati nakon budenja iz anestezije. U slede¢ih 10-12 sati miSevi (TBX >10%) su postajali
sve manje pokretljivi i zgréeni, zauzimali pogrbljen stav i ubrzano su disali. Priblizno 16
sati nakon trans-implantacije, TBX 20% miSevi se ne bi uopste, ili bi se minimalno
kretali, slabo bi odgovarali na guranje i bili bi eutanizirani iz humanih razloga. Nasuprot
njima i kao $to smo i ocekivali, “sham” grupa se nije razlikovala po ponaSanju od

kontrolnih zivotinja nakon budenja iz anestezije.

4.3.2. TBX indukuje gastrointestinalni ileus

Iako je TBX modelom moguce izu€avati odgovor bilo kog organskog sistema na
veliku traumu i sistemsku inflamaciju, u narednim eksperimentima fokus je bio na GIT
zbog njegove kljucne uloge u razvoju patofizioloskih stanja u teSsko povredenih
pacijenata. Singeni TBX model prevazilazi upotrebu farmakoloskih agenasa, i dozvoljava
fino ,,doziranje* povrede u cilju izuc¢avanja uticaja ovog tretmana na motilitet GIT 21h
nakon implantacije. Kao Sto je pokazano na grafiku 4.7. u sham kontrolama, 75 minuta
nakon oralno datog markera motiliteta FD70, on je stigao do distalnog dela tankog creva i

cekuma 1 proksimalnog dela kolona. Nasuprot njima, povecanje koliCine transplantiranog
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TBX do postepenog zastoja FD70, zastoja koji je posebno uocljiv u grupama TBX15% 1
vise. U grupi TBX17.5%, 3.5 % od date koli¢ine FD70 ostaje u zeludcu, i uocljiv je

veliki zastoj u intestinalnom motilitetu.

at implantiranog TBX na

't

strointestinalni tranzit

Grafik 4.7. Dozno-zavisni efekat koli¢ine implantieranog TBX na gastrointestinalni tranzit.
Distribucija fluorescentno obeleZenog dekstrana (70kD) po segmentima GIT.

Racunaju¢i geometrijski centar za distribuciju individualnih tranzita, mi smo
pokazali statisticki znaCajno usporavanje (Grafik 4.7.). Interesantno je primetiti da je
TBX u koli¢ini vecoj od 17.5% izaziva smrt u toku prva 21 sata nakon implantacije.

TBX model, pored toga Sto omogucava precizno podeSavanje, ‘“doziranje”
povrede 1 Sto je osloboden obavezne upotrebe farmakoloSkih agenasa, omogucava i
manipulisanje TBX, prakticno omogucavajuéi eksperimentatoru da manipuliSe i samom
».fanom®“ ne bi li se izolovale komponente same rane koje imaju Stetan uticaj na
organizam. Mi smo primetili da kada se pre implantacije TBX17.5% ugreje na 90° C
tokom dva sata, potpuno se gubi negativan efekat na GIT, i ileus se ne javlja (Grafik
4.8.). Isto tako, kada se TBX20% decelurise pomocu blage persiréetne kiseline, Zivotinje

su prezivljavale i nisu razvijale ileus (Slika 4.8). Ovo je indikativ da matriks sam po sebi
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ne izaziva ileus, ali ostaje da se utvrdi da li su produkti njegove degradacije od strane

zivih 1 aktivnih ¢elija u samom martiksu.

IE 1m5%

Tanko crevo Co Eolon

Geometrijskd centar

Grafik 4.8. Dozno-zavisni efekti TBX na tranzit i prezivljavanje Zivotinja primaoca.
Povecanje u koli¢ini transplantiranog TBX gradijalno povecava usporavanje gastrointestinalnog tranzita
sve do koli¢ine od 17.5% od ukupne telesne mase Zivotinje primaoca. Preko te koli¢ine implantiranog TBX
zivotinje umiru u prvih 21 sat. Implantacija TBX inaktivisanog pomocu toplote, ili nakon decelularizacije
putem siréetne kiseline ili putem zamrzavanja i odmrzavanja, u koli¢inama koje su bile letalne ili sa
velikim efektom, nema efekta na gastrointestinalni tranzit. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost GC
+ standardna greska.

Prethodno, nasi podaci su pokazali da su faktori neophodni za razvoj sistemskog
odgovora temperaturno senzitivni, i da su zavisni od prisustva ¢elija u subkutano
implantiranom TBX i da su odgovorni za smrtnost koja je posledica tkivnog oste¢enja
zato Sto su inaktivacija toplotom i decelularizacija eliminisali Stetne efekte TBX. Mi smo
u serijskim eksperimentima pokusali da potvrdimo ovu ¢injenicu tako §to smo TBX
podvrgli viSestrukim smrzavanje/odmrzavanje ciklusima. MiSevi koji su imali
implantirani TBX u vrednosti od 17.5% bw, su imali znaCajan =zastoj u
gastrointestinalnom tranzitu, GC= 3.7+0.41 i 17% smrtnosti u poredenju sa sham
kontrolama koje su imale 100% prezivljavanje i normalan gastrointestinalni tranzit GC=
9.7+0.46 (p<0.05, N=6). Kao $§to smo i ocekivali, TBX koji je bio podvrgnut

petostrukom zamrzavanju u te¢nom azotu i zagrejan na 37°C je izgubio sposobnost da
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izazove bilo kakve Stetne efekte, gastrointestinalni tranzit je bio GC=10.4+0.45 (N=4) sa

100% prezivljavanja.

4.3.3. Implantacija TBX izaziva promene na cirkularnom misiéu iz zida
tankog creva

Dalje smo uradili eksperimente da bismo utvrdili da li ileus indukovan traumom
ima iste efekte u in vitro uslovima i kakav efekat ima na aktivnost cirkularnog glatkog
miSica koriste¢i standardno kadicu za organe. Kao $to se moze videti na grafiku 4.9.
spontane kontrakcije iz sham tretiranih kontrola su robusne, dok je spontana

kontraktilnost iz TBX grupe =znacajno umanjena (0.63+0.089 vs. 0.23£0.052

mg/mm2/sec, p<0.05). Isto tako, kada su stimulisani betanekolom, odgovor tkiva
poreklom od TBX grupe je znacajno smanjen (bethanechol 100uM: 3.48+0.392 vs.
1.96+0.564, p<0.05). Odavde sledi da kroz seriju dogadaja, povreda perifernih organa i
tkiva izaziva neperkidnu supresiju kontraktilnosti glatke muskulature koja, ¢ini se,

doprinosi razvoju gatstrointestinalnog ileusa.

Efektimplantiranog TEX na odgovor cirkularog misica na
stimulaciju betanekolom

[Bethanechol] uM

Grafik 4.9. Aktivnost jejunalnog cirkularnog glatkog misi¢a, spontana i nakon stimulacije rastu¢om
koncentracijom Betanekola u Sham i TBX17.5% grupama. ZabeleZena spontana aktivnost miSica je
znacajno suprimirana nakon subkutane implantacije TBX u prvih 21h u poredenju sa Sham kontrolama
(0.63£0.089 vs. 0.23+0.052 mg/mm2/sec, p<0.05). Sli¢no dozno-zavisna kriva konstruisana nakon
stimulacije rastu¢e koncentracije betanekolom pokazuje znacajno slabiji odgovor (bethanechol 100uM:
3.48+0.392 vs. 1.96+0.564, p<0.05). Podaci su predstavljani kao srednja vrednost sile kontrakcija +
standardna greska
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4.3.4. Indukovanje sistemskog inflamatornog odgovora pomocu TBX

Klju¢na klinicka karakteristika pacijenata sa teSkim ranama je Stetni sistemski
inflamatorni sindrom-SIRS. Zbog toga, mi smo odlucili da ispitamo ekspresiju tipi¢nih
proinflamatornih  medijatora u serumu (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y,
Keratinocitni citokin i TNF-a) u grupi TBX17.5% 21 sata nakon TBX transplantacije. Mi
smo koristili imunoesej zasnovan na elektronemiluminiscenciji. NaSi rezultati su pokazali
poveéanu koncentraciju IL-6, KC/GROa (engl. Keratinocyte cytokine, keratinocyte
chemoattractant; keratinocyte-derieved chemokine/growth related oncogene, CXCL1,
GROa, GROI1, NAP-3, KC/GROa ) i IL-10 uTBX17.5% grupi u poredenju sa
kontrolama i sham kontrolama (Grafik 4.10.). Kao $to se moglo ocekivati, neki od
analiziranih citokina nisu bili poviseno eksprimirani, IL-1p, IL-12p70, IFN-y i TNF-a i
moze se zakljuciti da TBX izaziva sistemski inflamatorni odgovor za date citokine, u

kasnijem periodu nakon implantacije.

O-alfa (ng/ml)

*

2000

" Kontrole TEX

Grafik 4.10. Koncentracija citokina u serumu. Inflamatorni proteini u serumu indukovani subkutanom
implantacijom TBX (TBX17.5%) u domacina izazivaju sistemski inflamatorni odgovor meren 21h nakon
implantacije. Detekcijom pomocu elektrohemiluminiscencije smo utvrdili da implantacija povredenog tkiva
izaziva statisticki znaCajno povecéanje koncentracije IL-6 (Panel A), keratinocitni citokin (KC) (Panel B) i
anntiinflamatorni citokin 1L-10 (Panel C) poredeno sa kontrolama i sham kontrolama.Srednja vrednost
koncentracije + standardna greSka
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4.3.5. Inflamatorni odgovor u TBX fluidu

Razumevanje molekularnih 1 ¢elijskih interakcija koje se deSavaju u domacinu i u
samoj rani je neophodan korak za uspesno razvijanje novih terapeutskih pomagala. Kao
dodatak predhodno pomenutim prednostima naseg modela u odnosu na druge, mi ovde
pokazujemo i da je ovaj model veoma pogodan za analiziranje fluida iz rane. Kao $to se
da videti u grafiku 3.10. nakon centrifugiranja, supernatan iz kontorlnih Zivotinja, fluid iz
sveze pripremljenog TBX17.5% i transimplantiranog TBX17.5% sakupljenog 21sat
nakon implantacije, odmah nakon zrtvovanja moze biti analiziran. Kao i u slucaju
seruma, mi smo Koristili MSD 7-plex da analiziramo koncentraciju istih sedam citokina i
hemokina i uporedimo ih. Interesantno je da se primeti da postoje tri razli¢ita paterna
citokinske ekspresije. Grafik 4.11. pokazuje da IL-1B pokazuje povecanu ekspresiju u oba
fluida izolovana iz sveze pripremljenog TBX17.5% 1 21 sat nakon transimplantacije.
TNF-a je bio pove¢an samo u fluidu iz sveze pripremljenog TBX (Grafik 4.11.). I1L-6
iKC/GROua su bili znacajno visi u TBX koji je sakupljen 21 sat nakon trans-implantacije
Sto je indikativ da se deSavaju procesi unutar samog TBX nakon implantacije (Grafik

4.11).

Kontrole TBX Fluid iz “  Kontrole TBX Fluid iz
Serum Fluid rane Serum Fluid rane

THFalpha Protzin [ngd ml]

® Auwidiz  TBX Wound “Kontorle  TBX  Fluidiz
rane Fluid Fluid Serum  Fluid rane .

Grafik 4.11. Komparativna analiza medijatora inflamacije u sveZe izolovanom fluidu iz TBX, fluidu
iz TBX 21 sat nakon transplantacije i serumu kontrolnih zZivotinja. Uo¢ljiva su tri obrasca ekspresije
inflamatornih citokina. IL-1p je bio zna¢ajno poviSen u sveZe izolovanom TBX kao i u TBX izolovanom
21 sat nakon implantacije. IL-6 iKC/GROa su bili znac¢ajno poviseni samo u TBX koji je izolovan 21 sat
nakon implantacije dok je TNF-o bio poviSen samo u sveZe izolovanom TBX. Srednja vrednost
koncentracije + standardna greska.
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4.4. Geneticka modifikacija imunskog odgovora na
povredu kroz TLR4/MyD88 put

4.4.1. Implanacija TBX pokrece ekspresiju TLR4 receptora

U literaturi se sve ¢eS¢e mogu pronaci podaci koji govore u prilog ¢injenici da je
oslobadanje endogenih DAMP molekula, kroz aktivaciju TLR4 puteva odgovorno za
sistemski odgovor organizma i odgovor udaljenih organa nakon ishemije, reperfuzija
povreda 1 Soka nakon hipovolemicke hemoragije. U nasem novoopisanom modelu,
pokusali smo da utvrdimo znacaj TLR4 puteva u odgovoru na aktivno generisane
medijatore iz TBX. Prvo smo ispitali ekspresiju gena za TLR4 u intestinalnom tunica
muscularis, kvantitativnim RT-PCR procenjivali smo nivo iRNK transkripta u odgovoru
na perifernu traumu (TBX implantaciju). Subkutana implantacija svezeg TBX je izazvala
znacajno povecanje nivoa iRNK za TLR4 ¢ak 26.4+3.22 puta u poredenju sa kontrolnim

zZivotinjama 24h nakon implantacije.

4.4.2. Senzitizacija zivotinja na lipopolisaharide nakon implantacije TBX

Dobro je poznata Cinjenica da standardna doza LPS manja 5mg/kg ne izaziva
nikakav efekat na gastrointestinalni tranzit i smrtnost u prvih 24 sata nakon primene
(Eskandari, Kalff i sar. 1997; Buchholz, Chanthaphavong i sar. 2009), medutim od ranije
je poznato i da jednom primenjena visa doza LPS-a (>15mg/kg) izaziva povecanje
zastoja u tranzitu i povecava smrtnost. Mi smo ranije pokazali da TBXjgy pw Ne dostize
granicu kada izaziva efekte na GIT (Tsukamoto, Antonic i sar. 2011). Zatim smo
pokuSali da utvrdimo da li TBX implantacija izaziva senzitizaciju GIT putem
upregulacije TLR4 i odgovor organizma na LPS (lipopolisaharide poreklom iz bakterija),
3 sata nakon implantacije TBX10% bw. Kao Sto se da videti na grafiku 4.12.
kombinovano, LPS i TBX aditivno deluju u izazivanju ileusa i smrtnosti. Dok sama
intraperitonealna primena LPS-a 0.5 i 1 mg/kg ne izaziva ileus, kada je kombinovana sa
TBX izaziva znacajnu supresiju gastrointestinalnog tranzita. Kada je ve¢a doza LPS-a

primenjena u kombinaciji sa TBX, smrtnost je bila 100% ve¢ na Smg/kg.
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TBXi endotoksin imaju aditivni efekat na izazivanje
gastrointestinalnog stazisa

Kontrol e

5

Tanko crevo

Grafik 4.12. Osteéenje perifernih tkiva sinergisti¢ki deluje sa LPS-om u izazivanju stazisa GIT i
senzitizira miSeve, povecavajuéi letalnost TBX. Oralno primenjeni FITC-dextran (70kD) u kontrolama i
primenjenom malom dozom TBX se kretao kroz GIT bez usporavanja sa komparabilnim izracunatim GC u
distalnom ileumu (gornja dva stubca) 75 minuta nakon primene. Primenjen sam, LPS izaziva dozno
zavisnu supresiju gastrointestinalnog tranzita sa granicom od 5mg/kg i ne izaziva smrtnost ni pri dozi od
15mg/kg (crni stubci). LPS u kombinaciji sa TBX sinergisticki deluje na gastrointestinalni tranzit sa
desetostruko nizom granicom za kada pocinje da ima efekte. 0.5mg/kg i smrtnost od 100% pri dozama
ve¢im od Smg/kg kada je kombinovan sa malom dozom TBX (sivi stubci). Podaci su predstavljeni kao
srednja vrednost GC * standardna greSka.

4.4.3. Subkutana implantacija singenog TBX ne izaziva infiltraciju

neutrofila u tunica muscularis jejunuma

Uloga neutrofila u izazivanju stazisa GIT je prethodno pokazana i mi smo
bojenjem za mijeloperoksidaza pozitivne éelije pokusali da utvrdimo da li inflamatorni
odgovor na TBX implantaciju izaziva regrutovanje neutrofila u zid tankog creva i

posledi¢ni ileus. Bojenje tunica muscularis Hanker-Yates-ovim reagensom je pokazalo
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da implantacija TBX ne izaziva regrutovanje neutrofila i da je uklju¢en drugi mehanizam

koji dovodi do prestanka motiliteta creva (Slika 3.1.).

A ' B

Neutrophil

200X Mag. 200X Mag.

Slika 3.1. TBX implantacija nema efekta na regrutovanje neutrofila (MPO+ ¢elija) u jejunusnoj
tunica muscularis. Svetlosna mikrografija uzdusno postavljenog, neseenog, tunica muscularis obojenog
Hanker-Yates-ovim reagensom za mijeloperoksidazu. A. Sham implantirane Zivotinje. B. TBX
implantirane Zivotinje.

4.44. TLR4/MyD88 put je delimi¢no odgovoran za inflamacijom izazvani

ileus

Ovi podaci sugerisu da TLR4 potencijalno ima glavnu ulogu u naSem modelu koji
ne Koristi ishemiju ili povredu domacina. Da bismo testirali ovu hipotezu, mi smo
koristili TBX17.5% bw model u TLR4 KO i MyD88 KO miSevima. Kontrole, TLR4 KO
i MyD88 KO misevi imaju sli¢ne distribucije tracer-a i izratunate GC. Medutim, kao Sto
se moze videti na grafiku 4.13., trauma izaziva znacajno smanjenje u gastrointestinalnom
tranzitu u wild-type Zivotinjama (GC=3.8+9.41), i bio je znacajno, ali ne i u potpunosti
restauiran uUTLR4 KO miSevima (GC=5.4+0.33) i MyD88 KO misevima (GC=6.7+0.94)
(p=>0.05, N=4).
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Grafik 4.13. Nedostatak TLR4 i MyD88 signalnih puteva delimi¢no spre¢ava gastrointestinalni stazis
nakon velikog oStefenja perifernih tkiva. Oralno dati FITC-dekstran (70kD) u kontrolnim i sham
kontrolama je normalno pro$ao niz GIT i izraunati GC imaju sli¢ne vrednosti 75 minuta nakon primene
(ispunjeni stubci). Subkutana implantacija TBX poreklom od C57/BL6 u primaoce je dovela do znacajnog
umanjanja tranzita kroz GIT (forward-slash stupci). Nasuprot njima, TBX implantiran u TLR4 KO i
MyD88 KO zivotinje ima znacajno manji efekat na gastrointestinalni tranzit (hatched i back-slash stubci)
ali Zivotinja i dalje ispoljava smanjeni motilitet u poredenju sa kontrolama i sham kontrolama. Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost GC + standardna greska.

445. TBX implantacijom izazvani sistemski inflamatorni odgovor je
suprimiran u TLR4 KO miSevima

Prethodno smo demonstrirali da TBX pokrece sistemski inflamatorni odgovor
koji je karakterisan znacajnim povecanjem koncentracije IL-6,KC/GROa i IL-10, 21 sat
nakon implantacije oSte¢enog implantiranog tkiva u poredenju sa kontrolama i “sham”
kontrolama. Zato smo, imaju¢i u vidu prethodne rezultate, pokusali da utvrdimo zavisnost
ove observacije, i sistemskog imunskog odgovora od TLR4 puta. Kao $to smo i
predpostavili, bazalni nivoi 1FN-y, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 p70,KC/GROa i TNF-a u
TLR4 KO misevima su bili nizi nego u wild-type C57/BL6 miSeva, ali ova razlika nije
dostigla statisticku znacajnost. Kao $to smo napomenuli, kod wilde-type miSeva, kao

posledica implantacije TBX deSava se shazan sistemski inflamatorni odgovor koji se
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ogleda u pove¢anom nivou IL-1p, IL-6, IL-10 andKC/GROa (N=5, p<0.05) u serumu. U
TLR4 KO miseva, veéina sistemskih nivoa ispitivanih citokina je bila slicna onima u
wilde-type miSevima 24h nakon implantacije, sem IL-10 koji je bio znacajno suprimiran
(Grafik 4.14.).
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Grafik 4.14. Koncentracija citokina i hemokina u serumu wild-type (C57/BL6) i TLR4™ (TLR4 KO)
zivotinja nakon implantacije singenog TBX. U obe grupe Zivotinja uo¢ljivo je da TBX izaziva uvecanje
koncentracije cirkuliSu¢ih citokina i hemokina u serumu u poredenju sa singenim kontrolama bez
implantiranog TBX (* i T). NaSi rezultati impliciraju da postoji razlika u imunskom odgovoru C57/BL6 i
TLR4" Zivotinja, medutim usled velike varijabilnosti unutar grupa ova razlika nije dostigla statisticku
znacajnost, pa moZzemo govoriti o trendu poveéane koncentracije INFy i IL-1B, smanjenju IL-6 i KC-GROa,
u TLR4™ grupi. Nasuprot njima, koncentracija IL-10 je bila znagajno visa u wild-type Zivotinjama ().
Rezultati su predstavljeni kao Mean + SEM, Mann-Whitney test p<0.05 *, 1, 1.

Jedinstveno za TBX model je da se moze sakupiti i izucCavati eksudat iz rane
(TBX fluid) u razli¢itim vremenskim intervalima. U poredenju sa bazalnim nivoom,
wilde-type C57/BL6 miSevi su eksprimirali znacajno ve¢i nivo IL-1B, IL-6, I1L-10 i
KC/GROa (N=5, p<0.05) u TBX fluidu, 24 sata nakon implantacije. U sluaju TLR4

KO, kao sto smo videli 1 u slu¢aju seruma, zabeleZena je sli¢na koncentracija ispitivanih
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citokina, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12 p70 i KC/GROa u poredenju sa TBX fluidom iz wild-
type miSeva. Medutim, TLR4 KO TBX fluid ima vecu koncentraciju IL-1f 1 TNF-a
(Grafik 4.15.).
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Grafik 4.15. Koncentracija citokina i hemokina u TBX fluidu u wild-type (C57/BL6) i geneti¢ki
modifikovanim TLR4” miSevima. U poredenju sa wild-type misevima, misevi sa iskljudenim TLR4
receptorom imaju povecanu koncentraciju TNF-o i IL-1p u fluidu izolovanom iz TBX implantiranom u
Zivotinje primaoce. Rezultati su predstavljeni kao Mean + SEM, Mann-Whitney test p<0.05 *

4.4.6. ESTW modulise TBX izazvanu supresiju gastrointestinalnog
motiliteta

Nas drugi glavni cilj u ovim eksperimentima je bio da odredimo da li moZzemo na
neki nacin da moduliSemo inflamatorni odgovor na traumu, i traumom pracene negativne
efekte na motilitet GIT. Mi smo izabrali ESWT kao terapeutsku opciju zbog njenih
prethodno opisanih i navedenih protektivnih efekata u razliitim animalnim modelima.
Da bismo ovo utvrdilli, mi smo prvo morali da utvrdimo da li je bezbedno primeniti

ESWT terapiju na abdomen, zbog gore navedenih efekata koje terapija ima na tkiva i
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organe ispunjene vazduhom. Mi smo posebno pokusali da utvrdimo da i
prekondicioniranje organizma putem ESWT ima protektivni efekat i u naSem
novoopisanom modelu. U ovim eksperimentima, primenjeno je 600 impulsa, frekvencije
4HHz i EFD=0.03mJ/mm? direktno na abdomen, neposredno ili 24 sata pre merenja
gastrointestinalnog motiliteta. Mi smo utvrdili da ESWT ne izaziva negativne posledice
na motilitet (GC=9.9+£0.07 1 10.8+0.03 u poredenju sa kontrolama GC=10.5+0.09) i ne
izaziva nikakva mikroskopska oste¢enja na GIT. Medutim, ukoliko se isti tretman
primeni na grudni kos, plu¢a su znacajno ostecena. Kao §to je prethodno opisano, TBX
rezultuje u znacajnoj supresiji gastrointestinalnog motiliteta (GC=3.83+0.076). Kao §to
smo hipotetisali gore, analiza gastrointestinalnog tranzita je pokazala znacajne
protektivne efekte prekondicioniranja putem ESWT na TBX-izazvani ileus
(GC=6.54+0.195). Ocigledno je i da je vreme primene ESWT bilo od krucijalne vaznosti
na rezultate naSih eksperimenata zato $to kada je primenjena 4 sata nakon implantacije,
ESWT nije imala nikakvih efekata (4.41+0.040)(p<0.05, N=5).

4.4.7. ESTW Modulise inflamatorni odgovor izazvan implantacijom TBX

U klinickim uslovima, prakticno ne postoji tretman za SIRS izazvan traumom.
Posto je ESWT imalo protektivni efekat na funkcionalnost GIT, mi smo dalje ispitali da li
ESWT ima imunomodulatorni efekat na serumske i TBX fluid nivo citokina i hemokina
IFN-vy, IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12 p70, KC/GROa i TNF-a u naSem modelu. Potvrdujuéi
nase prethodne rezultate, videli smo da subkutana implantacija TBX izaziva sistemski
inflamatorni odgovor putem znaajnog uvecanja serumskih nivoa IL-1B, IL-6, IL-10 i
KC/GROa (p<0.05). Prekondicioniranje sa ESWT nije znacajno uticalo na izmereni nivo
ovih medijatora 48 sati nakon primene terapije. Medutim, kada je prekondicioniranju
usledila TBX implantacija, mi smo videli trend u viSem nivou IFN-y, IL-1f, IL-10, IL-12
p70, IL-6 i TNF-o i promenu u koncentraciji KC/GROa u poredenju sa TBX grupom
(Grafik 4.16.). Ove vrednosti nisu dostigle statistéku znacajnost usled varijabilnosti

unutar grupe.
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Grafik 4.16. Koncentracija citokina ii hemokina u serumu nakon implantacije TBX. Crni stubci
C57/BL6 TBX12.5%, sivi stubci grupa pretretirana ESWT (C57/BL6 ESWT24h+TBX12.5%) i netretirane
kontrole- beli stubci. Rezultati su predstavljeni kao Mean = SEM, Mann-Whitney test p<0.05 * C57/BL6
TBX12.5%, vs. Netretirane kontrole.

Da bi utvrdili dalje efekte ESWT na lokalnom nivou, mi smo analizirali TBX
fluid za koncentraciju istih citokina i hemokina. Videli samo da prekondicioniranje sa
ESWT 24 sata pre TBX implantacije znacajno umanjuje predukciju posmatranih citokina
I hemokina u TBX fluidu, IFN-y, IL-10, IL-12 p70, IL-6, KC/GROa i TNF-a (p<0.05) u
poredenju sa netretiranim TBX implantiranim Zivotinjama (Grafik 4.17.). Interesantno je
da IL-1pB, sa uve¢anjem koncentracije od skoro dva puta u prekondicioniranoj grupi, nije

dostigao prag statisticke znacajnosti zbog intragrupne varijabilnosti (p>0.05).
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Grafik 4.17. Nivo citokina i hemokina u TBX fluidu 24 sata nakon implantacije u ESWT pretretirane
Zivotinje (C57/BL6 ESWT24h+TBX12.5% crni stubci) i Zivotinje koje su primile samo TBX
(C57/BL6 TBX12.5% beli stubci). ESWT pretretman znacajno suprimira produkciju IFN-y, IL-10, IL-12
p70, IL-6, KC/GROa i TNF-0 u oSteCenom tkivu. Rezultati su predstavljeni kao Mean + SEM, Mann-
Whitney test p<0.05 *

4.5. Model postoperativnog ileusa izazvanog hirurskom

manipulacijom tankim crevom

45.1. ESWT prekondicioniranje smanjuje negativni gastrointestinalni
stazis izazvan hirurskom manipulacijom tankim crevom

Rezultati prethodnih eksperimenata su pokazali da ESWT prekondicioniranje
modulise inflamaciju i sprecava gastrointestinalni dismotilitet izazvan implantacijom
TBX. 1z razloga prakti¢ne upotrebne vrednosti terapije, testirali Smo da li ESWT ima isto

tako pozitivne efekte u animalnom modelu hirurSke intervencije u abdomenu u kome se
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vreme povrede moze sa sigurnoS¢u predvideti,. Hipotetisali smo da ESWT
prekondicionirajne ima protektivne efekte i u modelu postoperativnog ileusa. To smo
testirali merenjem tranzita u kontrolama, pretretiranim sham manipulisanim kontrolama,
24 sata ESWT pretretmanom pracenim hirurSkom intervencijom i zivotinje koje su
primile samo hirurSku intervenciju. Kao Sto smo prethodno naveli, i u ovim
eksperimentima potvrdili, ESWT sama po sebi ne izaziva negativne efekte na tranzit kroz
nemanipulisani GIT ni neposredno nakon tretmana, a ni 24 sata nakon tretmana meren
distribucijom fluorescentno obelezenog dekstrana (GC=10.5+0.09) kao i makroskopskim
i mikroskopskim ispitivanjem creva.

Kao Sto se moze videti na grafiku 4.18. ESWT prekondicioniranje je statisticki
zacajno umanjilo negativne efekte hirurske manipulacije na tranzit FD70 kroz GIT, 75
minuta nakon hranjenja zivotinja u poredenju sa grupom koja je imala samo hirursku

intervenciju.
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Grafik 4.18. Distribucija fluorescentno obeleZzenog dekstrana (FITC Dextrane 70D) markera
izraZzena geometrijskim centrom. Crveno-sham pretretman + hirurdka intervencija, zeleno pretretman sa
ESWT i hirurska intervencija, ljubicasto pretretman + hirurska intervencija, Zuto kontrole.
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452. ESWT prekondicioniranje pomaZe ocuvanju Kkontraktilnosti
cirkularnih misi¢nih vlakana, stratum circulare, u zidu tankog creva

HirurSka manipulacija tankim crevom izaziva zastoj kontraktilnosti miSi¢a zida
tankog creva. Nakon $to smo pokazali da ESWT pretretman sprecava negativne efekte na
zastoj gastrointestinalnog tranzita, slede¢i korak bio je da se utvrdi kakve efekte
pretretman sa ESWT ima na silu kontrakcija misi¢nih vlakana u odgovoru na Betanekol,
selektivni aktivator muskarinskih receptora. Na Grafiku 4.19.A vidi se odgovor tkiva na
uvecavajuéu dozu Betanekola izrazenu kao sila (gr/mmz2/s) i procenat od maksimalne
kontraktilnosti kontrolnih Zivotinja (kontraktilnost pri stimulaciji od 100uM Betanekola).
Kontraktilnost miSic¢a iz strartum circulare je statisticki zna¢ajno oCuvana u poredenju sa
zivotinjama koje su primile samo hirurSku intervenciju (SM24). Kontraktilnost
cirkularnog misica je takode merena i u grupi zivotinja 48 sati nakon ESWT tretmana da
bismo utvrdili da 1i ESWT ispoljava negativne efekte na funkcionalnost miSi¢nih vlakana.
Kao Sto se moze videti sa grafika 4.19.B, kontraktilnost misica je u potpunosti oCuvana i

identi¢na sa maksimalnom kontraktilnosti miSi¢a netretiranih kontrola.
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Grafik 4.19. Dozno-zavisni odgovor misiénih vlakana iz stratum circulare na stimulaciju
Betanekolom. A. Kontraktilnost misi¢nih vlakana u odgovoru na stimulaciju muskarinskih receptora u
netretiranim kontrolama (NC), pretretiranim Zivotinjama (ESWT24+SM24), grupi koja je primila samo
hirurSku intervenciju (SM24) i grupi 48 sati nakon tretmana sa ESWT (ESWT48). B. Odgovor tkiva na
stimulaciju Betanekolom izraZzen kao procenat od maksimalne kontraktilne sile netretiranih kontrola
(100uM Betanekol). Rezultati su izrazeni kao MeantSEM. ANOVA, Tuckey posthoc test, p<0.05 je
smatrana statisticki znacajnom.
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4.5.3. ESWT prekondicioniranje smanjuje regrutovanje neutrofila u tunica
muscularis tankog creva

HirurSka manipulacija tankim crevom izaziva veliki ¢elijski inflamatorni odgovor
u tunica muscularis. Negativni efekti infiltracije neutrofila u zid creva su dobro opisani.
(Kalff, Schraut i sar. 1998). Leukociti, kroz sekreciju citokina, hemokina u misi¢u uticu
na rad ganglija kao i neuromuskularne transmisije sekrecijom NO i prostaglandina. Mi
smo ispitivali da li pretretman Zivotinja sa ESWT 24 sata pre hirurSke intervencije
umanjuje infiltraciju MPO™ éelija, velikom veéinom neutrofila u tunica muscularis. Slika
3.2. pokazuje reprezentativne mikrografije Hanker-Yates histohemijskih bojenja tunica
muscularis u NC, ESWTa4n, ESWT2sn+ SMagn, SMaan. U neoperisanom tkivu, broj MPO*
¢elija je bio nula ili veoma nizak (Grafik 4.20). Manipulacija tankim crevom je izazvala
veliki porastu broja infiltriranih ¢elija 24 sata nakon operacije. Prekondicioniranje
zivotinja primenom ESWT je znafajno smanjilo stepen infiltracije u ESWTan+ SMayp

grupi (5 puta manje u poredenju sa netretiranim kontorlama SMygp,).

A. Kontrole

S SR ¥

ESWT umanjuje MPO infikraciju

Grafik 4.20.Imunohistohemijsko bojenje za mijeloperoksidazu, obeleZavanje infiltrata leukocita u
tunica muscularis nakon hirurSske manipulacije.Slika 3.2.A predstavlja kontrole, gde se moze uoditi da
MPO" ¢elije nisu prisutne u jejunalnom tunica muscularis. Nakon hirurske intervencije i anipulacije GIT,
moze se uoéiti velika koli¢ina tamno obojenih infiltriranih, MPO™ ¢elija (B), koja je zna¢ajno atenuirana
ESWT prekondicioniranjem (C). Numeri¢ki prikaz analize fotografija. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost intenziteta zatamnjenosti + standardna greska.
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45.4. ESWT prekondicioniranje modifikuje ekspresiju gena u tunica
muscularis tankog creva

Da bismo videli kakve efekte ESWT ima na tunica muscularis, mi smo uradili
gRT-PCR da ispitamo nivoe ekspresije IRNK IL-6, IL-10, EGR1, VEGFA i CCL2. Ovim
eksperimentima smo hteli da vidimo kako ESWT uti¢e na dinamiku ekspresije gena
ESWTan, ESWTos, | ESWTgn, 1 kako prekondicioniranje uti¢e na ekspresiju gena nakon
hirurske intervencije ESWT24,+SMagn u poredenju sa SMagp.

Kao §to se moglo ocekivati, hirurSka manipulacija tankim crevom indukuje
znacajan inflamatorni odgovor u obe, ESWTas+SMosn | SMagn. Mi smo zabeleZili
statisticki  znaCajno povecanje ekspresije antiinflamatornog il-10 u ESWT
prekondicioniranim zivotinjama (14.8 fold) nasuprot zivotinjama koje su imale duplo
manju ekspresiju ovog gena (7.1 fold) (p<0.05). lako smo zabelezili razlike u ekspresiji
ostalih ispitivanih gena, ove razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (il-6:41.7 vs. 36.6, ccl-2:
446. 0 vs. 425.3).

Nasi rezultati daju uvid u dogadaje koji se deSavaju tokom 48 sati nakon tretmana
sa ESWT u neozledenom tkivu. Mi smo pokazali da ekspresija egr-1 gena, koji je
odgovoran za kontrolu ekspresije preko 300 gena i za koji je prethodno pokazano da je
esencijalan za razvoj postoperativnog ileusa, znafajno povecana neposredno nakon
tretmana (4.1 puta) i zatim se smanjuje u prva 24 sata do 70% fizioloSke vrednosti da bi
dostigao minimum od 60% fizioloSke vrednosti 48 sati nakon tretmana. Ostali ispitivani
geni nisu znacajno menjali dinamiku ekspresije kao posledicu pretretmana sa ESWT

(Grafik4.21.).
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Grafik 4.21. ESWT prekondicioniranje uti¢e na ekspresiju gena u jejunaloj tunica muscularis. Pfaffl
metod za analizu qRT-PCR rezultata je primenjen i rezultati su normalizovani u odnosu na netretirane
kontrole (naive controls) i predstavljeni kao promena izrazena sa fold. Svi ispitivani geni su bili pojacano
eksprimirani nakon hirurSke intervencije (* grupe SMasi ESWT4+SMagr). A. Brza promena ekspresije
egr-1 neposredno nakon ESWT i hirurSke intervencije. B. IL-10 je statisticki znacajno vise eksprimiran u
ESWT pretretiranoj grupi u poredenju sa grupom koja je primila samo hirur§ku intervenciju (). Kruskal-
Wallis i Mann Whitney U test rangova je primenjen gde je bilo prikladno i p<0.05 se smatra statisti¢ki
znacajnom razlikom.

45.5. ESWT moduliSe hirursSkom manipulacijom tankog creva i izaziva
sistemski inflamatorni odgovor

Inflamacija koje se javlja kao posledica abdominalne hirurSke intervencije je
dobro opisana od strane nekoliko grupa ukljuujuéi i nasu. U prethodnim
eksperimentima, pokazana je viSestruko veca koncentracija proinflamatornih citokina IL-
1B, IL-6, KC/GROw i TNF-a (Nakao, Kimizuka i sar. 2003; Moore, Overhaus i sar.
2005) (Grafik 4.22.).
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Grafik 4.22. Koncentracija citokina u serumu nakon manipulacije gastrointestinalnim traktom.
Znacajno povecanje koncentracija proinflamatornih citokina u serumu je izmerena za IL-1, IL-6. TNF-a i
KC/GROu. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije + standardna greska.

4.5.6. ESWT moduliSe inflamatorni odgovor putem povecanja koncentracije
IL-10 u serumu

Nakon sto smo utvrdili da prekondicioniranje Zzivotinja sa EWST moduliSe
serumske nivoe citokina i hemokina, mi smo aplicirali isti pristup na model
postoperativnog ileusa. Kao $to smo i ocekivali, prekondicioniranje Zzivotinja nije
znacajno uticalo na koncentraciju citokina i hemokona u serumu neoperisanih kontrola
(ESWT3n, ESWTan and ESWT4gh). HirurSka manipulacija tankim crevom je sa druge
strane, o¢ekivano izazvala snazan sistemski inflamatorni odgovor u obe operisane grupe
(ESWTa4n+SMagn and SMag, groups). Prekondicioniranje sa ESWT 24h pre hirurske
intervencije je imalo znacajan uticaj na IL-10 povecavajuéi njegovu (p<0.05)
(Grafik4.23.). ESWT prekondicioniranje je uticalo i na trend u povec¢anju koncentracije

IL-12p70 i IL-6 kao i smanjenju IL-1p. Na zalost ovi rezultati nisu uspeli da zadovolje

88



uslove za statisticku znacajnost. Moguc¢i razlog za to je bila razlika izmedu pojedinih

Zivotinja unutar grupe.
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Grafik 4.23. Koncentracija antiinflamatornog citokina IL-10 u serumu 24h nakon hirurske
manipulacije GIT. ESWT pretretman poveava nivo antiinflamatornog citokina IL-10 u serumu i
suprimira inflamaciju izazvanu hirurS§kom manipulacijom GIT u poredenju sa kontrolama (NC) i sham
tretmanom (SM24h) koje su primile samo hirurSsko manipulisanje GIT-om. Podaci su predstavljeni kao
srednja vrednost koncentracije + standardna greska.
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5. Diskusija:

5.1. ESWT ima protektivne efekte u modelu ishemije

koznih reznjeva nezavisno od vremena aplikacije

Nekroza koze i kompozitnih koznih reznjeva je i dalje veoma prisutan klinicki
problem koji je povezan sa znaCajnim troSkovima u zdravstvu, velikim teretom za
pacijente i njihove porodice zbog rana koje ne zarastaju, veoma poremecéenim kvalitetom
Zivota, potrebe za ponovnim hospitalizacijama i potrebom za intervencijama na istoj rani
da bi se postiglo potpuno zarastanje i rekonstrukcija. Veliki broj farmaceutskih preparata,
terapija zasnovanih na specificnim ¢elijama i genska terapija, se trenutno ispituju u cilju
poboljsanja perfuzije koznih reznjeva 1 boljih klinickih rezultata. Zajednicka
karakteristika svih navedenih terapija je ¢injenica da ne postoji uniformna efikasnost u
smanjenju komplikacija reznjeva. U prethodnim publikacijama naSe grupe i drugih
autora, pokazano je da zvu¢na terapija udarnim zvu¢nim talasima ima proagiogeni i
antiinflamatorni efekat na tkiva zahvacena ishemijom (Stojadinovic, Elster i sar. 2008) i
u modelu toplotne opekotine (Davis, Stojadinovic i sar. 2009). U ovoj studiji, Zeleli smo
da ispitamo efekte koje terapija udarnim zvu¢nim talasima izaziva u dobro objasnjenom i
izu¢enom modelu nekroze tkiva usled ishemije, epigastrickom modelu koZnih reznjeva i
tako steknemo bolji uvid u mehanizme kojima ova terapija ispoljava korisne efekte na
tkiva. U ovom radu smo pokazali da terapija udarnim zvuc¢nim talasima (300 impulsa,
EDF=0.1 mJ/mm?) primenjena 24 sata pre operacije, neposredno nakon ishemije ili 24
sata posle operacije znacajno poboljSava perfuziju reznja koze, povecava broj krvnih
sudova i vijabilnost reznja tako Sto smanjuje stepen kontrakcije i smanjuje brzinu nekroze
1 koli¢inu nekrotickog tkiva.

U literaturi postoji nekoliko studija koje su ispitivale efekte udarnih zvu¢nih
talasa na nekrozu tkiva distalnog dela koznih reznjeva. U tim studijama je terapija
udarnim zvuénim talasima primenjena nakon izazivanja ishemije (Meirer, Kamelger i
sar. 2005; Kuo, Wu i sar. 2007; Meirer, Brunner i sar. 2007; Yan, Zeng i sar. 2008; Kuo,

Wang i sar. 2009). Za razliku od tih studija, mi smo procenjivali efekte terapije udarnim
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zvu¢nim talasima u zavisnosti od vremena njene primene, a sve u cilju definisanja da li bi
pretretman tkiva udarnim zvuénim talasima imao protektivni efekat u cilju boljeg
prezivljavanja reznjeva i smanjenja stepena nekroze. Nasi rezultati su pokazali da lokalna
primena udarnih zvuénih talasa znacajno smanjuje brzinu i koli¢inu nekroze u
kompromitovanom tkivu koznih reznjeva i posledi¢ni gubitak tkiva. Ovaj protektivni
efekat je ispoljen bez obzira na vreme primene terapije, bilo pre izazivanja ishemije (24h
Pre-Op), neposredno posle (Post-Op) ili jedan dan nakon ishemije (24h Post-Op).
Znacajno smanjenje povrSine nekroticnog tkiva je postignuto u svim tretiranim grupama
u poredenju sa kontrolama. U svim grupama koje su primile terapiju treceg i sedmog
dana nakon ishemije zabeleZen je priblizno isti procenat nekroze bez obzira na vreme
primene ESWT terapije. NaSi rezultati se mogu uporediti sa drugim terapijama
egzogenim faktorima rasta za sprecavanje nekroze tkiva usled ishemije (Michlits,
Mittermayr i sar. 2007; Mittermayr, Morton i sar. 2008).

Brojni klinicki relevantni razlozi govore u prilog terapeutskoj primeni udarnih
zvucnih talasa u poredenju sa farmakoloskim agensima za poboljsanje angiogeneze. Ova
terapija je testirana dugi niz godina i pokazana je njena bezbednost, lako se primenjuje,
nije invazivna, cena po tretmanu je izuzetno niska i nema zabeleZenih efekata na redovne
terapeutike (Schaden, Thiele i sar. 2007). | naSa studija, kao i ostale publikovane studije,
nije pokazala da upotreba udarnih zvucnih talasa male energije ima negativne klinicke i
histoloSke posledice. Pozitivni efekti na smanjanje stepena nekroze tkiva su zabelezeni od
strane nekoliko autora na razli¢itim animalnim modelima ishemi¢nih reznjeva (Huemer,
Meirer i sar. 2005; Meirer, Kamelger i sar. 2005; Kuo, Wu i sar. 2007) pa ¢ak i u slucaju
komplikovanih modela koji kombinuju hemijski indukovan diabetes kao komorbiditet sa
ishemijom reznja (Kuo, Wang i sar. 2009). Kao Sto smo prethodno spomenuli, nasuprot
njima, mi smo testirali terapiju kao metod za pripremu tkiva za ishemiju. Problem i
znacaj ishemije reznjeva u plasti¢noj 1 rekonstrukrtivnoj hirurgiji je rezultovao u brojnim
terapeutskim reSenjima koja za cilj imaju da predvide perfuziju tkiva da bi slabo
prokrvljeno tkivo bilo ukolonjeno, ali isto tako i da pretretman tkiva pre hirurgije smanji
ishemiju u cilju ofuvanja $to veceg dela reznja (Reichenberger, Germann i sar. 2009).
Zakljuéak ove studije je da terapija udarnim zvuénim talasima ima mesto u

rekonstruktivnoj hirurgiji za poboljSanje angiogeneze i da se njena efikasnost moze
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porediti sa hirurSkim opcijama sa znatno nizim rizikom. Sli¢ni ovim rezultatima su 1
rezultati Kuo i saradnika (2008) koji su pokazali da terapija udarnim zvu¢nim talasima
male energije poboljSava vijabilnost reznjeva u modelu ishemije koznih reznjeva u
pacova sve do 7 dana nakon izazivanja ishemije. Ovi rezultati su od posebnog znacaja za
lekare i hirurge koji se sre¢u sa ovim problemima, posebno u rekonstrukciji rana i
zarastanju hirurSkih defekata. Takode, bitno je ista¢i da su udarni zvucni talasi male
energije uspeli da zaustave gubitak tkiva i kod jasne nekroze nastale usled ishemije.

Cilj ove studije je bio da se utvrde potencijalni mehanizmi pomocu kojih terapija
udarnim zvuénim talasima ispoljava svoje blagotvorne efekte na tkiva. 1z tog razloga
merena je vijabilnost 1 perfuzija reznjeva pomocu laserskog dopler sistema koji nam je
dao slike povrSinske perfuzije reznja. Ovim merenjima je zabelezeno znacajno povecanje
perfuzije kao odgovor na udarne talase lokalno i regionalno. Lokalno je utvrdeno
povecanje perfuzije tkiva u ishemi¢noj zoni (deo reznja sa disekovanom
neurovaskularnom petljom) i regionalno uveéanje perfuzije u susednim delovima reznja,
vitalnoj i tranzijentnoj zoni. Uticaj pretretmana tkiva smo utvrdili merenjem perfuzije
neposredno nakon hirursSke intervencije i disekovanja krvnih sudova. Kao Sto je i za
ocekivati, ESWT tretman je doveo do smanjenja perfuzije tkiva u svim grupama. U grupi
koja je bila tretirana 24 sata pre operacije, ovo smanjanje je bilo znafajno manje u
poredenju sa svim ostalim grupama. Sedmog dana posle ishemije, nivo perfuzije je
dosegao tri puta vecu vrednost u poredenju sa perfuzijom u kontrolnoj grupi. Interesantno
je da je sedmog dana nakon ishemije vrednost perfuzije u svim tretiranim grupama bila
jednaka (24h Pre-Op, Post-Op i 24h Post-Op). Kao $to je bilo i za ocekivati, nekroza u
kontrolnoj grupi i 24h Post-Op grupi je bila jednaka prvi dan. Nakon tretmana, perfuzija
u 24h Post-Op grupi je pocela da raste i do kraja eksperimenata, postala je statisticki
znacajno veca od kontrola, 1 izjednacila se sa ostale dve tretirane grupe. Dinamika kojom
se perfuzija povetavala u ovoj grupi je u saglasnosti sa rezultatima prethodno
publikovanih studija (Kuo, Wu i sar. 2007; Zimpfer, Aharinejad i sar. 2009).

U prethodnim studijama pokazano je da terapija udarnim zvucnim talasima utice
na homeostazu azot monoksida (NO) (Ciampa, de Prati i sar. 2005; Mariotto, Cavalieri i
sar. 2005; Aicher, Heeschen i sar. 2006; Yan, Zeng i sar. 2008). Mi smo dobili

preliminarne rezultate (podaci nisu prikazani) pomocu elektronske paramagnetne
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rezonance, a koji oslikavaju dogadaje u tkivu vezane za NO put. Ovi preliminarni
rezultati podrzavaju hipotezu da NO ima uticaja na povecanje perfuzije zabelezeno
pomocu LDI sisitema neposredno nakon primene udarnih zvuénih talasa. NO je takode
povezivan sa antiinflamatornim efektima udarnih zvu¢nih talasa male energije (Kuo, Wu
i sar. 2007; Davis, Stojadinovic i sar. 2009) koji su potencijalno odgovorni za poboljSanu
vijabilnost reznjeva. Bitno je iste¢i da je poluzivot NO veoma kratak (Ty, meren u
sekundama) Sto sugeriSe da efekti koje udarni zvuéni talasi imaju na tkivo nisu samo NO
zavisni ve¢ da je proangiogeni efekat udarnih zvucnih talasa takode bitan. Dobro je
utvrdena veza izmedu povecanja nivoa NO 1 povecanja ekspresije vaskularnog
endotelnog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i vice versa
(Zachary i Gliki 2001; Gotte, Amelio i sar. 2002). Dve grupe autora, Stojadinovic i
saradnici (2008) i Davis i saradnici (2009), su pokazale da udarni zvucni talasi stimuliSu
angiogenezu 1 suprimiraju proinflamatorni odgovor u ishemic¢nom tkivu. Ova dva procesa
nisu divergentna, ve¢ naprotiv, trenutno preovladava jedan ili drugi proces Sto ima
definiSu¢i efekat na konacni ishod reparaciju tkiva i regeneraciju. U naSoj studiji,
kvantitativnom imunohistohemijskom analizom pratili smo efekte udarnih zvuénih talasa
na revaskularizaciju ishemiénog tkiva koja obuhvata stvaranje malih krvnih sudova.
Utvrdivan je odnos funkcionalnih, formiranih, krvnih sudova i ukupnog broja svih krvnih
sudova. Izrazito veéi broj vvWEF'krvnih struktura je detektovan u svim tretiranim
grupama u poredenju sa kontrolama, medutim, samo je intradermalni sloj Post-Op grupe
dosegao statisticki znaCajnu razliku. Broj de novo formiranih zrelih, funkcionalnih
sudova (SMA" struktura) u odnosu na ukupan broj endotelnih struktura je dao novi
pogled na efekte udarnih zvu¢nih talasa. Udarni zvucni talasi su izazvali formiranje veceg
broja funkcionalno zrelih krvnih sudova u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama.

Nakon Sto smo pokazali da udarni zvucni talasi ispoljavaju lokalni i regionalni
efekat na tkivo, pokuSali smo da utvrdimo da li terapija udarnim zvu¢nim talasima ima
sistemske efekte i da ispitamo dublje mehanizme angiogenetskih efekata udarnih zvucnih
talasa. U tu svrhu kori$¢eni su transgeni misevi koji zajedno sa VEGF-R2 ispoljavaju i
luciferazu. Uloga VEGF-R2 je dobro opisana u literaturi, i smatra se da je ovaj receptor
jedan od glavnih molekula u procesu angiogeneze. U intaktnim transgenim miSevima,

ESWT tretman zadnjeg ekstremiteta je izazvao povecanje bioluminiscencije ne samo
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lokalno, u tretiranom ekstremitetu, ve¢ je ispoljen i efekat u udaljenim tkivima od mesta
tretmana, tj na netretiranom, kontralateralnom ekstremitetu. Sedmog dana nakon tretmana
bioluminiscencija fotona koje je emitovao luciferin, bila je dva puta veca nego kod
netrertiranih kontrolnih zivotinja iako to nije bilo statisticki znacajno. Interesantni
eksperimenti (Aicher, Heeschen i sar. 2006) na nude-pacovima, su pokazali da
pretretman pomoc¢u udarnih zvuénih talasa neishemi¢nih 1 zadnjih ekstremiteta
podvrgnutih hroni¢noj ishemiji ima pozitivne efekte, kako na lokalnom/regionalnom
nivou, tako je ispoljen i sistemski efekat. Oni su pokazali povecanje regrutovanja i
homing cirkuliSu¢ih endotelnih progenitorskih c¢elija, putem tretmana tkiva pomocu
udarnih zvu¢nih talasa a kroz povecanje ekspresije hemoatraktanata, STF-1 (engl,
stromal-cell derived factor 1) i VEGF. Nasi rezultati iz eksperimenata na transgenim
zivotinjama takode govore u prilog rezultata koje smo zabelezili ispitujuéi angiogenezu u
reznjevima, gde smo videli da tretirano tkivo, kao i susedno tkivo (tranzijentna i vitalna
zona) imaju povecanu ekspresiju vonWillebrand faktora i aktina glatke muskulature.

Jedan od velikih problema koji je prisutan u rekonstruktivnoj hirurgiji je i
kontrakcija reznjeva, naroCito na mestima koja trpe velika istezanja i savijanja (npr.
zglobovi). Kontrakcija tkiva je u direktnoj vezi sa depozicijom kolagena i njegovim
remodelovanjem. U naSim eksperimentima, uocena je kontrakcija tkiva reznja u svim
zivotinjama, ali smo medu grupama mogli da utvrdimo znacajne rezlike u stepenu
kontrakcije i ona je bila manja u svim tretiranim grupama. Ovo ima veliki znacaj za
klinicku praksu gde je neophodna 1 veoma je znacajna redukcija kontrakcije tkiva, kako
bi se na primer u slucaju zglobova omogucila veca pokretljivost i ve¢i obim pokreta.
Neki autori su posebnu paznju posvetili upravo ovom problemu, deponovanju kolagena u
tkivu nakon tretmana udarnim zvuc¢nim talasima i pokazali da ona utice kako na
ekspresiju kolagena, tako i na njegovo deponovanje i orijentaciju (Berta, Fazzari i sar.
2009; Bosch, de Mos i sar. 2009; Vetrano, d'Alessandro i sar. 2011; Carcamo, Aliaga i
sar. 2012).

Nasi rezultati dalje govore u prilog hipotezi da aplikacija fizicke energije ili
mehanic¢kog stimulusa moze da pokrene seriju dogadaja u ¢elijama koje imaju pozitivne
bioloSke efekte na ¢Citav organizam. Ovaj proces je poznat pod terminom

mehanotransdukcija i izgleda da ima znacajnu ulogu u procesu interakcije medu ¢elijama,
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njihovom homingu, remodelovanju tkiva kao i regeneraciji. Verovatno najbolji primer za
primenu fizickih sila u bioloske svrhe je terapija negativnim pritiskom koja je promenila
nacin na koji se velike rane tretiraju. Mehanicke sile, koje mikroskopski deformisu tkivo
putem usisavanja, pomaze proliferaciju i angiogenezu, tako i remodelovanje povecanjem
ekspresije MMP (Saxena, Hwang i sar. 2004; Greene, Puder i sar. 2006).

NaSa studija pokazuje da udarni zvuéni talasi male energije izazivaju
mehanotransdukcione promene u modelu ishemije koznih reznjeva. Razumevanje ovih
stimulatornih efekata na angiogenezu u kozi je produbljeno ovim putem kroz izu€avanje
specifi¢cnih proteina u kozi, klju¢nih za angiogenezu. NaSi rezultati sugeriSu da jedan
tretman udarnim zvuénim talasima od 300 impulsa, EDF=0.1 mJ/mm? primenjeni 24 sata
pre, neposredno nakon i 24 sata nakon ishemije znaCajno ubrzava proces
revaskularizacije, potpomaze vijabilnost reznja kroz ranu poveéanu ekspresiju faktora
znacajnih za angiogenezu i poboljSava perfuziju kompromitovanog tkiva. Takode, nasa
studija sugeriSe potrebu za daljim izu¢avanjem sistemskih efekata koje terapija udarnim
zvuénim talasima potencijalno ispoljava a koja je povezana sa lokalnim, regionalnim i

kontralateralnim efektima uo¢enim nakon tretmana.

5.2. Konstrukcija modela gastrointestinalnog stazisa i

inflamacije izazvanih traumom perifernih tkiva

Klini¢ki ishod i preZivljavanje pacijenata koji su pretrpeli teSke traume je
znaajno povecan u prosloj deceniji zbog napretka u nezi ovih pacijenata, povecanja
efikasnosti terapeutika koji se primenjuju, znacajnog skrac¢enja vremena koje protekne od
momenta povrede do prvog tretmana, brzog transporta do medicinskih ustanova (vojska
prednjaci u ovome), efikasne reanimacije i inicijalnog tretmana u spre¢avanju gubitaka
zivota. Uprkos tome, trauma je veliki klinicki problem zato §to ne postoji specificna
terapija za post-traumatski sindroma u kome dolazi do otkazivanja mnogih organa (engl.
Multiple Organ Failure syndrome, MOF)(Dewar, Moore i sar. 2009). 1z tog razloga je
razumevanje patofizioloskih mehanizama u samoj rani, naroCito onih c¢elijskih 1

molekularnih dogadaja koji dovode do sistemskih poremecaja (SIRS, MODS, MOFS)
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neophodno za razvoj uspesnih terapeutika. Pouzdan animalni model koji oponaSa
povredu perifernih tkiva 1 koji omogucava gradaciju same povrede, a narocito model koji
reprodukuje posledi¢ne dogadaje koji ukljucuju i GIT, i njegovu ulogu u razvoju
sistemskog inflamatornog odgovora je preko porteban. Novi TBX model je razvijen u
ovoj studiji 1 kod njega je moguce precizno podesavati stepen povrede, on ukljucuje sve
klinicki relevantne bioloSke dogadaje i kao takav omogucava izuCavanje sistemskih 1i
organ-specifi¢nih molekularnih i ¢elijskih efekata traume.

GIT igra odlucujuéu ulogu u visokoj stopi mortaliteta i morbiditeta (Marshall,
Christou i sar. 1993; Soeters, Luyer i sar. 2007). IzuCavanje efekata traume na GIT i
izuCavanje sekundarnih sistemskih efekata traume je bilo veoma oteZzano i nekonkluzivno
zato Sto je postojala obavezna upotreba analgetika u trenutno dostupnim animalnim
modelima, za analgetike je pokazano da imaju velike, neizbezne efekte na vise sistemskih
organa, posebno na gastrointestinalnu funkciju i epitelijalnu sekreciju i motilitet GIT
(Bauer, Sarr i sar. 1991; Schmidt, Stoffels i sar. 2008). Klini¢ki domen
gastrointestinalnog stazisa i sistemskog oslobadanja brojnih inflamatornih medijatora
oslobodenih od strane GITa koje prati traumu je dobro opisan. Ovi postraumatski
dogadaji kompromituju nutritivni status pacijenata, povecavaju rizik od pneumonije i
doprinose prenamnoZavanju bakterija u samom gastrointestinalnom taktu i probijanje
mukoznih barijera, §to predstavlja kriti¢ni ,,drugi udar* na organizam u razvoju pogubnog
sindroma sistemskog inflamatornog odgovora.

Do sada, kako smo mi zakljucili, specificna veza izmedu tkivne povrede i
gastrointestinalnog dismotiliteta nije bila izu¢avana. Ovo je uglavnom zbog nedostatka
odgovaraju¢eg, pouzdanog 1 podesivog modela za dugoro¢no izucavanje
gastrointestinalnog trakta. Jasno, postoji nekoliko modela traume/hemoragije koji
uglavnom podrazumevaju laporatomiju ili frakturu kostiju kao traumatsku komponentu
modela (Tsukamoto i Pape 2009). Nedostatak ovih modela je u tome $to iako kljucan
element, trauma nije jasno definisana i postoji velika varijabilnost u stepenu oSte¢enja
tkiva medu zivotinjama. Treba dodati i da u dosadasnjim modelima traume/hemoragije
postoji obavezna upotreba analgetika da bi se omogucilo dugoro¢no izu¢avanje Zivotinja,

Sto samo po sebi ima velike efekte na ceo sistem.
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Prvi cilj ove studije je bio da se razvije pozdan, podesiv i IACUC odobreni model
traume tkiva koji bi mogao da omoguci 1 kratkorocno i dugoro¢no izucavanje i koji bi
omogucio eksperimentisanje bez upotrebe analgetika. Mi smo ovo uspeSno postigli
konstrukcijom precizno graduisanog miSijeg modela povrede tkiva, koji se sastoji u
implantaciji (presadivanju) specificne, predodredene koliine sterilnog, singenog,
povredenog tkiva (TBX) u dorzalni subkutani prorez u misa primaoca. Interesantno je da
je presadeni TBX u koli¢ini visoj od 17.5% od ukupne telesne mase primaoca bio
poguban za Zivotinje, nakon potpunog opravka od anestezije posle operacije. Jasno je da
je nakon vremenskog perioda koliko su trajali ovi eksperimeni (21 sat nakon
transimplantacije) Zivotinje nisu mogle ozbiljno da obole od nedostatka ishrane, ali je
brzo disanje sugerisalo da su Zivotinje razvile akutne pluéne probleme. Zbog toga, mi
smatramo da TBX model moze uspesno da se koristi i za izu¢avanje pulmonarnih efekata
koje moze da ima masivno ostecenje tkiva.

Bitno je ista¢i da smo mi koristili novi eksperimentalni model, TBX model, da
pouzdano rekapituliramo Cesti klinicki problem gastrointestinalne staze u pacijenata sa
traumom. Predstavljeni podaci pokazuju da postepeno povecanje koli¢ine implantiranog
TBX od >10% od ukupne mase primaoca dovodi do postepenog kasnjenja u
gastrointestinalnom tranzitu pra¢enim pomocu tecnog FD70. Dalje, periferno
implantirano osteceno tkivo rezultuje u znacajnoj i neprekidnoj supresiji kontraktilnosti
izolovanog jejunalnog cirkularnog glatkog misi¢a po za sada nepoznatom mehanizmu.
Tezak gastrointestinalni stazis se pojavljuje u velikom broju pacijenata izazivajuci
poviSenu stopu mortaliteta i morbiditeta. lako je hranjenje pacijenata oralnim putem
preferiran nacin davanja hrane kriticno obolelim pacijentima, pacijenti koji su hranjeni
nazo-gastralnim putem. Pacijenti koji su hranjeni drugim putevima dobijaju polovinu od
Zeljenje kolicine nutrijenata (Stapleton, Jones i sar. 2007). Dalje, gastrointestinalni stazis
je Cesto povezan sa povecanim rizikom od prenamnozavanja bakterija, aspiracijom
gastrinog sadrzaja i sekundarnom pneumonijom (Chapman, Fraser i sar. 2005). Zbog
navedenih razloga, model koji bi se koristio da se specifi¢no izu¢ava mehanizam tramom
izazvanog gastrointestinalnog stazisa je veoma potreban.

Jos jedna prednost naSeg modela je u tome Sto u novoopisanom modelu povrede

postoji mogucnost da se manipuliSe TBXpre same implantacije. Mi smo pokazali da je
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denaturacija proteina u TBX potpuno eliminisala pogubne efekte TBX. Dobro je poznato
da citoplazmati¢ni 1 nukleusni proteini oslobodeni u meducelijski prostor od strane
povredenih ¢elija mogu da izazovu snazan inflamatorni odgovor. Ovi dogadaji u prvim
stupnjevima posledi¢no aktiviraju koagulacione faktore, iniciraju agregaciju krvnih
plocica 1 generiSu citokine 1 hemokine koji zatim regrutuju neutrofile, monocite, B i T
¢elije na mesto povrede. Svi oni skupa doprinose razvoju sistemskog inflamatornog
odgovora, koji potencijalno moze da preraste u MOF sindrom.

Sli¢no, transimplantacija izolovanog ekstracelijskog matriksa iz TBX koji je
osloboden ¢elija pomocu kiseline, smanjuje smrtnost i uklanja efekte koje TBX ima na
GIT. Ipak, neophodno je ovo dalje izuciti 1 utvrditi da li produkti degradacije samog
matriksa od strane aktiviranih ¢elija u TBX imaju zapazen inflamatorni potencijal koji bi
mogao da utice na tkivni odgovor na povredu. Hijaluronska kiselina je ubikvitarni
molekul 1 glavna komponenta ekstracelijskog matriksa koja je sintetisana kao veliki
polimer. Poznato je da je tokom povrede, inflamacije i debrisa mrtvog tkiva povecana
koncentracija hijaluronana delovanjem MMP (Wang, Ba i sar. 1996). | zaista, povecana
koncentracija hijaluronana je bila merena u studijama mnogih inflamatornih poremecaja a
1 fragmenti ekstracelijskog matriksa (hijaluronan i fibronektin) imaju ulogu pro-
inflamatornog stumulsa za makrofage i endotel (McKee, Lowenstein i sar. 1997; Rockey,
Chung i sar. 1998; Bot, Hoefer i sar. 2008). Nedavno je pokazano da su inflamatorni
dogadaji koji su posledica degradiranog ekstracelijskog matriksa posredovani TLR2 i
TLR4 i da MyD88 zavisnim putem aktiviraju NF- «B (Jiang, Liang i sar. 2005; Levy,
Prince i sar. 2006)

Klini¢ki posmatrano, teska trauma rezultuje u SIRS koji kada progresira prelazi u
MOD. U TBX modelu, smo u serumu 21 sat nakon implantacije zabelezili znacajno
povecéanje koncentracije IL-6, KC/GROu i anti-inflamatornog citokina IL-10. Poznato je
da serumski nivo IL-6 i IL-10 predstavljaju znacajne prognosti¢ke faktore koji su
nezavisni faktori rizika mortaliteta i morbiditeta (Nast-Kolb, Waydhas i sar. 1997;
Hawksworth, Stojadinovic i sar. 2009). Nasuprot tome, do sada u ovom modelu nije
zabelezeno povecanje u serumskog nivoa IL-1B, IL-12p70, IFN-y 1 TNF-a. Treba istaci
da smo mi posmatrali samo jednu vremensku tacku, a nivoi razli¢itih medijatora

inflamacije u serumu variraju u toku vremena i postoji moguc¢nost da smo uzorke
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sakupljali ranije da bismo zabeleZili i promenu koncentracije drugih citokina. S toga,
detaljni vremenski profil specifi¢nih regulatora inflamacije u serumu treba da se odredi 1
u tom momentu bi se detaljniji mehanizam mogao predloziti.

Razumevanje molekularnih i ¢elijskih interakcija izmedu domacina i rane je
takode znaCajno za razvoj terapeutika u cilju sprecavanja Stetnih sistemskih efekata
traume kao i za poboljSanje remodelovanja tkiva i regeneracije. Uz prethodno pomenute
prednosti TBX modela, pokazali smo da je ovaj model jedinstven i pogodan za
istrazivanje medijatora u sterilnoj rani. Interesantno je da su IL-1p i TNF-a bili pove¢ano
eksprimirani u sveze pripremljenom TBX fluidu, sugeriSuc¢i da su oni bili prisutni u
preformiranom stanju. Nasuprot njima, TNF-a, IL-6 i KC/GROa su bili generisani unutar
TBX tek nakon implantacije dok je IL-1B bio konstantno prisutan. Profil ekspresije
hemokina i citokina u serumu i fluidu iz rane bi mogao da bude prediktivni faktor za
zarastanje rana, jer je disregulacija inflamacije bila pokazana kod pacijenata koji su imali
usporeno zarastanje rana (Hawksworth, Stojadinovic i sar. 2009). Dodatne studije koje
kombinuju TBX model i klinicke podatke bi trebalo da dovedu do razvoja panela
biomarkera zarastanja rana, koji bi potencijalno mogao da bude sredstvo za predvidanje
ishoda zarasatanja rane, kao i da se proceni uticaj koji povreda tkiva ima na razlicite
organske sisteme, posebno na GIT. ZnaCajan napor je napravljen u istrazivanju
posttraumatskih bronhoalveolarnih fluida i ove studije su takode pokazale viSe nivoe
TNF-a, IL-1B 1 IL-6, ali primarno u modelima hemoragi¢nog Soka u razli¢itim vrstama
Zivotinja (Tasoulis, Livaditi i sar. 2009). Celijsko poreklo specifi¢nih inflamatornih
medijatora u traumi je i dalje nejasano kako u klinickim tako i u eksperimentalnim
istrazivanjima. Ovaj jedinstveni model omoguc¢ava da se izu¢avaju dve komponente: sa
jedne strane sam proces zarastanja rane, a sa druge strane organizam kao celina i da se
utvrdi da li povecana koncentracija cirkuliSu¢ih inflamatornih medijatora potice iz rane ili
drugih delova tela.
model traume koji je precizno kontrolisan i reproducibilan, model koji rekapitulira mnoge
vazne klinicke fenomene i1 koji moze da se koristi u kombinaciji sa genetski
modifikovanim miSevima ve¢ opisanim ili de novo napravljenim. Vazno je da model ne

zahteva obaveznu upotrebu analgetika kao u drugim dostupnim modelima, i tako
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izbegavamo nepouzdani farmakoloski efekat analgetika na imunski sistem, pluca i
gastrointestinalno funkcionisanje, 1 stoga je po prvi put omoguceno izucavanje
posttraumatskog gastrointestinalnog motiliteta. Jedinstveno za ovaj model je to Sto se
povredenim tkivom i fluidom moze manipuliisati i tako doprineti razumevanju Stetnih
sistemskih efekata koje traume imaju, Sto bi dovelo do boljeg uvida u mehanizme
zarastanja rane. Konacno, ovaj inovativan model nudi moguénost da se istrazuju
dugoro¢ni molekularni i funkcionalni dogadaji u sindrom kompenzatornog anti-
inflamatornog odgovora indukovanog tkivnom traumom, poznat i kao ,,two hit* scenario

traume.

5.3. Geneticko i terapeutsko modifikovanje imunskim
odgovorom na traumu sprecava pojavu gastrointestinalnog

stazisa u odgovoru na implantirani TBX

Trauma je glavni uzro¢nik smrti u civilnim nesre¢ama, i U vojsci, usled ranjavanja
I povredama od eksplozija, zato Sto ne postoji terapeutsko reSenje za ravijanje SIRS i
kasnijeg MOF sindroma koji dovodi do smrti (Dewar, Moore i sar. 2009). Na Zalost, svih
150 1 vise klini¢kih studija koje su imale budzete i od nekoliko milijardi dolara nije
uspelo da pomogne kritino obolelima (Xiao, Mindrinos i sar. 2011). Nedavno je
konzorcijum 21 istrazivackog centra specijalizovan za traume u SAD (engl. The
Inflammation and Response to Injury Large Scale Collaborative Research Program)
zakljucio da tradicionalni animalni modeli opekotine, sepse 1 traume slabo oponasaju
njihove pandame u stanjima kod ljudi (Seok, Warren i sar. 2013). Medu 4918 ortoloskih,

inflamatornih gena koji su komparativno analizirani, patoloski odgovor ljudi je bio ve¢i

.....

.....

u misijim modelima, autori su sugerisali da bi model sa ve¢im stepenom
povrede/ostecenja tkiva bolje oponasao klinic¢ku sliku videnu u ljudima.

Kao Sto smo istakli, eksperimentalni modeli se uglavhom sastoje od preloma
femura prac¢enim nagnje¢enjem okolnih misi¢a i hemoragije (Mollen, Levy i sar. 2008),

manipulacije crevima u kombinaciji sa hemoragijom (Yu, Pang i sar. 2013), ili od
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nekoliko tupih trauma u kombinaciji sa hemoragijom (Tsukamoto i Pape 2009; Gentile,
Nacionales i sar. 2013; Seok, Warren i sar. 2013). Ovi modeli imaju primarno
hipovolemicki uticaj koji ima ograni¢enu povredu tkiva kao komponentu i koji zbog
prezivljavanja zahteva obaveznu upotrebu lekova za analgeziju. Mi smo koristili klinicki
uocene promene na nivou transkriptomiksa u ljudi, da razvijemo novi model inflamacije
izazvane povredom sa velikim oSte¢enjem perifernih tkiva. Mi smo prethodno opisali
TBX model u kome moze precizno da se kontroliSe stepen oStecenja tkiva, koji je
reproducibilan i koji rekapitulira mnoge vazne klinicke fenomene (Tsukamoto, Antonic i
sar. 2011).

Klini¢ki 1 u svim eksperimentalnim modelima, GIT ima odlucuju¢u ulogu u
prezivljavanju i morbiditetu pacijenata (Marshall, Christou i sar. 1993; Soeters, Luyer i
sar. 2007). Medutim, istrazivanje traume i njenih efekata na GIT i sekundarnih
sistemskih efekata je bila znacajno smanjena zbog obavezne upotrebe analgetika, zato Sto
analgetici imaju snazne neZeljene efekte na nekoliko organskih sistema, posebno na
ekskreciju i motilitet GIT (Bauer, Sarr i sar. 1991; Schmidt, Stoffels i sar. 2008).
Gastrointestinalni stazis i oslobadanje inflamatornih medijatora poreklom iz GIT u
cirkulaciju je dobro poznato. Dalje, razumevanje mehanizama po kojima GIT funkcionise
je neophodno zato Sto GIT stazis koji se javlja nakon traume kompromituje nutritivno
stanje organizma, jer pacijenti ne mogu da unose hranu, povecava rizik od aspirativne
pneumonije (Chapman, Fraser i sar. 2005) i doprinosi prenamnozavanju bakterija i
kona¢nom probijanju mukozne barijere Sto izaziva razvoj sepse, koja dalje potpomaze
razvoj SIRS i MOF.

Do sada, naSi rezultati su pokazali da bioaktivni medijatori generisani u
dinami¢noj i evoluiraju¢oj mikro-sredini rane (Hawksworth, Stojadinovic i sar. 2009), a
ne strukturni elementi tkiva (fragmenti kosti, intaktni ekstracelularni matriks i celijske
membrane), pokrecu inflamatorni odgovor. Ova tvrdnja je zasnovana na rezultatima
eksperimenata sa zamrzavanjem i odmrzavanjem tkiva, inaktivacijom tkiva zagrevanjem
na visokoj temperaturi i decelularizacijom tkiva, gde svaki od ovih metoda u potpunosti
eliminiSe negativne efekte na organizam (Tsukamoto, Antonic i sar. 2011). Brojni
medijatori, koji indukuju snazan inflamatori odgovor nakon oslobadanja iz oStecenog

tkiva u ekstracelularni matriks su dobro poznati i opisani. U drugim organskim sistemima
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studije su pokazale da se urodeni imunski sistem 1 endotel aktiviraju Sirokim spektrom
intracelularnih molekula ukljucujuéi IL-1a, IL-1B, TNF-a, HSP, mokra¢nu kiselinu,
ATP, S100 proteine, HMGB-1 protein, histone i DNK-RNK-protein komplekse od kojih
neki ispoljavaju svoje efekte putem pattern-recognition receptora kao Sto su TLR (Flohe,
Bangen i sar. 2007; Bitto, Barone i sar. 2010; Xu, Zhang i sar. 2011).

U klinickoj studiji je TLR put identifikovan kao signalni put koji ima glavnu
ulogu u odgovoru pacijenata na traumu (Seok, Warren i sar. 2013) i u eksperimentalnim
modelima sistemskog odgovora i odgovora udaljenih organa na ishemija-reperfuzija tip
povrede, hemoragijski Sok i hemoragiju kombinovanu sa traumom. U prethodnim
studijama nije bilo lako odrediti poreklo TLR liganda: da li je poreklom od oSteCene
mukozne barijere koja je osetljiva na ishemiju (engl. pathogen associated molecular
patterns, PAMP poreklom od bakterija) ili od signala formiranih endogeno (engl. danger
associated molecular patterns, DAMP). Koriste¢i TBX model, u kojem ne koristimo ni
ishemiju niti oSte¢enje tkiva domacina, mi smo mogli da pokazemo vaznost TLR4
receptora u izazivanju patofizioloskih stanja tokom povrede. Mi smo pokazali da
subkutano implantirani TBX izaziva povecanje iRNK za TLR4 u tunica muscularis, koje
verovatno odslikava situaciju i u ostalim tkivima i organima. Ovo je veoma vazno istaci,
zato §to povecana ekspresija TLR4 putem TBX dovodi do senzitizacije Zivotinja na male
doze LPS c¢ak i pri niskim dozama, dozama koje prethodno nisu imale efekat i1 izazivale
su smrtnost pri samo malo visSim dozama (5-10mg/kg) koje tipi¢no nisu letalne. Nasa
zapazanja daju uvid u mogucu ulogu TLR4 u Stetnoj sinergiji traume i posledicnog
razvijanja infekcije. U ovom ,,double hit*“ scenariju, dodatno uvecavanja sistemskog
inflamatornog odgovora zbog infekcije povecava lokalnu disfunkcionalnost i potencira
disfunkionalnost udaljenih organa, koja ukoliko ostane netretirana, dovodi u opasnost
Zivot bolesnika (Deitch 1990).

U naSim eksperimentima, gubitak funkcionalnih TLR4 je doveo do poboljSanja od
20% u gastrointestinalnom motilitetu u poredenju sa wild-type miSevima kod kojih je
izazvan ozbiljan gastrointestinalni stazis nakon implantacije TBX. NaSi podaci snazno
govore u prilog ¢injenice da DAMP oslobodeni oSteCenjem tkiva direktno aktiviraju
TLR4 signalne puteve domacina. Nakon §to se DAMP ligand veze za TLR4 kompleks
(TLR4/CD14/LBP) signal se dalje prenosi putem MyD88 i TRIF molekula (Buchholz i
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Bauer 2010). Posto je MyD88 funkcionalni adaptorski protein za vise TLR (TLR2,
TLR4, TLR5, TLR7, TLR8 i TLR9) mi smo pokusali da odredimo ulogu TBX u
aktivaciji MyD88 nizvodnih molekularnih dogadaja koriste¢i MyD88 KO miseve.
Pokazali smo da genetska eliminacija MyD88 dovodi do poboljSanja od oko 30% u
poredenju sa wild-type miSevima. Posto geneticka eliminacija funkcije vise TLR (putem
eliminacije MyD88 signalinga) dalje poboljSava motilitet GIT, nasSi podaci sugeriSu da
DAMP poreklom iz TBX aktiviraju vise razli¢itih TLR koji doprinose razvoju stazisa.
Naredni eksperimenti u kojima bi se koristile himere kosne srzi u kombinaciji sa naSim
modelom bi mogli da daju bolji uvid u ovu problematiku, i eksperimenti specifi¢no
dizajnirani za istrazivanje specifiénih mesta gde se TLR aktivacija odigrava nakon
povrede su aktuelni i trenutno se radi na njima. Interesantno je i da upotreba modela
hemoragijskog Soka i bilateralne frakture femura identifikovala TLR4 i TLRO na ¢elijama
poreklom iz kosne srzi kao i parenhimalnim ¢elijama koje nisu poreklom iz kosne srZi
kao neophodan uslov za ravoj optimalnog inflamatornog odgovora i posledicnog
ostecenja jetre (Mollen, Levy i sar. 2008; Gill, Ruan i sar. 2011).

Mi smo pokusali da odredimo zavisnost sistemskog inflamatornog odgovora na
TLR4 aktivaciju. Kao Sto smo videli i u prethodnim studijama, bazalni nivo citokina u
serumu TLR4 KO miSeva je nizi u odnosu na nivoe kod C57/B6 wild-type miSeva
(Buchholz, Chanthaphavong i sar. 2009). Prethodno predstavljeni rezultati pokazuju da
subkutana implantacija sterilnog TBX izaziva snazan sistemski inflamatorni odgovor u
wild-type miSevima, kao i u TLR4 KO miSevima 24 sata nakon implantacije.
Interesantno je da je vec¢ina citokina u serumu TLR4KO miSeva imala slicne vrednosti
kao 1 kod wild-type Zivotinja, samo je IL-10 bio znacajno suprimiran u TLR4 KO. Ovo
najverovatnije reflektuje ublazavanje efekata TBX na domacdina $to se ogleda u
poboljSanju tranzita kroz GIT u TLR4 KO grupi. Zaista, nivo 1L-10 u plazmi pacijenata
predstavlja prediktivni faktor za konacni ishod pacijenata (Friedman, Jankowski i sar.
1997; Nast-Kolb, Waydhas i sar. 1997; Hawksworth, Stojadinovic i sar. 2009; Csontos,
Foldi i sar. 2010). Eksudat iz rane (TBX fluid) je bio analiziran za odredivanje razlike u
nivoima citokina i hemokina 24 sata nakon TBX implantacije izmedu C57/B6 i TLR4
KO miseva. Mi smo videli uve¢anje u nivou IL-1p i TNF-a u TLR4 KO miSevima koji

su bili implantirani sa C57/B6 u poredenju sa wild-type domacdinima u koje je bio
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transplantiran singeni TBX. Zajedno ovi podaci sugeriSu da smanjeni nivo 1L-10 moZe da
dovedo do nespreCene produkcije nekih medijatora inflamacije u samoj rani, TBX, u
TLR4 KO miSevima.

Dalje smo ispitali razvoj nove klinicke upotrebe ESWT da pokuSamo da
moduliSemo odgovor domo¢ina na perifernu traumu. NaSi podaci pokazuju da je izbor
odgovaraju¢ih udarnih zvucénih talasa, sa odgovaraju¢im EFD, brojem impulsa moze da
pokrene molekularne puteve koji ¢e imati protektivni efekat. I zaista, jo§ od 1980, ESWT
je bila koris¢ena u ortopedske svrhe, leCenje rana i opekotina, protiv povrede krvnih
sudova i ishemiji (lannone, Moretti i sar. 2009). Kao $to smo istakli, mehanizmi kojim
ESWT deluje na organizam nisu jasno opisani, i ostaju nepoznanica. Mi smo ovim
eksperimentima pokazali da akusticka energija primenjena na abdomen ne izaziva
strukturne i1 funkcionalne nezeljene efekte na GIT, jetru, mokra¢nu besiku i gusteracu i
time napravili korak dalje u potencijalnoj primeni terapije. Primena terapije takode mora
da bude veoma strogo kontrolisana jer smo u naSim eksperimentima videli da primenjena
na toraks, ESWT izaziva povredu pluca usled stvaranja velikih tenzionih sila na granici
vazduha i tkiva. Kao $to smo napomenuli, nasi rezultati su pokazalali da ESWT pokrece
molekularne puteve u organizmu koji imaju protektivni efekat protiv buduce sistemske
inflamacije izazvane implantacijom TBX. Uprkos naSim prethodnim rezultatima, u
modelu ishemije koznih reznjeva, kada smo pokazali da vreme primene terapije nije od
krucijalne vaznosti za uspesnost tretmana, u TBX modelu, vreme aplikacije je imalo
odluc¢ujucu ulogu pri ¢emu je pretretman efektivan, a terapija primenjena odmah nakon
implantacije ili 4-24 sata nakon implantacije nema efekta. Razlozi za ovo mozda leze u
nivou o$tecenja tkiva, razlici u mehanizmima imunskog sistema koji povreda pokrece i
uopste modelima. Kao Sto smo naveli u prethodnim eksperimentima, mi smo uvideli
lokalne efekte koje ESWT ima i ukazali na sistemske efekte koje ESWT mozda pokrece.
I u ovim eksperimentima je pokazano da lokalno, u samom TBX tkivu, a mereno u fluidu
sakupljenim iz TBX, ESWT smanjuje produkciju brojnih medijatora inflamacije.
Posebno se mora ista¢i desetostruko smanjenje KC/GROa, vaznog hemoatraktanta za
leukocite. Nasuprot tome, pretretman sa ESWT nije znacajno uticao na bazalni nivo
cirkuli$u¢ih citokina i hemokina u grupi koja je primila ESWT 48 sati pre sakupljanja

uzoraka ali jeste delimi¢no uticala na nivoe citokina u grupi koja je primila ESWT i TBX.
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Prethodno je pokazano da ESWT blago deluje na nivo IL-10 (Zhou, Zhu i sar. 2008;
lannone, Moretti i sar. 2009) koji je onda mogao da dovede do smanjanja ostalih citokina
i hemokina u TBX fluidu.

Sa tacke gledista primenjivosti, EWST u naSem modelu nije ispunila o¢ekivanja.
Da bi bila uspesno primenjena, tretman je morao da se primeni 24 sata pre implantacije
TBX. Prakti¢no, to bi znacilo da bismo morali pacijente da tretiramo pre nego $to se
povrede, a to je neizvodljivo. Dalje istrazivanje u cilju primenjivosti ESWT kao
imunomodulatorske terapije su neophodna. Za sada, mi smo uspesno potvrdili hipotezu
da ESWT moduliSe sistemski inflamatorni odgovor i pokazali da je terapija bezbedna, da
moze da izazove pozitivne efekte na GIT i da restaurira njegov motilitet koji je znacajno
umanjen sistemskim inflamatornim odovorom na implantirani TBX. Sa mehanisticke
tacke gledista, ovim eksperimentima smo pokazali da ESWT moduliSe sistemski (nivo u
serumu) IL-10 odgovor, videli smo trend u visem nivou IFN-y, IL-1p, IL-10, 1L-12 p70,
IL-6 i TNF-a i koncentraciji KC/GROa. Videli smo da pretretman sa ESWT 24 sata pre
TBX implantacije znacajno umanjuje produkciju posmatranih citokina i hemokina u

samoj rani, IFN-y, IL-10, IL-12 p70, IL-6, KC/GROao i TNF-a.

54. ESWT modifikuje imunski odgovor 1 ima
protektivni efekat protiv postoperativnog ileusa u miSijem

modelu

POl je jatrogeno oboljenje koje se skoro obavezno javlja kao posledica
abdominalnih hirurskih intervencija. Iako nije smrtno, ovo oboljenje je uzro¢nik velikog
broja komorbiditeta. Kao posledica nemoguénosti da vari i procesuje C¢vrstu hranu,
javljaju se mucénina i povracanje. Izdaci povezani sa postoperativnim ileusom su
ogromni, premasuju cifru od 1.4 milijarde dolara (Goldstein 2007). Iz tog razloga
neophodno je razviti univerzalno efikasnu i bezbednu terapiju. Do sada POI je tretiran sa
nekoliko terapijskih modaliteta. Najznacajnija je laporaskopska hirurSka tehnika koja je
znacajno umanjila procenat pacijenata koji razvijaju POI. Medutim, taj broj je i dalje

visok i i dalje predstavlja teret za pacijente i minisarstva zdravlja (Delaney, Marcello i
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sar. 2010). ,Fast track protocol®, multimodalni pristup koji ukljucuje epiduralnu
anesteziju, laporaskopsku hirurgiju i pretretman farmakoloskim angensima je primenjen
ali sa relativnim uspehom i skoro svi autori zakljucuju da postoji potreba za boljim
profilaktickim tretmanom ili tretmanom nakon hirurske intervencije (Kehlet i Wilmore
2002; Feo, Lanzara i sar. 2009; Larson, Batdorf i sar. 2010; Moronczyk i Krasnodebski
2011). Mi smo u ovu svrhu koristili ESWT koja je uspesno bila primenjena u TBX
modelu kao profilakticki tretman, i pokazala protektivne efekte protiv gastrointestinalnog
stazisa izazvanog inflamatornim odgovorom na traumu. Cilj ovih eksperimenata bio je da
utvrdimo da li ESWT pretretman ima pozitivne efekte na GIT i priprema Zivotinje da
bolje odgovore na buducu hirursku intervenciju i negativne efekte koje manipulisanje
tankim crevom ima na motilitet i razvoj postoperativnog ileusa.

Mi smo pokazali da ESWT ne izaziva negativne efekte na motilitet GIT i ne
ostecuje strukture GIT kao i mikroarhitektoniku GIT. Histoloski je pokazano da nema
histoarhitektonskih promena na tkivima GIT §to je znacajno iz nekoliko razloga. Ovi
podaci govore u prilog bezbednosti terapije na GIT i otvaranju ,,vrata® za dalje testiranje
ESWT na abdomenu. NaSi podaci su prvi u literaturi koji prevazilaze ustru¢avanje koje se
javlja medu istraziva¢ima kada je re¢ o baro-traumama na organima kao Sto su pluca ili
GIT. Mi smo potvrdili da kada je primenjena na toraks, ESWT izaziva trenutne i teSke
povrede pa i smrt usled njih. Razlog za razli¢itost u odgovoru tkiva, plué¢a u poredenju sa
crevima mozda lezi i u tome §to je procentualno veéa koli¢ina vazduha u plué¢ima, i
okruzena su kostima u poredenju sa miSi¢nim tkivom koje okruzuje abdomen. Veca
razlika izmedu zvu¢ne impedance kosti 1 vazduha, u poredenju sa razlikom u zvucnoj
impedanci mi$i¢a i vazduha je potencijalno objasnjenje za ono $to je pokazano nakon
primene ESWT na toraks i abdomen. Kada je primenjena na zdravo tkivo, ESWT nema
efekte na tranzit i infiltraciju leukocita u tunica muscularis. Medutim kada je ESWT
prethodila hirurS§koj manipilaciji tankim crevom, ona je pokazala znacajan protektivni
efekat na motilitet GIT. Ovaj efekat nije bio dovoljan da u potpunosti povrati motilitet u
poredenju sa kontrolama, ali je bio znacajno bolji u odnosu na sham tretirane Zivotinje
(SM2ap).

Nakon §to smo pokazali da ESWT pretretman sprecava pojavu POl mi smo

dizajnirali eksperimente u cilju objasnjenja mehanizama kojim ESWT ispoljava

106



protetkivne efekte. POI je kao Sto je prethodno bilo opisano, posledica kompleksne mreze
dogadaja koji se deSavaju na genskom, ¢elijskom, lokalnom i sistemskom nivou (Bauer,
Schwarz i sar. 2002; Bauer i Boeckxstaens 2004). Kao jedan od glavnih nosilaca
negativnih efekata hirurSke manipulacije na motilitet GIT je izdvojena inflamacija. Mreza
rezidentnih makrofaga koja se javlja duz celog GIT postaje aktivirana fizickim silama
koje nastaju usled manipulisanja GIT i1 pokrec¢e Citavu kaskadu inflamatornih dogadaja
koji rezultuju u gastrointestinalnom stazisu. Kao posledica manipulacije, dolazi do
oslobadanja NO, prostaglandina i povecane aktivnosti i ekspresije COX-2. Oni za
posledicu imaju oslobadanje proinflamatornih citokina i hemokina koji u tunica
muscularis privlace aktivirane leukocite koji povecavaju inflamatorni odgovor. Imunski
sistem je evoluirao tako da je inflamacija striktno kontrolisana zbog njenog potencijala da
oSteti tkiva, a uloga oba sistema je pokazana i u modelu postoperativnog ileusa: pro-
(Hierholzer, Kalff i sar. 2001; Kalff, Turler i sar. 2003; Hierholzer, Kalff i sar. 2004;
Wehner, Schwarz i sar. 2005; Moore, Albers i sar. 2007; Schmidt, Stoffels i sar. 2008) i
anti-inflamatorni sistem (Moore, Otterbein i sar. 2003; Nakao, Moore i sar. 2003; Moore,
Albers i sar. 2007; Stoffels, Schmidt i sar. 2009). Oba se pokrecu istovremeno i njihov
medusobni odnos odreduje konac¢ni ishod hirurske intervencije. Ukoliko je balans ova
dva odgovora poremecen u korist proinflamatornih faktora, dolazi do sistemskog
inflamatornog odgovora, koji moze da rezultuje u daljem oste¢enju udaljenih tkiva i
organa, razvoju MOF sindroma i kona¢no smrti. Za ESWT je u mnogobrojnim
publikacijama u literaturi pokazano da modifikuje inflamatorni odgovor u mnogobrojnim
animalnim modelima (Antonic 2011; Mittermayr, Antonic i sar. 2012). Mi smo utvrdili
efekte ESWT na svim nivoima inflamacije koja se javlja kao posledica hirurske
intervencije na abdomenu. Ispitivanje ekspresije gena pokazalo je da pretretman sa
ESWT pokrece ekspresiju gena za antiinflamatorni molekul I1L-10 u tunica muscularis. U
serumu, IL-10 ima znacajno viSu koncentraciju u pretretiranim zivotinjama u poredenju
sa sham tretiranim (SMy4,) kontrolama. Ovi rezultati pokazuju da ESWT pretretman
pokrece antiinflamatorne dogadaje unutar samog misi¢a kao i sistemske antiinflamatorne
procese. IL-10 reguliSe ekspresiju velikog broja gena putem JAK/STAT puta supresijom
Ik kinaze, ¢ija supresija dovodi do smanjene moci vezivanja za NF-kB [151] 1 posledi¢no

NF-kB zavisnih proinflamatornih gena. IL-10 takode suprimira aktivnost makrofaga, ¢ija
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je uloga u razvoju POI dobro opisana [153, 154]. U eksperimentima sa geneticki
modifikovanim IL-10 KO zivotinjama, pokazano je znacajno uveéanje inflamatornog
odgovora na nivou ekspresije gena, serumskim nivoima citokina i hemokina, o¢uvanje
kontraktilnosti cirkularnog misi¢a i normalnog motiliteta creva nakon egzogeno
primenjenog IL-10 [150, 155]. IL-10 je pokazano smanjivao infiltraciju leukocita u plu¢a
(Kobbe, Schmidt i sar. 2009) i tunica muscularis i posledi¢ni gastrointestinalni stazis
(Friedman, Jankowski 1 sar. 1997; Stoffels, Schmidt i sar. 2009). U naSim
eksperimentima, indukcija ekspresije IL-10 na genskom i sistemskom nivou je pokazala
bojenjem za MPO" ¢elije, u miSevima da su to leukociti, i da ESWT suprimira njihovu
infiltraciju u tunica muscularis. Smanjenje infiltracije leukocita dovodi i do smanjene
produkcije proinflamatornih citokina u tunica muscularis od strane leukocita i posledi¢no
dovodi do smanjenja inflamatornog odgovora u tunica muscularis (Turler, Kalff i sar.
2006; Stoffels, Turler i sar. 2011). Dodatno, za IL-10 je pokazano da smanjuje aktivnost
leukocita i monocita (Raisanen-Sokolowski, Glysing-Jensen i sar. 1998; Ocuin, Bamboat
i sar. 2011). Potencijalno objasnjenje za povecanje ekspresije antinflamatornih faktora je
da ESWT pokre¢e veoma blagu inflamaciju u pretretiranim Zivotinjama $to je dokazano
povecanjem ekspresije egr-1 odmah nakon pretretmana, i ona opada sve do momenta
kada Zivotinje pretrpe manipulisanje tankim crevom, 80% svoje fizioloSke vrednosti. To
bi moglo da se protumaci i kao supresija inflamacije u odgovoru na hirurSku intervenciju
u poredenju pretretiranih 1 netretiranih operisanih grupa (ESWT24n+tSMogn 1 SMagp).
Supresija inflamacije i postoperativnog ileusa je pokazana kako primenom farmakoloskih
agenasa tako i u modelima sa isklju¢ivanjem egr-1 gena (Schmidt, Stoffels i sar. 2008;
De Backer, Elinck i sar. 2009).

Cilj predstavljenog rada je bio da se utvrde ¢elijski, molekularni i sistemski efekti
ESWT u animalnim modelima. Nasi rezultati sugeriSu da ESWT ima blagotvorno dejstvo
na organizam. Mi smo utvrdili da ona ne samo Sto pospeSuje prokrvljenost koznog reznja,
dodatno povecava de novo formiranje krvnih sudova. Ovi rezultati imaju potencijalno
veliku primenjivost obzirom da je nekroza tkiva u rekonstruktivnoj i plasti¢noj hirurgiji
izuzetno veliki problem. U istim eksperimentima smo uvideli potencijalni sistemski
efekat koji ESWT ima na tkivima koja nisu bila direktno izloZzena udarnim zvuénim

talasima i potvrdili to u eksperimentima sa transgenim VEGF-R2/luc miSevima kada smo
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pokazali da ESWT izaziva povecanje ekspresije u tretiranom, kao i u kontralateralnom
udu. U literaturi su postojale indikacije o sistemskim efektima ESWT kroz poveéanje
koncentracije H202 i NO kod pacijenata koji su njome bili tretirani za razbijanje kamena
u bubregu. Kao posledica ovih i naSih rezultata sa transgenim miSevima, mi smo
hipotetisali da ESWT moze da moduliSe sistemski inflamatorni odgovor i dalje koristili
dva animalna modela u kojima je inflamacija kljucni proces, TBX i POI modeli. Mi smo
potvrdili u ova dva animalna modela da ESWT ima imunomodulatorne efekte i pri tome
pokazali potencijalno veliku primenjivost terapije udarnim zvuc¢nim talasima u ljudi.
Obzirom da ne postoji ,,pravi‘ tretman za POI, velike koli¢ine novca se troSe na pacijente
koji imaju produzenu hospitalizaciju usled ovog jatrogenog poremecaja. Mi smo
potvrdom hipoteze o uticaju ESWT na inflamaciju putem promene koncentracije
humoralnih faktora u sistemskoj cirkulaciji pokazali da putem poveéanja koncentracije
IL-10, pretretman sa ESWT eksprimira antiinflamatorne efekte i skracuje trajanje
gasatrointestinalnog dismotiliteta. ESWT ima nekoliko prednosti u poredenju sa
farmakoloSkim agensima zato $to ona ima izuzetno povoljan odnos rizika (koji prakti¢no
ne postoji) i dobrobiti, pokrec¢e one fizioloSke procese koji su organizmu potrebni da se
uspesno izbori sa negativnim uticajima, kao Sto su hipoksija ili prekomerna inflamacija i
time ubrzano dovodi organizam do Zeljenog cilja. Dalja istrazivanja u ovoj oblasti su

neophodna da bi se ESWT uspesno prenela sa animalnih modela na ljude.
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6. Zakljucak

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji moze se zakljuciti da:

1. ESWT povecava perfuziju tkiva.

2. ESWT produzava prezivljavanje reznjeva koze suprimiranjem formiranja
edema, suprimiranjem nekroze tkiva i poboljSanjem prijanjanja reznja za
recipijentno mesto.

3. ESWT indukuje de novo formiranje krvnih sudova, i poveéava njihovu
maturaciju.

4. ESWT ispoljava lokalne i sistemske efekte kroz povecanje ekspresije
VEGF-R2 u tretiranom i netretiranom ekstremitetu zdravih zivotinja.

5. Uspesno smo dizajnirali i opisali model za izu¢avanje traumom izazvanog
sistemskog  inflamatornog odgovora i posledi¢ni uticaj na
gastrointestinalni trakt i iskoristili ovaj model za utvrdivanje sistemskih
efekata ESWT.

6. ESWT se bezbedno moze primeniti na abdomen bez negativnog uticaja na
gastrointestinalni trakt i njegov motilitet ¢ime se otvaraju vrata za
potencijalno nove indikacije ove terapije.

7. ESWT moduliSe lokalni inflamatorni odgovor, produkciju citokina i
hemokina u fluidu oStecenog tkiva u TBX modelu kao i u miSi¢nom sloju
zida creva, tunica muscularis, i ostaje ocuvana kontraktilnost cirkularnih
misica (stratum circulare) u animalnom modelu postoperativnog ileusa.

8. ESWT modulise sistemski inflamatorni odgovor u TBX modelu i modelu
postoperativnog ileusa koji se ogleda u promeni koncentracije nivoa

citokina u serumu.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucaHu-a Bnago (Hukona) AHTOHUMA

©poj uHaekca ___KAO70005

UzjaBmbyjem
[a je AoKTopcKa aucepTauunja nog Hacnosom

[NpoleHa aHrMoreHux N aHTU-wHpNaMmaTopHUx edbekaTa ekcTpakopnopeanHe Tepanuje
3BYYHUM YJapHUM TanacMMa Ha aHMuManHoM Mmogdeny UCXEMU|E KOXHUX PEXH-EBA

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXuBaykor paga,

e [la NpeanoXeHa AvcepTauuja y LenuHW HY y aenosuma Huje 6una npeanoxexHa
3a pobujare BUNO Koje AuMnNNoMe npeMa CTyAWjCKAM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKOCKMUX YCTaHOBa,

e A Cy peayntaTi KOPEKTHO HaBedeHu

e [a HWCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjuHy
APYrux nuua.

MoTnuc pmoktopaHga

Y Beorpagy, 01. Centembap 2013.

/




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WTAaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npesume ayTtopa Bnago (Hukona) AHToHUN

Bpoj nnaexca _KA070005

Cryawjckv nporpam _Heyponayke, HeypoBuonoruja ca HeypouMyHONOrujom

Hacnos paga [1poueHa aHrMoreHux u aHTu-uHpnamaTopHux edekarta
eKCTpakopnopeanHe Tepanuje 3By4HUM yYAapHUM Tanacuma Ha aHuManHom Moaeny
UCXEMU[E KOXKHUX pEXHEBA

MenTop _[p BurbaHa boxuh, BaHpeaHw npodecop, YHusepauteT y beorpaay,
Buonowku dhakyntet, beorpaa Cpbuja

Ip Anekcangep CtojaamHosuh, npocdecop, Uniformed Services University of
Health Sciences, bete3na, Mepunena, CALQ

MoTtnucanu/a Bnapo (Hukona) AHTOHUA

WM3jaBreyjem Aa je wramnaHa Bep3unja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eNneKTPOHCKO]
BEpP3WjM KOjy cam npejao/na 3a objaBrevBake Ha noprtany [AururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3auTeTa y beorpaay.

[o3sorbaBaM ga ce objaBe MOjU NUYHW NoAauw BesaHu 3a fobujare akagemcKor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LWTO CY UMe U npes3ume, roguHa u Mecto pofjiewa n gatym
oabpaHe papa.

OBu nMYHW nogauy mory ce o0BjaBUTW Ha MpexHWUM cTpaHuuama guruTanHe
BubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukaunjama YHueepautera y beorpagy.

MNoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, __01. Centembap 2013




Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwherwy

Osnauwhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y JurutanHu
peno3uTopujym YHueepauteTa y beorpagy yHece mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy noj
HacnoBOM:

MpoLieHa aHTMOreHUX U aHTU-WHNamMmaTopHUX edekara ekcTpakopnopeanHe Tepanuvje
3BYMHUM VAAPHWM Tanacuma Ha aHUMarnHoM Mogeny UCXemuje KOXHUX pexH-esa

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

[cepTauujy ca cBUM npunosuma npejao/na cam y enekTpoHCKoM popmary norogHoMm
3a TpajHO apxvBupame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxpamweHy y [urutandu penosutopujym YHusepauterta
y Beorpagy Mory Aa kopucTe CBW Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLWjanHo
@Aympc-rao — HekoMepuwjanHo — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUMWjanHo — AenuTy No4 UCTUM yCrioBuMa
5. Aytopcteo — bes npepane
6. AyTOpCTBO — AenuTW Nofd UCTUM yCrioBvMa

(MonuMo [a 3a0KpyxuTe camo jedHy oA LecT noHyfeHux NuueHuW, KpaTak onuc
nuueHumn Aat je Ha nonefuHn nucta).

MoTnuc gokTopaH

Y Beorpagy, _01. Centembap 2013.




1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTte yMHOXaparse, AUCTPUbYUMjy W jaBHO caonliTaBare
aena, u npepage, ako ce HaBeae vMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of ctpaxe aytopa
Unu Jasaola nuueHue, Yak v y koMmepumjande cepxe. OBo je HajcnobogHwja of cBWX
avueHun,

2. AyTopcTBO — HekoMepuwjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, JUCTpubyunjy 1 jaBHo
caonwTasare [ena, U npepage, ako ce Hasede UMe ayTopa Ha HaduH oapeheH of
cTpaHe ayTopa Mnu gasaoua nuuedue. OBa nuueHua He [03BOSbasa KoOMepuwujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo - 0e3 npepage. [JoseosbaBate yMHOXasatbe,
aucTpubyuujy u jasHo caonwTasawe gena, 6e3 npomena, npeobnukoBaka wnu
ynoTpebe gena y CBOM Jeny, ako Ce HaBede ume aytopa Ha HauuH ofpefeH og
cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. Osa NuUEHLA He [03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena. Y ofHOCY Ha CBE ocTasne fnuueHue, 0BOM NUUEHUOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu 0bum npasa Kopuwhetsa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepUMWjanHo — AenuTu noa WCTUM ycnosuma. [lossorbasare
yMHOXaBare, AucTpubyumnjy 1 jaBHO caonwiTasawe Aena, U npepaae, ako ce Hasene
nUMe ayTopa Ha HauuH oapefieH oA cTpaHe ayTopa unw aasaoua NuUeHUe U ako ce
npepaga AwcTpubywpa nog WUCTOM UMM CAWYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[o3Borbaea KomepuujanHy ynotpeby aena m npepaga.

5. AytopcTeo — Ges npepage. [losBorbasaTe yMHOXasare, AUCTPUGYUM]y W jaBHO
caonwTaeare aena, 6e3 npomera, npeobnukoeara unu ynotpebe gena y cBom aeny,
aKko ce Haeeae WMe aytopa Ha HauwH ofpefleH of cTpaHe aytopa wiw Aasaoua
nuuenue. OBa NuUeHUa A03BOrbaBa komepuwjanty ynotpeby aena.

6. AyTOpcTBO - [AE€nuTW noj ucTUM  ycrnosuma. [lossorbapate yMHOXaBatse,
aucTpubyLmnjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce Haseae ume aytopa Ha
HaunH oapeheH oA cTpaHwe ayTopa Wnu Aasaoua nuueHue u ako ce npepaja
avcTpubyupa noj MCTOM WUNW  cnuyHoM nuueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
komepuujandy ynotpeby aAena n npepaga. CnuuHa je cohTBEPCKUM nuUeHUama,
O[HOCHO NULEHLaMa OTBOPEHOT Koaa.
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	1.2.2. Anti-Inflamatorni efekti ekstrakorporealne terapije udarnim zvučnim talasima
	Kada govorimo o inflamaciji, neophodno je da razlikujemo dva veoma različita tipa inflamacije: akutnu inflamaciju (zaštitni odgovor tela na povredu koji služi kao prva linija odbrane organizma i ima korisne efekte) i hroničnu inflamaciju (štetan, neko...
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	Vaskularni sistem: Brojne studije su pokazale da je neposredno nakon ESWT pa sve do nekoliko dana posle tretmana prisutno vidno povećanje perfuzije tretiranog tkiva kao i nivo oksigenisanosti tkiva. U modelu režnjeva kože, slučajne površine, (u ovom m...
	Ćelijski efekti: Nekoliko studija (Stojadinovic, Elster i sar. 2008; Radu, Kiefer i sar. 2011) je pokazalo efekte ESWT na infiltraciju tkiva inflamatornim ćelijama, uključujući smanjenje broja polimorfonukleara i makrofaga (Davis, Stojadinovic i sar. ...
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	3.1.1. Hirurška procedura kreiranja kožnih režnjeva
	3.1.2. ESWT tretman ishemičnih kožnih režnjeva
	U ovim eksperimentima smo koristili udarne talase generisane elektrohidrauličnim generatorom (DermaGold 180 Tissue Regeneration Technologies, LLC, Woodstock, USA, proizvedenu u MTS Europe GmbH, Konstanz, Germany). Mi smo koristili nefokusirani parabol...
	3.1.3. Post-operativna briga, sakupljanje uzoraka i beleženje rezultata
	Nakon završene operacije i aplikacije tretmana, životinje su primile analgetike subkutano 0.01 mg/kg telesne mase Buprenorphin. Nakon toga, životinje su posmatrane sve do potpunog oporavka iz anestezije i smeštene pojedinačno u kaveze. Da bismo spreči...
	3.1.4. Grupe i tretman
	Životinje su randomizirane po principu slučajnosti u kontrolnu grupu ili jednu od tri grupe koje su primile tretman:
	3.1.5. Planimetrija digitalnih fotografija
	Celo područje režnja, koje je uključivalo i nekrotično tkivo je precrtano na providnu foliju koja je onda fotografisana. Digitalne slike su onda prenesene na kompjuter i analizirane kvantitativno pomoću LUCIA morfometrijskog softvera (LUCIA morphometr...
	3.1.6. Preživljavanje režnjeva
	Inicijalna površina režnja je određena pomoću anatomskih granica režnja. Granice su predhotno opisane i izračunata vrednost za površinu pre hirurške intervencije je uzeta kao 100%. Promene u površini režnja su praćene tokom čitavog eksperimenta i pred...
	3.1.7. Merenje perfuzije režnjeva
	Laserski Dopler sistem (LDI, Moor Instruments Ltd, Devon, UK) je korišćen za merenje perfuzije tkiva. Laser malog intenziteta (2mW, tlalsnne dužine λ= 632.8 nm) je korišćen za skeniranje tkiva, koje je davalo dvodimenzionalnu sliku prefuzije tkiva. Pr...
	3.1.8. Makroskopska evaluacija režnjeva
	Makroskopska analiza režnjeva urađena je kroz procenu „kliničkih“ znakova kao što su prisustvo otoka (ml), adherentnosti režnja za recipijentno mesto, formiranje edema (gradacija od 0 do 3, pri čemu je 0=nema edema, 3=maksimalni edem). Režnjevi su pro...
	3.1.9. Imunohistohemijska analiza
	Izolovani i disekovani kožni režnjevi, granica od vitalne do nekrotične zone su smešteni u 10% neutralni buferski formalin 24-48 sati. Nakon toga, tkivo je dehidratisano tako što je premeštano iz rastvora manje u rastvor veće koncentracije alkohola. N...
	Protokol: Tkivni preseci debljine 6 μm su zagrejani 30 minuta na 60  C i onda deparafinisani u ksilenu. Tkivo je zatim rehidratisano u sledećim koracima: 1. Xylene: 2 x 3 minuta, 2. Ksilen 1:1 with 100% etanol: 3 minuta, 3. 100% etanol: 2 x 3 minuta,...


	3.2. Transgeni model miša VEGF-R2-luc mice [FVB/N-Tg(VEGF-R2-luc)Xen]
	3.2.1. Aplikacija udarnih zvučnih talasa na transgene miševe i in vivo merenje fluorescence
	Totalna anestezija za sve miševe je indukovana u inhalatoru pomoću isoflurane (2 Vol%) i održavana pomoću ketamine (60 mg/kg, IP) i ksilazina (7.5 mg/kg, IP). Nakon toga, obe zadnje noge su ošišane i depilirane. Miševima je onda ubrizgan luciferin (15...

	3.3. Dizajn i evaluacija modela inflamacije i gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanog traumom
	3.3.1. Priprema TBX
	Zdravi i netretirani miševi su žrtvovani i korišćeni kao izvor za dobijanje TBX (Tissue Bone Matrix). Miševi su anestezirani, dezinfikovani alkoholom i isprani sterilnim fiziološkim rastvorom, a zatim je incizija napravljena u abdomenalnom zidu. GIT j...
	3.3.2. Implantacija TBX u životinje primaoce (hirurška intervencija)
	Singeni mužijaci starosti 8-10 nedelja (4-6 životinja po grupi) koji su određeni da budu primaoci TBX su izmereni i njihova ukupna telesna masa je zabeležena i kasnije korišćena za računanje mase TBX koji treba da bude implantiran. Primaoci su podelje...
	3.3.3. Esej za određivanje gastrointestinalnog tranzita
	Miševima je oralno dato 15µl fluorescentno obeleženog dekstrana veličine 300kD (FITC-Dextrane, Sigma Aldrich, SAD). Veličina molekula dekstrana je određena u prethodnim studijama i pokazano je da ne dolazi do njegovog prolaska kroz zidove GIT. 75 minu...
	3.3.4. Određivanje funkcionalnih karakteristika cirkularnog mišića u zidu taknog creva
	In vitro aktivnost cirkularnog mišića u zidu tankog creva je određivana kao što je prethodno opisao Eksandari i sar. 1997 (Eskandari, Kalff i sar. 1997). Peti segment tankog creva je prepariran tako što je uronjen u Krebs-Ringerov bikarbonatni pufer (...
	3.3.5. Određivanje koncentracije medijatora inflamacije - MSD elektrohemiluminiscentni esej
	Krv od netretiranih kontrola, TBX17.5% sham i TBX17.5% grupa je sakupljena u vreme žrtvovanja i odmah centrifugirana na 4ºC 10 minuta i na 10000g. Serum je zatim sakupljen i čuvan na -80ºC do analize. Supernatant iz sveže napravljenog TBXa je sakuplje...

	3.4. TLR4 i terapijska ESWT modulacija inflamacije i gastrointestinalnog dismotiliteta izazvanih traumom perifernih tkiva
	3.4.1. ESWT tretman
	DermaGold® mašina (Tissue Regenerative Technologies, Woodstock, Georgia, USA, proizvedena u MTS Europe GmbH, Konstanz, Germany) je korišćena i u ovim eksperimentima. Ovaj tip mašine koristi elektro-hidraulični princip za generisanje udarnih zvučnih ta...

	3.5. Model postoperativnog ileusa
	3.5.1. Procedura za hirurško manipulisanje tankim crevom
	Životinje su anestezirane inhalacijom izoflurana. Postavljene su da leže ventralnom stranom na dole i kontinuirana anestezija od 2-2.5%v/v izoflurana je dostavljana kroz isparavač FORANE ® (Isoflurane) Model 100 Vaporizer (SurgiVet, USA). Abdomen živo...
	3.5.2. Kvantitativni RT-PCR
	Ekspresija pro i antiinflamatornih gena je određena koristeći kvantitativni Real Time-PCR. Tunica muscularis je izolovana kao što je prethodno opisano u predodređenim vremenskim intervalima nakon terapije ili hirurške intervencije i trenutno smrznuta ...
	3.5.3. Određivanje stepena infiltracije mijeloperoksidaza pozitivnih (engl. Myeloperoxidase MPO+) ćelija u tunica muscularis jejunuma
	Nakon 24 časa od operacije, životinje su anestezirane inhalacijom izoflurana. Želudac, tanko crevo, cekum i deo kolona su izolovani i smešteni u Krebs-Ringerov bikarbonatni pufer u disekcionom sudu. Tanko crevo je pozicionirano u disekcionom sudu pomo...

	3.6. Statistička obrada rezultata
	3.6.1. Statistička obrada rezultata proizišlih iz ekspeirimentalnog modela ishemije epigastričkog kožnog režnja
	Svi rezultati su predstavljeni kao aritmetička sredina ± standardna greška (eng. SEM-standard error of the mean). Sva statistička izračunavanja su urađena koristeći se GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California, ...
	3.6.2. Statistička obrada MSD rezultata
	Koncentracija citokina i hemokina u krvi i fluidu iz TBX je određena koristeći MSD Discovery Workbench TM2006 MSD_3_0_18 software (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD) i Microsoft Excel. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greš...
	3.6.3. Statistička obrada qRT-PCR rezultata
	Analiza rezultata i određivanje Ct je urađena na 21 CFR Part 11 SDS v1.4.1 software (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) podešavajući manuelno baseline na 3-15 ciklusa i Threshold vrednost na 0.2. Podaci su zatim analizirani ∆∆Ct metodom koristeći ...


	4. Rezultati
	4.1. Model epigastričnih režnjeva kože
	4.1.1. ESWT suprimira nekrozu i kontrakciju epigastričnih režnjeva kože nezavisno od vremena aplikacije
	Ligacija jedne strane unutrašnjeg epigastričnog neurovaskularnog čvora rezultovala je u permanentnoj akutnoj ishemiji kožnih režnjeva koja se u netretiranim kontrolnim životinjama pogoršavala do nekroze. Nekroza je obuhvatala epidermis i dermis kože. ...
	4.1.3. Makroskopska analiza ishemičnih epigastričnih režnjeva nakon tretmana udarnim zvučnim talasima
	Pripojenost režnja za recipijentno mesto je veoma bitno za neovaskularizaciju ishemičnog tkiva. Serom koji se formira ispod režnja remeti ovaj proces i ima negativne posledice na ovaj proces. Posebno u ovom modelu, formiranje seroma je veoma često i j...

	4.2. Model transgenih VEGF-R2/luc miševa
	4.3. Model traumom izazvane inflamacije i gastrointestinalnog stazisa
	4.3.1. Transplantirani singeni subkutani model povrede tkiva
	Imajući u vidu da direktna povreda zahteva upotrebu analgetika koji utiču na GIT, mi smo „transplantirali“ povredu tako što smo sakupili duge kosti i okružujuće mišiće od singenih donora, i nakon usitnjavanja implantirali „povređeno tkivo“ subkutano n...
	4.3.2. TBX indukuje gastrointestinalni ileus
	Iako je TBX modelom moguće izučavati odgovor bilo kog organskog sistema na veliku traumu i sistemsku inflamaciju, u narednim eksperimentima fokus je bio na GIT zbog njegove ključne uloge u razvoju patofizioloških stanja u teško povređenih pacijenata. ...
	4.3.3. Implantacija TBX izaziva promene na cirkularnom mišiću iz zida tankog creva
	Dalje smo uradili eksperimente da bismo utvrdili da li ileus indukovan traumom ima iste efekte u in vitro uslovima i kakav efekat ima na aktivnost cirkularnog glatkog mišića koristeći standardno kadicu za organe. Kao što se može videti na grafiku 4.9....
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