Streszczenie rozprawy doktorskiej lek. Sebastiana Borysa pt. ,,Evaluation of molecular
mechanisms of action of negative pressure wound therapy in the treatment of neuropathic
ulcers in diabetic foot syndrome”

(;,Ocena mechanizmow molekularnych dziatania terapii podcisnieniowej w leczeniu

owrzodzen neuropatycznych w zespole stopy cukrzycowej”)

Pacjenci z cukrzyca maja krotszy oczekiwany czas przezycia, co wynika glownie
z przewleklych powiktan tej choroby, w tym zespotu stopy cukrzycowej (Diabetic Foot
Syndrome - DFS). Owrzodzenie stopy cukrzycowej (Diabetic foot ulceration - DFU) jest
najczesciej diagnozowanym wariantem DFS. Standardowa terapia DFU, obejmujaca kontrole
glikemii, odcigzenie dotknigtej konczyny, opracowanie rany, rewaskularyzacje czy systemowa
antybiotykoterapi¢, u wielu pacjentéw jest niewystarczajaca i chorzy doswiadczaja
przedluzonego okresu gojenia oraz wysokiej nawrotowosci DFU. W zwiazku z powyzszym
istnieje realna potrzeba badan i wprowadzania nowych terapii, ktére poprawilyby rokowanie
u chorych z DFU. Terapia podcisnieniowa ran (Negative pressure wound therapy - NPWT) jest
jedng z najczesciej stosowanych dodatkowych terapii w DFU. NPWT skutkuje zwiekszonym
miejscowym przeptywem krwi i regeneracja tkanek oraz zmniejszeniem liczby bakterii. Pomimo
badan mechanizmy molekularne zwigzane z dziataniem NPWT u chorych z DFU nie sa jednak
wystarczajgco poznane. Przeprowadzona w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
prospektywna obserwacja oceniala skuteczno$¢ krotkotrwalego zastosowania NPWT
oraz odlegtych punktéw koncowych u pacjentow 2z neuropatycznym, niezakazonym
owrzodzeniem stopy cukrzycowej w T2DM. Weryfikowano réwniez hipoteze naukowa, ze
NPWT dziata przez mechanizmy molekularne zwigzane z regulacja ekspresji genow w tym
metylacja DNA w obrebie dna rany.
CELE
Celem ogolnym rozprawy doktorskiej byto badanie wybranych aspektéw klinicznego
zastosowania 1 mechanizmow molekularnych dzialania NPWT.

Cele szczegdtowe obejmowaly:



I. Ocen¢ w prospektywnym badaniu obserwacyjnym krotkoterminowej skutecznosci
zastosowania NPWT oraz odleglych punktow koncowych u pacjentdéw z neuropatycznym,
niezakazonym DFU w T2DM.

2. Badanie wptywu NPWT na miejscowa ekspresje genow w ranie u pacjentow z T2DM
1 neuropatycznym, niezakazonym DFU .

3. Badanie wptywu NPWT na miejscowy profil miejscowy metylacji DNA w ranie u pacjentow

z T2DM i neuropatycznym, niezakazonym DFU.

METODYKA I WYNIKI BADAN

1. Artykut oryginalny: Borys S et al.: Negative-pressure wound therapy for management
of chronic neuropathic noninfected diabetic foot ulcerations - short-term efficacy and long-term
outcomes. Endocrine. 2018 62:611-616.

Do prospektywnej, nierandomizowanej, obserwacji klinicznej wilaczono 75 pacjentow
z neuropatycznym, niezakazonym DFU leczonych w Gabinecie Stopy Cukrzycowej Oddziatu
Klinicznego Chorob Metabolicznych SU w Krakowie. Pacjenci zostali przypisani do NPWT
(n=53) lub tez terapii standardowej (n=22) na podstawie zalecen klinicznych i rutynowej
praktyki klinicznej na §wiecie oraz w o$rodku macierzystym. Podstawowymi przeciwskazaniami
do wiaczenia do badania byto klinicznie istotne niedokrwienie lub tez zakazenie w obrgbie stopy.
Grupa porownawcza rekrutowana byla sposrod pacjentow z T2DM cechujacych si¢
wspolistniejgcymi niezakazonymi klinicznie DFU 0 wielkos$ci < lem?,
lub niezakwalifikowanych do NPWT z powodu trudno$ciami technicznymi z aplikacja
efektywnej NPWT. Jako wczesny efekt terapii oceniano zmniejszenie powierzchni rany po 8+1
dniach od wejscia do badania. W dilugoterminowej obserwacji, w trakcie ktérej prowadzono
rutynowo standardowe leczenie, monitorowano catkowite zamknigcie DFU oraz odsetek
nawrotow.

Pacjenci leczeni za pomocag NPWT charakteryzowali si¢ wyjsciowo wieksza powierzchnig rany
(15.7 vs. 2.9 cm? p=0,0000). Redukcje powierzchni DFU zaobserwowano w obu grupach -
NPWT (-1,1 cm?, -10,2%, p=0,0001) i grupie poréwnawczej (-0,3 cm2, -18,0%, p=0,0038).
W okresie jednego roku od momentu wejscia do badania 55.1% DFUs uleglo catkowitemu
zamknigciu w grupie NPWT oraz a w grupie porownawczej 73.7% (p=0,15). W analizie regresji

wieloczynnikowej, czas utrzymywania si¢ rany przed wejSciem do badania oraz mniejsza



powierzchnia DFU, cho¢ nie sposob leczenia, byly zwigzane z zamknig¢ciem rany. W trakcie
roku prowadzonej otwartej obserwacji okazalo si¢, ze po zamknigciu DFU nawroty nastagpity
u okoto 30.0% w obu grupach (p=0.88).

2. Artykul oryginalny: Borys S et al. Negative pressure wound therapy in the treatment
of diabetic foot ulcers may be mediated through differential gene expression. Acta Diabetol 2019
56:115-120.

W badaniu wzi¢lo udziat 36 pacjentow z T2DM i neuropatycznym, niezakazonym DFU
w przebiegu DFS, 25 leczonych metoda NPWT oraz 11 leczonych jedynie terapig standardowa
(grupa kontrolna). Probki tkanki pobrano z lozy rany na poczatku eksperymentu i po 8+1 dniach
leczenia. Oznaczenie ekspresji genow przeprowadzono przy pomocy macierzy ekspresyjnych
firmy Illumina. Analiza ekspresji roznicowej zostala przeprowadzona z uzyciem pakietu 'limma’
w programie R.

Do analizy koncowej zakwalifikowano materiat od 21 pacjentow z T2DM leczonych z uzyciem
NPWT 1 8 pacjentdow na terapii standardowej. Grupy nie r6znity si¢ istotnie pod wzgledem cech
klinicznych. Po zakonczeniu terapii, ale nie na jej poczatku, stwierdzono réznice w ekspresji
4 genow: GFRA2 (GDNF family receptor alpha-2; logFC=-0,38), C1QB (Complement C1lq
Binding Protein; logFC= 0,62), Rab35 (member of RAS oncogene family; logFC=-0,30) i SYNJ1
(Synaptojanin 1; logFC=-0.50). Ekspresja C1QB byta wyzsza w grupie pacjentow leczonych
z uzyciem NPWT, za$ pozostate zidentyfikowane geny miaty w tej grupie nizszg ekspresjg.
Wszystkie zidentyfikowane geny moga mie¢ zwigzek z procesem gojenia rany poprzez wplyw
na re-epitelializacj¢ i angiogenezg, regulacj¢ przezycia i roznicowania neuronéw (GFRA2)
wplyw na migracje komorek (SYNJ1), apoptoze i stan zapalny (ClQB) czy regulacje
mechanizmow adhezji komoérek (Rab35). Na podstawie analizy ko-ekspresji, przy uzyciu
publicznie dost¢epnych baz danych sekwencjonowania RNA (The Genotype Tissue Expression
Project data - www.gtexportal.org), oceniano molekularne funkcjonowanie GFRA2 i C1QBP.
Analiza ta dostarczyta dodatkowych argumentéw na rolg obu gendéw w procesach gojenia.

3. Artykut oryginalny: Ludwig-Slomczynska A, Borys S, et al.: DNA methylation analysis
of negative pressure therapy effect in diabetic foot ulcers. Resubmitowano po recenzji
do Endocrine Connections.

Do badania wlaczono 36 pacjentow z DMt2 - 23 do NPWT i 13 do postgpowania

standardowego. Przydziat do NPWT nie mial charakteru losowego 1 byt oparty na zaleceniach



klinicznych oraz na powierzchni rany. Probki tkanek zostaly pobrane z dna rany na poczatku
badania i 8+1 dni po inicjacji terapii/pierwszej wizycie. Profil metylacji DNA badano za pomoca
macierzy metylacyjnych (zestaw Illumina Methylation EPIC kit). Obie grupy nie roznity si¢
w zakresie podstawowego profilu klinicznego, natomiast pacjenci poddani NPWT
charakteryzowali si¢ wickszg powierzchnia DFU, co bylo zgodne z kryteriami przydziatu
do grup; 16,8 vs. 1,4 cm2 (p=0,0003). W analizie wyj$ciowej dotyczacej dnia wiaczenia
do badania tylko jeden region na chromosomie 5 kodujacy podrodzing gamma protocadheriny
(PCDHGA4) byt metylowany w znamiennie réznym stopniu w badanych grupach.
Po ukoniczeniu terapii stwierdzono réznice w metylacji 57 gendw, zlokalizowanych gtéwnie
na chromosomach: 6 (chr6p21) oraz 20 (chr20p13).; Geny te kodujg biata zwiazane z procesami
naprawczymi DNA i sygnalizacja autokrynng przez receptor kwasu retinowego. Analiza
“per arm”, w ktorej pordwnywano probki przed i po terapii, w grupie NPWT wykazata istnienie
az 426 regionow zmetylowanych w roznym stopniu, podczas gdy w grupie terapii standardowej
takich réznic nie znaleziono. Analiza $ciezek sygnalizacyjnych umozliwila znalezienie
11 statystycznie znamiennie regulowanych procesow, sposrod ktorych 4 zwigzane byly
z aktywacja ukladu dopetlniacza. Poza genem CLU (hipometylowany - wzrost ekspresji),
bedacym inhibitorem uktadu dopelniacza, wszystkie analizowane geny byly hipermetylowane
(spadek ekspresiji).

WNIOSKI

I. NPWT jest postepowaniem bezpiecznym w neuropatycznych, nieischemicznych
1 niezakazonych DFUs u pacjentow z T2DM.

2. Przeprowadzona obserwacja kliniczna nie wykazata bezposrednich dowodéw na wigksza
efektywnos¢ NPWT w stosunku do terapii standardowej. Biorac jednak pod uwage wykazang
poréwnywalng efektywnos¢ NPWT w stosunku do postgpowania standardowego przy bardziej
obcigzajacej charakterystyce ran (znaczaco wicksza powierzchnia DFU w kohorcie na terapii
podci$nieniowej), NPWT wydaje si¢ charakteryzowac lepsza skutecznoscia.

3. Neuropatyczne, nieischemiczne, niezakazone DFUs w T2DM cechowat wysoki odsetek
wygojenia ran, ale takze nawrotow w okresie obserwacji. W przypadku tego drugiego punktu
koncowego odsetek ten byt niezalezny od powierzchni DFU.

4. Efekt terapeutyczny NPWT w DFU moze wynika¢ z wplywu na lokalng ekspresje gendow

kodujacych biatka biorgce udziat w procesie gojenia rany.



5. Efekt dziatania terapeutycznego NPWT moze by¢ zwigzany z jego oddzialywaniem
na procesy epigenetyczne, w szczegolnosci te zwigzane z procesem hamowania aktywacji uktadu
dopetniacza.

6. Opisane odkrycia moga mie¢ potencjalne znaczenie kliniczne, w tym takze przez wplyw
na rozwo0j nowych terapii stosowanych w leczeniu DFUs. Prezentowane wyniki wymagaja

jednak dalszego potwierdzenia i interpretacji funkcjonalne;j.

ABSTRACT

The number of people living with diabetes in the world has probably already exceeded
400 million. Life expectancy in people with DM is shorter compared to the general population.
This is mainly attributable to its chronic complications including DFS. DFS is frequently
occurring together with ulceration (DFU). The standard therapy of DFU should include
glycemic control, off-loading of the affected foot, surgical debridement of the injury bed,
revascularization procedures, systemic administration of antibitics; nevertheless, in some
patients, these conventional procedures are not effective, resulting in prolonged healing of DFU.
Among adjuvant methods that appear to accelerate wound healing NPWT seems to be
particularly effective in DFU. Proposed mechanisms of NPWT action include reduction of the
edema, local blood flow improvement, granulation and angiogenesis induction, epithelialization
of the wound borders, and facilitation of cell migration and proliferation. Its mechanism
of action, however, is not fully understood and there is still a need for real world observational
data concerning NPWT. The research conducted as part of this doctoral dissertation focused
on short-term efficacy and long-term outcomes of NPWT for management of chronic
neuropathic noninfected DFUs and its mechanism of action on the molecular level such as gene

expression and methylation in the wound bed.
OBJECTIVE:

The general objective of this doctoral thesis was examination of selected aspects of clinical use

and molecular mechanisms of action of NPWT.

SPECIFIC AIMS:



1. The assessment of the short-term efficacy, safety, and long-term outcomes of NPWT

in patients with T2DM and neuropathic, noninfected DFUs in prospective observational study.

2. The examination of the effect of NPWT on gene expression in patients with T2DM

and neuropathic, noninfeceted DFU.

3. The assessment of the effect of NPWT on the profile of gene methylation in patients
with T2DM and neuropathic, noninfeceted DFU.

METHODS AND RESULTS:

1. Original research article: Borys S et al.: Negative-pressure wound therapy for management
of chronic neuropathic noninfected diabetic foot ulcerations - short-term efficacy and long-term
outcomes. Endocrine. 2018 Dec;62(3):611-616.

Based on wound characteristics, mainly area (>1 vs. <I cm?), 75 patients with DFUs treated in an
outpatient clinic were assigned to NPWT (n=53) or standard therapy (n=22). Wound area
reduction was evaluated after 8+ 1 days. Long-term outcomes assessed included complete
ulceration closure and recurrence rate. Patients assigned to NPWT were characterized by greater
wound area (15.7 vs. 2.9 cm? p=0.0000). Reduction in wound area was found in both the NPWT
(-1.1 cm?, -10.2%, p=0.0001) and comparator group (-0.3 cm?, -18.0%, p=0.0038). No serious
adverse events related to NPWT were noted. Within 1 year, 55.1% (27/49) of DFUs were closed
in the NPWT group and 73.7% (14/19) in the comparator group (p=0.15). In the logistic
regression, wound duration and smaller initial area, but not treatment mode, were associated
with closure. One-year follow-up after DFU resolution revealed an ~30.0% recurrence rate in
both groups (p=0.88). NPWT is a safe treatment for neuropathic, nonischemic, and noninfected
DFU in patients with T2DM, although this observational study did not prove its effectiveness
over standard therapy. Additionally, we report a high rate of both closure and recurrence

of ulcers, the latter irrespective of initial ulcer area.

2. Original research article: Borys S et al. Negative pressure wound therapy in the treatment
of diabetic foot ulcers may be mediated through differential gene expression. Acta Diabetol.
2019 Jan;56(1):115-120.



We included two cohorts of patients—individuals treated with either NPWT or standard therapy.
The assignment to NWPT was non-randomized and based on wound characteristics. Differential
gene expression profiling was performed using Illumina gene expression arrays and R
Bioconductor pipelines based on the ‘limma’ package. The final cohort encompassed 21 patients
treated with NPWT and 8 with standard therapy. The groups were similar in terms of clinical
characteristic. We identified four genes differentially expressed between the two study arms
post-treatment, but not pre-treatment: GFRA2 (GDNF family receptor alpha-2), C1QBP
(complement Cl1q binding protein), Rab35 (member of RAS oncogene family) and SYNJ1
(Synaptojanin 1). Interestingly, all four genes seemed to be functionally involved in wound
healing by influencing re-epithelialization and angiogenesis, regulation of neurons differentiation
(GFRA2), cells migration (SYNJ1), apoptosuia and inflammatory process (C1QB) as well
as regulation of cell adhesion (Rab35). Subsequently, we utilized co-expression analysis in
publicly available RNA-seq data to reveal the molecular functions of GFRA2 and C1QBP, this

analysis provided additional argument of the role of these genes in wound healing. .

3. Original research article resubmitted to Endocrine Connections. Ludwig-Slomczyriska A, Borys

S, et al.:: DNA methylation analysis of negative pressure therapy effect in diabetic foot ulcers

Of 36 included patients, 23 were assigned to NPWT and 13 to standard therapy. The assignment
was non-randomized and based on wound characteristics. Tissue samples were obtained before
and 8+1 day after therapy initiation. DNA methylation patterns were checked by Illumina
Methylation EPIC kit. Groups were similar in clinical characteristics. The NPWT group had
greater wound area: 16.8 vs. 1.4 cm? (p=0.0003). Initially only one region at chromosome 5 was
differentially methylated. After treatment, 57 differentially methylated genes were found, mainly
located on chromosomes 6 (chr6p21) and 20 (chr20p13); they were associated with DNA repair
and autocrine signaling via retinoic acid receptor. We performed differential analyses
pre-treatment and post-treatment. The analysis revealed 426 differentially methylated regions
in the NPWT group, but none in the control group. The enrichment analysis showed 11 processes
significantly associated with NPWT, of which 4 were linked with complement system activation.
All but one (CLU the complement system’s inhibitor) were hypermethylated after NPWT.
The NPWT effect on DFUs may be mediated through epigenetic changes resulting in inhibition

of complement system activation.



CONCLUSIONS:

1. NPWT is a safe treatment for neuropathic, nonischemic, and noninfected DFU in patients
with T2DM.

2. This observational study did not prove NPWT effectiveness over standard therapy. However,
as the effectiveness of NPWT in both groups was similar, due the unfavorable, greater DFU area

in NPWT group one may hypothesize that NPWT is more effective.

3. One-year follow-up revealed an DFU recurrence rate of over 30%. Interestingly, the rate
of ulcer recurrence was almost the same in both groups, in spite of a large difference

in the magnitude of their initial area.

4. The effect of NPWT in DFS may be mediated through differential gene expression of proteins

involved in the wound healing process.

5. The NPWT effect on DFUs may be mediated through epigenetic alterations, resulting mainly

in inhibition of the complement system activation.

6. These findings hold potential clinical implications and may be of value in guiding
the development of new therapies for DFUs. However, it requires further confirmation in

subsequent studies.



