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1. Wykaz skréotow

ACI — ang. autologous chondrocyte implantation, autologiczny przeszczep chondrocytéw
AD-MSCs — ang. adipose tissue-derived mesenchymal stem cell, mezenchymalne komorki
macierzyste tkanki thuszczowej

AIAT — ang. alanine transaminase, aminotransferaza alaninowa

ALP —ang. alkaline phosphatase, fosfataza alkaliczna

AspAT — ang. aspartate transaminase, aminotransferaza asparaginowa

BM-MSCs — ang. bone marrow-derived mesenchymal stem cell, mezenchymalne komorki
macierzyste szpiku kostnego

BMP-2 — ang. bone morphogenetic protein-2, biatko morfogenetyczne kosci

COMP - ang. cartilage oligomeric matrix protein, biatko oligometryczne macierzy chrzastki
CrCL — ang. cranial cruciate ligament, wig¢zadto krzyzowe doczaszkowe

CS —ang. chondroitin sulfate, siarczan chondroityny

DJD - ang. degenerative joint diseases, choroba zwyrodnieniowa stawow

ECM — ang. extracellular matrix, substancja pozakomorkowa

EDTA — ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy

EVs — ang. extracellular vesicles, pecherzyki zewnatrzkoméorkowe

Exo — ang. exosomes, egzosomy

GAG - ang. glycosaminoglycans, glikozaminoglikany

HA — ang. hialuronic acid, kwas hialuronowy

HIiE — ang. hematoxylin and eosin stain, barwienie hematoksyling i eozyna

HUES9 — ang. human embrionic stem cells line, linia ludzkich embrionalnych komorek
mezenchymalnych

IBD — ang. inflammatory bowel disease, nieswoiste zapalenie jelit

ICRS — ang. International Cartilage Repair Society, Migdzynarodowe Towarzystwo Chorob
Chrzastki

IGF-1 — ang. insulin-like growth factor-1, insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IL-1 — ang. interleukin-1, interleukina 1

IL-6 — ang. interleukin-6, interleukina 6

IRAP — ang. interleukin-1 receptor antagonist protein, bialko antagonistyczne receptora
interleukiny-1

IVDD — ang. intervertebral disc diseases, choroba krazka mi¢dzykregowego



KS — ang. keratan sulfate, siarczan keratanu

MACI — ang. matrix-induced autologous chondrocyte implantation, autologiczny przeszczep
chondrocytéw na btonach kolagenowych

MOS - ang. modified Outerbridge score, zmodyfikowana skala Outerbridge’a

MPR — ang. multiplanar reconstruction, rekonstrukcja wieloptaszczyznowa

MRI — ang. magnetic resonance imaging, rezonans magnetyczny

MSCs — ang. mesenchymal stem cells, mezenchymalne komodrki macierzyste

MVs — ang. microvesicles, mikropecherzyki

NGF — ang. nerve growth factor, czynnik wzrostu nerwow

OA —ang. osteoarthritis, osteoartroza

OATS —ang. osteochondral autograft transplantation surgery, autogenny przeszczep chrzestno-
kostny

OCD - ang. osteochondritis dissecans, oddzielajaca martwica kostno-chrzestna

PB-MSCs — ang. peripheral blood-derived mesenchymal stem cells, mezenchymalne komorki
macierzyste krwi obwodowej

PBS — ang. phospate buffered saline, buforowana fosforanem sdl fizjologiczna

PHC — ang. primary human chodrocyte, pierwotne ludzkie chondrocyty

PLT — ang. platelet count, ptytki krwi

P-MSCs — ang. placenta-derived mesenchymal stromal cells, mezenchymalne komorki
macierzyste tozyska

PRGF — ang. plasma rich in growth factors, osocze bogate w czynniki wzrostu

PRP — ang. platelet rich plasma, osocze bogatoptytkowe

RBC —ang. red blood cells, erytrocyty

RPM — ang. revolutions per minute, obroty na minute

RTG — ang. X-ray examination, badanie rentgenowskie

RZS — ang. rheumatoid arthritis, reumatoidalne zapalenie stawow

SD — ang. standard deviation, odchylenie standardowe

SEA — ang. severe equine asthma, ci¢zka astma koni

SLBKMIN — Samodzielne Laboratorium Biologii Komoérek Macierzystych i Nowotworowych
SMCSs — ang. synovial mesenchymal stem cells, mezenchymalne komoérki macierzyste btony
maziowej

TGF-p — ang. transforming growth factor beta, transformujgcy czynnik wzrostu f3

TK —ang. computed tomography, tomograf komputerowy

TLI — ang. tendon and ligament injury, uszkodzenie $ciggien i wigzadet



TNFa — ang. tumor necrosis factor alpha, czynnik martwicy nowotworow

TP — ang. total protein, biatko catkowite

UC-MSCs — ang. umbilical cord mesenchymal stem cells, mezenchymalne komorki
macierzyste krwi pegpowinowej

USG - ang. ultrasonography, badanie ultrasonograficzne

VEGF — ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego
WBC — ang. white blood cells, leukocyty



2. Wprowadzenie

Osteoartroza (fac. osteoarthrosis, ang. osteoarthritis — OA), nazywana tez chorobag
zwyrodnieniowa stawow (ang. degenerative joint diseases — DJD), jest nieuleczalnym jak do
tej pory schorzeniem, obnizajgcym w znaczacy sposob poziom zycia ludzi i zwierzat. Szacuje
si¢, ze DID wystepuje u 10 — 18% populacji m¢zezyzn i kobiet po 60 roku zycia, a 80%
badanych stwierdza negatywny wptyw choroby na ograniczenie ich poruszania si¢ i aktywno$¢é
fizyczna. Nieleczona moze skutkowaé niepelnosprawnoscig i trwalym kalectwem [1-5].
U zwierzat sytuacja w populacji dotknigtych tg chorobg jest podobna, a naukowcy i klinicysci
z catego $wiata w dalszym ciggu poszukuja nowych i skuteczniejszych mozliwosci leczenia
tego schorzenia. Zwierzeta, odczuwajac bol, sg w stanie go maskowac, co dodatkowo utrudnia
mozliwo$¢ postawienia prawidtowego rozpoznania. Stwierdzono, ze co najmniej 80%
kulawizn, chorob stawow i otaczajacych je tkanek moze mie¢ podtoze o tle DJD [6, 7].

Pomimo, ze DJD jest w wigkszosci przypadkow uzalezniona od procesOw starzenia si¢
organizmu, etiologia tej choroby jest duzo bardziej ztozona i wieloczynnikowa. Do najczesciej
wymienianych czynnikow wptywajacych na rozwoj tego schorzenia u ludzi i zwierzat mozna
zakwalifikowac wiek, pte¢, u zwierzat rase, otytos¢, przebyte urazy i infekcje stawow, choroby
degenerujace 0 tle autoimmunologicznym, choroby o tle metabolicznym czy czynniki
genetyczne [3, 4, 8]. Brak ukrwienia oraz niewielka liczba chondrocytow w ptynnej macierzy
pozakomoérkowej w stosunku do jej objetosci uniemozliwia samoistng naprawe uszkodzonej
powierzchni chrzestnej. Petna odbudowa jest mozliwa tylko w okresie wczesnego rozwoju
organizmu, a zwyrodnieniowa choroba stawdéw rozwija si¢ 1 postgpuje wraz z wiekiem.
Powstawanie zmian zwyrodnieniowych w obrgbie stawéw mozna sklasyfikowac jako
pierwotne 1 wtdrne. Pierwotnie zmiany rozwijajg si¢ wraz ze starzeniem si¢ organizmu, gdzie
wraz z wiekiem dochodzi do powolnej degeneracji chrzastki stawowej. Zmiany wtorne sa
najczesciej efektem przebytego urazu, nierdwnomiernie roztozonego nacisku na chrzastke
(wrodzone lub nabyte zaburzenia, jak np. dysplazja stawu biodrowego) lub wynikiem
destabilizacji stawu, czego przyktadem jest calkowite zerwanie wigzadla krzyzowego
doczaszkowego (ang. cranial cruciate ligament — CrCL) [9]. Rozwijajacej si¢ DJD towarzyszy
z reguly chroniczny bdl na poczatku ruchu (tzw. bol startowy), ktory zmniejsza si¢ w trakcie
kontynuowania aktywnosci fizycznej. W zaawansowanych przypadkach dochodzi do
ograniczenia i zmniejszenia ruchomosci stawu, a nawet trwatej przebudowy i zmiany jego
obrysu [1, 3, 5, 10]. DJD na poziomie mikroskopowym charakteryzuje si¢ pOprzez progresywng

degradacje chrzastki stawowej, proces zapalny w obrgbie blony maziowej, sklerotyzacje kosci



podchrzestnej i formowanie si¢ osteofitow w obrgbie danego stawu [5, 7, 10, 11]. Terapia
zachowawcza opiera si¢ gtownie na stosowaniu fizykoterapii i zniesieniu towarzyszgcego bolu.
Bardzo czegsto we wczesnej fazie schorzenia wykorzystuje si¢ doustne niesteroidowe leki
przeciwzapalne, iniekcje dostawowe z kwasu hialuronowego czy kortykosteroidow.
W przypadku pacjentow w zaawansowanych stadiach DJD zaleca si¢ leczenie chirurgiczne
w postaci alloplastyki [1, 5, 7, 8]. Wszystkie wspomniane warianty leczenia majg niestety swoje
ograniczenia i nie przynosza calkowitego wyleczenia tego zwyrodnienia. Dlatego nieustannie
poszukuje si¢ nowych, mniej inwazyjnych i alternatywnych metod leczenia DJD.

Od kilkunastu lat medycyna regeneracyjna jest dynamicznie rozwijajacg si¢ dziedzing
medycyny cztowieka i zwierzat. Do leczenia mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi
(ang. mesenchymal stem cells — MSCs) i ich biologicznymi pochodnymi (mikropecherzyki,
ang. microvesicles — MVs) u ludzi w badaniach eksperymentalnych i przedklinicznych
z zadowalajacym efektem byt najczesciej wykorzystywany model zwierzecy [1, 12]. Z roku na
rok potrzeba zastosowania alternatywnych metod leczenia w medycynie weterynaryjnej
powicksza si¢ i stale poszukuje si¢ innych mozliwosci do wdrozenia terapii MSCs i ich
biologicznych pochodnych [13-15]. Obserwuje si¢ tez wzrost zapotrzebowania na inne metody
leczenia stanow chorobowych, w tym DJD, w ktorych klasyczne metody leczenia nie
przynosity zamierzonych efektow. Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan
z wykorzystaniem MSCs w leczeniu okreslonych schorzen nie sg ostatecznie rozstrzygajace
[1, 13-15]. Niemniej terapia komorkowa jest obiecujacg metoda leczenia chorob cztowieka
i zwierzat w nieodleglej przysztosci i dlatego potrzebne sa dodatkowe badania w celu
optymalizacji zrodet pochodzenia komorek, ich liczby, czy metod aplikacji w celu standaryzacji
procesu leczenia i oceny jego efektow [1,13].

W dostepnej literaturze brak jest danych dotyczacych wykorzystania w medycynie
regeneracyjnej, do leczenia ubytkéw chrzastki stawowej na duzym modelu zwierzgcym,
wynikéw inzynierii tkankowej w postaci rusztowan zasiedlonych bioaktywnymi pochodnymi
MSCs. Uszkodzenia chrzastki stawowej jako tkanki o swoistych zdolno$ciach regeneracyjnych,
stanowig duze wyzwanie dla lekarzy. Do powstawania stabych uszkodzen tkanki chrzgstnej
I zwyrodnien w obrebie stawu kolanowego dochodzi najczgsciej na tle urazowym lub w wyniku
toczacego si¢ w obrebie stawu przewleklego stanu zapalnego. Nasilone zdolnosci
chondrogenne przy uzyciu MSCs pochodzacych ze szpiku lub z tkanki tluszczowej zostaty
wykazane w badaniach w modelu uszkodzenia chrzastki stawowej u owiec [16-18].
W ostatnich latach pojawit si¢ pomyst prac badawczych nad wilasciwosciami MSCs

pochodzacych ze szpiku owcy i zastosowania ich pochodnych, takich jak homogenat,
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supernatant czy MVs do regeneracji tkanek. Nowym, nieopisanym aspektem badan jest
wykorzystanie biomaterialu w postaci ggbki kolagenowej typu spongostan, nasaczonego
produktami bioaktywnymi zawartymi w MVs, pozyskanych z hodowli MSCs pochodzacych od
owcy, w celu przyspieszenia procesu regeneracyjnego chrzastki stawowej. Ten sposob
zastosowania MVs nie byl do tej pory opisany w literaturze w leczeniu ubytkow tkanki
chrzgstne;j.

Idea wykorzystania MVs w leczeniu ubytkéw chrzastki stawowej sprawita, ze powyzej
omowione zagadnienie stalo si¢ podstawg doswiadczenia, ktérego wyniki oméwiono

W niniejszej rozprawie doktorskiej.
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3. Witep
3.1 Tkanka chrzestna szklista

U dorostych osobnikéw tkanka chrzgstna pokrywa wiekszos¢ powierzchni stawowych,
a takze jest sktadowa elementow budujacych chrzastki nosowe, krtan, tchawice, oskrzela,
polaczenia zeber z mostkiem czy ptytki wzrostu w koSciach diugich. Podczas rozwoju
embrionalnego tkanka ta tworzy zawiazek szkieletu, ktory sukcesywnie ulega réznicowaniu
w tkanke kostng [19,20]. W trakcie ruchu chrzastka stawowa jest nieustannie poddawana
oddziatywaniom mechanicznym, ktore sa konieczne do jej prawidlowego funkcjonowania.
W przeciwienstwie do obszaré6w nos$nych na powierzchniach stawowych, nieobcigzana
chrzastka staje si¢ ciensza i bardziej podatna na urazy i degeneracj¢. Tkanka chrzgstna szklista
nalezy do tkanek lacznych o duzej gestosci, co skutkuje jej wysoka elastyczno$cia
I wytrzymatos$cia na $Sciskanie. Jej regeneracja jest praktycznie niemozliwa, ze wzgledu na brak
przenikajacych do niej naczyn krwiono$nych, limfatycznych i zakoniczen nerwowych.
Odzywianie chrzastki stawowej ma miejsce poprzez dyfuzje substancji odzywczych z mazi
stawowej 1 w niewielkim stopniu z naczyn krwionos$nych zaopatrujacych kos¢ pod chrzastka
[20-22]. Jej gtownym zadaniem jest rozpraszanie sit nacisku i obcigzen wywieranych na

potaczenie typu maziowego, ktore wytwarzane sg w trakcie ruchu [9].
3.1.1 Morfologia i funkcja tkanki chrzestnej szklistej
3.1.1.1 Chondrocyty i macierz pozakomérkowa

Chondrocyty stanowig niewielkg czg¢$¢ tkanki chrzestnej szklistej [21]. W zaleznos$ci od
lokalizacji w tkance, roznig si¢ ksztattem i utozeniem komorek. W czesci centralnej chrzastki
mogg przybiera¢ kulisty lub heksagonalny ksztalt, natomiast w czesci brzeznej cechuje je
bardziej sptaszczona sylwetka. Chondrocyty na obszarze chrzastki formuja si¢ w wicksze
grupy, tworzac tzw. chondrony. Chondron jest strukturalng jednostka tkanki chrzgstne;j.
Obejmuje on grupg izogeniczng, ktdrg tworzy 2-5 chondrocytow we wspolnej jamce chrzestne;,
otoczonej substancja podstawowa i wioknami biatkowymi. Przestrzen pomiedzy chondronami
wypelniona jest substancjg migdzykomorkowa (ang. extra cellular matrix — ECM) [19, 20, 23,
24]. Chondrocyty nalezg do aktywnych metabolicznie komorek, ktorych gtdéwnym zadaniem
jest synteza i utrzymanie ECM i jej sktadowych, w tym kolagenu typu Il, glikozaminoglikanow
(ang. glycosaminoglycans — GAG), tworzacych z biatkami proteoglikany [23, 25].
Chondrocyty wykazuja tez zdolno$¢ do regulacji procesow katabolicznych w obrebie ECM,
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poprzez wydzielanie enzymow proteolitycznych. Metabolizm macierzy jest regulowany m.in.
za pomocg Syntetyzowanych swoistych cytokin prozapalnych, w tym IL-1, IL-6, TNFa, IGF-
1, TGF-B [23]. Mechanizm réwnowagi pomigdzy procesami anabolicznymi i katabolicznymi
w obrgbie ECM ma fundamentalny wplyw na prawidlowa funkcje chrzastki stawowe;.
Zaburzenia zwigzane z tymi procesami mogg mie¢ wptyw na rozwiniecie si¢ OA w obrebie
stawow typu maziowego [1, 23].

ECM sklada si¢ w gtownej mierze z wody, biatek kolagenowych i proteoglikanow
[24,26]. Suchg mase chrzastki stawowej szklistej stanowi nawet do 40% zelowe] substancji
podstawowej 1 osadzonej w niej gestej sieci witokien kolagenowych. Gtownym kolagenem
wystepujacym w chrzgstce jest kolagen typu II, a substancja podstawowa macierzy
uformowana jest z proteoglikanow i glikoprotein strukturalnych [20]. Do najwazniejszych
GAG w ECM mozna zaliczy¢ siarczan chondroityny A i C (ang. chondroitin sulfate — CS),
kwas hialuronowy (ang. hialuronic acid — HA) i siarczan keratanu (ang. keratan sulfate — KS)
[20, 25]. Tkanka chrzestna zawdzigcza swojg odporno$¢ na odksztalcenia obecnosci
proteoglikanow, glownie agrekanu, ktory ma zdolno$¢ wigzania si¢ z czasteczkami HA i wody.
Agrekan zawierajacy w swoim kompleksie liczne fancuchy CS 1 KS taczy si¢ z dlugimi
tancuchami HA, a nastgpnie w takiej formie wiaze si¢ bezposrednio z powierzchnig wtokien
kolagenu typu Il. Zwigzane w ten sposob czasteczki wody obecne w GAG stanowiag do 80%
calej masy chrzastki szklistej [19,21,26]. W zaleznosci od relacji macierzy z chondrocytami
mozna wyszczeg6lni¢ jej 3 regiony: 1) macierz okotokomorkowa; 2) macierz terytorialna;
3) macierz migdzyterytorialng [26].

Liczna sie¢ biatek kolagenowych ECM stanowi do 60% suchej masy chrzastki [26]. Ich
utozenie 1 typ sg uzalezniony od obszaru, w ktorym sa zlokalizowane, a gesta sie¢ wtokien
nadaje ksztalt i zapewnia odporno$¢ na rozcigganie chrzastki. Oprocz kolagenu typu II
W macierzy mozna wyrdzni¢ jeszcze kolagen wioknisty typu IX, Xl, XVI, czy kolagen
tworzacy uktady sieciowe typu VI i X. Wiokna kolagenu wykazujg réwnolegle wigzanie do
powierzchni stawowej w strefie powierzchownej (tac. stratum tangentiale). Kolagen typu 1l
stanowi do 95% wszystkich fibryli biatkowych w obrgbie tkanki chrzestnej. Jego gtownym
zadaniem jest zapewnienie integralnosci chrzastki poprzez odporno$¢ na sily rozciagajace
I Scierajace oddziatywujace na powierzchni¢ stawowa [26]. Oprocz licznych proteoglikanow
I wiokien kolagenu w macierzy znajduja si¢ tez inne biatka strukturalne, ktorych funkcja jest
wigzanie czasteczek z chondrocytami i ECM, a takze biatka o funkcji enzymatycznej, wsrod

ktorych wyrozni¢c mozna m.in. chondronektyne, fibronektyne, tenascyne, anchoryne CII,
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oligometryczne biatko macierzy chrzastki (ang. cartilage oligometric matrix protein — COMP)
[19,26].

3.1.1.2 Budowa strukturalna chrzastki stawowej

W chrzastce stawowej u dorostych osobnikdw mozna wyrdzni¢ budowg warstwowa,
ktora uzalezniona jest od morfologii 1 ulozenia przestrzennego chondrocytow, witokien
kolagenowych i proteoglikanow [24]. Ksztalt i rozmieszczenie komoérek oraz sktadnikow ECM
rozni si¢ W kazdej warstwie i pelni inng funkcje. W prawidtowo uformowanej chrzastce
wyszczegolniono 4 warstwy: warstwe powierzchowng, warstwe posrednia, warstwe
promienistg 1 warstwe zwapniatej chrzastki.

Warstwe zewnetrzng tworzy bardzo cienka warstwa powierzchowna (tac. stratum
tangentiale), ktora stanowi 10-20% catkowitej grubosci chrzastki. Od strony jamy stawowej
mozna w niej wyszczeg6lni¢ lamina splendens — bezkomoérkowa warstwe, w ktorej macierzy
znajdujg si¢ polisacharydy, drobne widkna kolagenu i elastyny. Nastepng warstwe tworzy
wlasciwa warstwa powierzchowna, utkana z cienkiej warstwy chondrocytéw utozonych
prostopadle do powierzchni stawowej. Warstwa ta cechuje si¢ tez wysoka zawartoscig kolagenu
i niskg GAG. W stosunku do innych warstw chrzastki stawowej, w warstwie powierzchowne;j
chondrocyty wykazuja wigksza gestosé, co skutkuje synteza ECM o zwigkszonej zawartos$ci
wiokien kolagenu. Wiokna te, tak samo jak wspomniane powyzej chondrocyty, uktadaja si¢
rownolegle do powierzchni stawowej. Uktad ten zapewnia ochrong glebszych warstw przed
sitami $ciskajacymi i skrgcajagcymi oddziatujgcymi na powierzchnie stawowa, a takze pelni role
bariery mechanicznej [26,27].

Druga warstwa, nazywana posrednig (fac. stratum intermedium sive transitionale),
zajmuje od 40% do 60% grubosci chrzastki. Warstwa ta jest usiana wigksza liczbg aktywnych
metabolicznie chondrocytow o sferycznym ksztatcie i utozonymi skosnie, grubszymi wtdknami
kolagenu. Wyroznia si¢ W niej wigksza zawartos¢ GAG, mniejszg wiokien kolagenowych
i czasteczek wody, co zapewnia odporno$é na sity Sciskajace dziatajgce na potaczenie stawowe.

Trzecia warstwa — promienista (tac. stratum radiale) — cechuje si¢ najwigksza
wytrzymatoscig na sity $ciskajace. Razem z warstwa posrednig stanowi gléwng mase tkanki
chrzgstnej szklistej. W warstwie tej znacznie zwigksza si¢ zawarto§¢ GAG, a widkna kolagenu
i chondrocyty uktadaja si¢ w kolumnach przypominajacych stupki lezace prostopadle do

powierzchni stawowej.
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Najglebsza, czwarta warstwa, nazywana warstwg zwapnialg chrzastki, taczy sie
bezposrednio z koscig pod chrzastka. Ta uboga w komorki warstwa oddzielona jest od kosci
podchrzestnej warstwa rozdzielajaca, tzw. ,,linig rozdzielajaca” (ang. cement line), widoczng w

obrazie mikroskopowym po wybarwieniu eozyng lub hematoksyling. [9,21,24,26].

3.1.1.3 Biomechanika chrzastki stawowej

Chrzastka stawowa pokrywajaca powierzchnie stawowe petni role jednolitej warstwy,
rozpraszajacej dziatajgce na staw typu maziowego sity nacisku i przekazywanie ich na lezaca
bezposrednio pod nig kos¢. Ten skomplikowany proces jest mozliwy dzieki wzajemnej
kombinacji uktadu widkien kolagenowych i czasteczek proteoglikanéw, ktore wspolnie tworza
wytrzymata sie¢. Wiokna kolagenu dobrze toleruja oddzialywania na sily $cinajace,
a uwodnione kompleksy proteoglikanéw sg wytrzymate na sity $ciskajace, co w rezultacie

skutkuje wzajemnym uzupetnianiem ich funkcji w trakcie ruchu [24,26].

Powierzchnie stawowe roznig si¢ od siebie w zaleznosci od petnionej funkcji, na tej
podstawie wyrdznia si¢ Kilka rodzajow potaczen typu maziowego:
1) stawy jednoosiowe np. staw promieniowo-tokciowy blizszy i dalszy, staw szczytowo-
obrotowy;
2) stawy dwuosiowe np. staw promieniowo-nadgarstkowy, staw kolanowy;
3) stawy wieloosiowe np. staw ramienny, staw kolanowy;
4) stawy nieregularne np. stawy mi¢dzykregowe;
5) stawy ptaskie np. staw krzyzowo-biodrowy, staw nadgarstkowo-srodrgczny.

W zaleznosci od rodzaju stawu i wywieranych na niego obcigzen w trakcie ruchu,
chrzastka stawowa dostosowuje swojg struktur¢ do potrzeb. Na powierzchniach, gdzie
wywierany jest duzy 1 czgsty nacisk, chrzastka jest twardsza 1 zawiera macierz bogatg
w proteoglikany, w przeciwienstwie do miejsc, gdzie dziatajace sity nie maja tak duzego
wplywu na odksztalcanie si¢ powierzchni [9]. Chrzastka stawowa szklista charakteryzuje si¢
niskim wspolczynnikiem tarcia na poziomie rzedu 0,0005-0,04, ktory jest odwrotnie
proporcjonalny do wzrostu wywieranego nacisku i pokrycia jej powierzchni mazig stawows
[26]. Tak doskonate zdolnosci biomechaniczne zapewnione s3 dzigki mikrostrukturze
uformowanej z chondrocytow 1 skladowych ECM, a przede wszystkim licznych

proteoglikanow. Bardzo waznym elementem pracy stawu jest dynamiczna mechanika plynu
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chrzastki, ktoéra odpowiada za jej wiskoelastyczno$¢ [24,26]. Ta cecha uzalezniona jest od
relacji pomigdzy przeptywem ptynu w komoérkach, a wspotczynnikiem tarcia. Jak nadmieniono,
ECM sktada si¢ w gtéwnej mierze z wody, wiokien kolagenu i proteoglikanow, ktoérych grupy
hydroksylowe przyciagajq i taczg sie z czasteczkami wody i kationami sodu (Na*). W efekcie,
skutkuje to powstaniem gradientow osmotycznych i indukcjag wewnetrznego dodatniego
ci$nienia, nazywanego cisnieniem obrzmienia (ang. swelling pressure). Sytuacj¢ t3 mozna
poréwna¢ do dmuchanego materaca, gdzie wewngtrzne ci$nienie utrzymywane jest dzigki
ciggtej pracy dmuchawy [21]. Powierzchnia materaca stanowi najbardziej zewngtrzng czesé
stratum tangentiale chrzastki stawowej, a rol¢ dmuchawy petnia proteoglikany, tgczace sie
Z czasteczkami wody. W momencie ruchu, gdy na chrzgstke¢ oddziatujg sity nacisku, woda
zwigzana z tancuchami proteoglikanow jest z niej wypierana, co W efekcie prowadzi do jeszcze
wiekszego wzrostu ci$nienia i utwardzenia struktury chrzastki stawowej. Kiedy sily nacisku
ustepuja, czasteczki wody na zasadzie dziatan elektrostatycznych powracaja do macierzy
I wigzg si¢ ponownie z proteoglikanami, odtwarzajac rusztowanie ECM [24,26]. Ten
mechanizm 1 ruch ptynu umozliwia doptyw sktadnikow odzywczych i eliminacje produktéw
przemiany materii, $cistag kontrol¢ odksztalcen powierzchni chrzastki, a takze nawilzanie
powierzchni stawowej [9]. Jakiekolwiek, zaburzenia w strukturze lub funkcji tych elementow

moga mie¢ fundamentalny wptyw na degeneracje chrzastki i rozwinigcie si¢ OA.

3.1.2 Etiologia powstawania ubytkéw chrzastki

Uszkodzenia stawdw i1 pokrywajacej ich powierzchni¢ chrzastki stawowej sa bardzo
czegstymi urazami uktadu migsniowo-szkieletowego u ludzi 1 zwierzat. Powtarzajacy si¢ ucisk
na chrzastke stawowa, przewyzszajacy jej wytrzymatos$¢, moze prowadzi¢ do jej penetrujacych
urazOw, w rezultacie pozostawiajac ja bez ochrony i odstaniajac ko$¢ podchrzgstna.
W nastepstwie moze dochodzi¢ do inicjacji procesu zapalnego stawu i w przypadku braku
wdrozZenia terapii leczniczej, rozwinigcia si¢ DJD [28]. Tkanka chrzestna charakteryzuje sie
niskim potencjatem regeneracyjnym. Jakakolwiek zmiana w obrgbie jej struktury bedzie
manifestowana w postaci kulawizny spowodowanej odczuwanym boélem, zmniejszeniem
zakresu ruchu, utrata masy mig$niowej odcigzanej konczyny, a nawet znaczng
niepelnosprawnos$ciag pacjenta [29].

Do urazéw struktury tkanki chrzgstnej moze dochodzi¢ w wyniku zadziatania

bezposrednio na powierzchnig stawu tepego urazu, posrednio poprzez stopniowe, powtarzajace
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si¢ jego obcigzanie lub nagle skrecenie stawu. Tego typu urazy mozna podzieli¢ na dwie

kategorie [28]:

1) powierzchowne ubytki tkanki chrzestnej (ang. — chondral) — sg to uszkodzenia nie
penetrujagce do glebszych struktur chrzastki, nie odstaniajgce warstwy kosci
podchrzestnej. W efekcie nie ma mozliwos$ci przemieszczenia si¢ komoérek i czynnikow
wywodzacych si¢ ze szpiku kostnego, odpowiedzialnych za reparacje tkanki chrzestne;j
do miejsca urazu. Pomimo to dochodzi do mniej efektywnego gojenia si¢ ubytku, co
moze skutkowaé ograniczeniem funkcji powierzchni stawowej 1 zapoczatkowania
rozwoju procesow prowadzacych do powstawania zmian zwyrodnieniowych w obrebie
stawu [28,30];

2) glebokie ubytki tkanki chrzestnej (ang. —osteochondral) — sg to ubytki penetrujace przez
catg warstwe chrzastki stawowej, odstaniajace warstwe kosci podchrzestnej. W wyniku
tego typu wurazéw dochodzi do wynaczynienia naczyn krwiono$nych kosci
podchrzestnej i wypelnienia ubytku krwiakiem, ktory nastepnie ulega organizacji.
W efekcie, dochodzi do wuaktywnienia komoérek progenitorowych, makrofagow
I komorek krwi, biorgcych czynny udzial w gojeniu si¢ tkanki chrzestnej [30,31].
Pomimo penetracji do miejsca urazu MSCs pochodzenia szpikowego i ich roznicowania
w chondrocyty, odpowiedzialne za produkcje ECM bogata w proteoglikany, nie
dochodzi do odtworzenia pierwotnej tkanki, ktora pokrywa nieuszkodzong
powierzchni¢ stawowa. Tkanka chrzgstna szklista jest najczgsciej zastepowana tkanka
o charakterze tkanki chrzestnej widknistej, ktora cechuje si¢ gorszymi wlasciwosciami
biomechanicznymi. Proces odtworzenia i modelowania struktury ubytku jest

dhugotrwaty i moze trwa¢ nawet 6 — 12 miesigcy [30,32].

Proces spontanicznej reparacji ubytkow tkanki chrzestnej stawowej jest przejsciowy
i niepetny. W przypadku matych ubytkdéw, o nieznaczacej klinicznie powierzchni, dochodzi do
proliferacji chondrocytéw znajdujacych si¢ w poblizu miejsca urazu i syntezy ECM. Niestety
ta odpowiedz jest z reguly niewystarczajaca do catkowitego zagojenia si¢ ubytku [33]. Z kolei
w sytuacji urazow glebokich, penetrujgcych do warstwy kosci podchrzestnej, Wypelniajaca
ubytek tkanka chrzgstna witoknista w stosunku do chrzastki szklistej, cechuje si¢ znacznie
gorszymi parametrami wytrzymatosci na S$ciskanie. Powstajaca tkanka bliznowata

0 charakterze wloknisto-chrzgstnym, moze na przestrzeni czasu ulega¢é ponownym urazom
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i oddzieleniu si¢ od warstwy kos$ci. Zmiana parametrow biomechanicznych w miejscach
przebytego urazu ma tez znaczacy wplyw na powstawanie nowych zakonczen nerwowych
I odczuwanie bolu, a takze indukcje¢ stanu zapalnego stawu, co moze prowadzi¢ do rozwoju

zmian erozyjnych [28,34].

3.2 Diagnostyka ubytkéw chrzgstki stawowej

Diagnostyka schorzen uktadu migéniowo-szKieletowego, w tym ubytkow chrzastki
stawowej powinna opiera¢ si¢ na zebraniu kompleksowego wywiadu lekarskiego
I przeprowadzeniu specjalistycznego badania fizykalno-ortopedycznego, ktore w sytuacjach
watpliwych uzupelniane jest wynikami badan obrazowych. Bardzo czgsto urazy stawow
dostarczaja duzych problemow W postawieniu prawidlowego rozpoznania, co w efekcie
wymusza stosowanie zaawansowanych metod diagnostycznych takich jak rezonans
magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging — MRI) lub artroskopia. Na przestrzeni lat
obserwuje si¢ znaczacy rozwoj technik, ktéore maja na celu umozliwienie potwierdzenia
diagnozy i wdrozenia odpowiedniego protokotu leczniczego. Wsrdd tych metod mozna
wyrozni¢ techniki mniej inwazyjne, takie jak badanie radiologiczne (RTG), ultrasonograficzne
(USG), tomograf komputerowy (TK) lub MRI. Obecnie, za zloty standard w ocenie
i diagnostyce chorob stawow i urazow powierzchni stawowej, uwazane jest badanie
artroskopowe. Ta maloinwazyjna technika umozliwia doktadng wizualizacj¢ struktury
powierzchni stawowej pod powigkszeniem, wraz z mozliwo$ciag wdrozenia bezpo$redniego
leczenia ubytku chrzastki [35].

W roku 1961 Outerbridge na podstawie wlasnych obserwacji chondromalacji rzepki
przedstawil 5-stopniowg skalg makroskopowej oceny ubytku chrzgstki stawowej [36]. Skala ta
dos¢ szybko zostata przyjeta wsrdd praktykujacych lekarzy i do dzi§ jest wykorzystywana w
postaci zmodyfikowanej skali chondromalacji wedlug Outerbridge’a (ang. Modified
Outerbridge Score — MOS). Od momentu publikacji, MOS zostata zaadoptowana przez innych
autoréw do oceny ubytkow chrzastki w obrebie stawu ramiennego, tokciowego, biodrowego
czy kolanowego [37—40]. Przedstawiony system oceny ma na celu utatwienie komunikacji
pomiedzy chirurgami 1 umozliwienie grupowania pacjentow w obrebie grup klinicznych wraz
z czynnikami prognostycznymi. Taki rodzaj postepowania ulatwia pozniejszg kwalifikacje do

danej procedury zabiegowej.
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Wspotczesnie wykorzystywana skala MOS opiera si¢ glownie na makroskopowej
ocenie powierzchni chrzastki stawowej w trakcie przeprowadzanego zabiegu chirurgicznego

z wykorzystaniem techniki mato inwazyjnej, jaka jest artroskopia.

Zmodyfikowana skala Outerbridge’a:

Stopien 0 (tkanka prawidlowa) — brak widocznych patologii na powierzchni chrzastki,

prawidlowa btona maziowa bez cech zapalenia, kolor powierzchni stawowej biato-niebieski;

Stopien I (MOS 1) — dochodzi do S$cienczenia warstwy powierzchniowej wraz
z mikropeknieciami, chrzgstka w miejscu urazu staje si¢ obrzgknieta i traci swojg sprezystosc,

przybiera barwe bialo-zo6lta;

Stopien II (MOS 1I) — uszkodzenie warstwy powierzchniowej na obszarze ponizej 1 cm
srednicy wraz ze zwtoknieniem struktury, uraz nie penetruje na catej glebokos$ci chrzastki i nie

odstania kosci podchrzestnej;
Stopien III (MOS 11) — glebokie zwldknienie powierzchni chrzestnej, penetrujace do warstwy
kosci podchrzestnej. Moze dochodzi¢ do oddzielenia fragmentéw chrzestnych, obszar

uszkodzen powyzej 1 cm;

Stopien IV (MOS 1V) — glebokie ubytki, odstaniajace kos¢ podchrzestng, dochodzi do zmian

erozyjnych chrzastki stawowe;.

Na rycinie 1 przedstawiono schemat uszkodzenia chrzastki stawowej w oparciu

0 zmodyfikowang skale MOS.
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy uszkodzenie chrzastki stawowej w oparciu o zmodyfikowang
skale MOS. Na rycinie nie uwzgledniono stopnia 0 — prawidtowej powierzchni chrzastki
stawowej. 1 — chondromalacja (rozmigkanie i obrz¢k chrzastki stawowej; 2 — fibrylacja
chrzastki i uraz jej powierzchni niesiegajacy warstwy podchrzestnej kosci; 3 — szczelina o
pelnej glgbokosci penetrujgca do warstwy podchrzestnej; 4 — erozja chrzastki stawowej pelnej
glebokosci penetrujaca do warstwy podchrzestnej. Rycina wlasna.

Jak nadmieniono, schorzenia uktadu migsniowo-szkieletowego, a w szczegdlnosci
choroby chrzastki stawowej bardzo czgsto przysparzaja probleméw diagnostycznych. Na
wczesnym etapie uszkodzenia chrzastki sg trudne do rozpoznania. Wraz z trwaniem
I poglebianiem si¢ procesu, towarzyszgca urazom, rozwijajaca si¢ OA, charakteryzuje si¢
postgpujacym stanem zapalnym, powolng degeneracja powierzchni stawowej, kosSci
podchrzgstnej i przylegtych tkanek. Zaawansowana DJD skutkuje w efekcie zaburzeniem
prawidtowej funkcji stawu, bolem 1 ograniczeniem zakresu ruchu z rdznego stopnia

niepetnosprawnoscia u ludzi i zwierzat [41].

19



3.2.1 Badanie fizykalne

W medycynie weterynaryjnej badanie fizykalne opiera si¢ na badaniu pacjenta w trakcie
ruchu i w spoczynku w pozycji stojacej i/lub lezacej. Do gtownych sktadowych badania
ortopedycznego mozna zaliczy¢ ogladanie i omacywanie, wraz z poréwnawczym badaniem
palpacyjnym konczyny dotknietej procesem chorobowym i zdrowej. W trakcie badania
przeprowadzane sg Wymuszeniowe proby prostowania i zgieciowe konczyn oraz specyficzne
testy jak np. test szufladowy, kompresji piszczeli, czy test Campbella [9]. Badanie fizykalne
w przypadku schorzen stawow dostarcza informacji o bolesnosci danej okolicy, obecnosci

nadmiernej ilo$ci ptynu stawowego, niestabilno$ci stawu czy ograniczenia zakresu ruchu.

3.2.2 Badanie radiologiczne

Badanie radiologiczne jest uzyteczne w przypadku glebokich ubytkéw powierzchni
chrzgstnej, penetrujacych przez cala warstwe chrzastki stawowej 1 odstaniajacych ko$¢
podchrzestng. W przypadku plytkich urazow warstwy powierzchniowej na radiogramach nie sg
uchwytne zmiany w obrebie struktury kostnej [42]. Standardowo wykonywane RTG (projekcja
doczaszkowo-doogonowa, boczna, skosna) maja na celu wykluczenie podejrzenia ztamania
kosci, jak rowniez oceng zaawansowania stopnia DJD w obrebie badanego stawu [43]. Badanie
to okazuje si¢ tez przydatne w diagnostyce oddzielajacej martwicy chrzgstno-kostnej u psow

rosngcych (ang. osteochondritis dissecans — OCD) [44,45].

3.2.3 Badanie ultrasonograficzne

Badanie ultrasonograficzne nalezy do technik matoinwazyjnych, tatwo dostepnych,
szybkich i niskobudzetowych, co przemawia za wykorzystywaniem tej metody w monitoringu
ubytkow powierzchni chrzgstnej. W dostgpnej literaturze istnieje wiele doniesien naukowych,
w trakcie ktorych positkowano si¢ wykorzystaniem badan USG do $ledzenia dynamiki
przebiegu procesu reumatoidalnego zapalenia stawow, oceny jakoSci koSci czy osteoporozy
[46-48]. Niestety, badanie to nie moze by¢ wykorzystane w celu obrazowania kazdej
powierzchni stawowej, ze wzgledu na brak mozliwosci przylozenia glowicy do badanej
okolicy, w celu wykonania pomiaréw grubos$ci i oceny integralnosci powierzchni chrzgstnej
[43].
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3.2.4 Badanie tomografem komputerowym

Badanie tomografem komputerowym (TK), podobnie jak badanie RTG, ma
zastosowanie w przypadku glebokich ubytkow warstwy chrzgstnej, penetrujacych do kosci
podchrzestnej. Badanie to jest bardziej doktadne i uwidacznia wicksza ilo$¢ detali, dotyczacych
rozmiaréw, ksztattu i gleboko$ci ubytku [45,49]. Przydatnym narzedziem z wykorzystaniem
badania TK w postawieniu ostatecznego rozpoznania i ewentualnego planowania okoto
zabiegowego jest otrzymywany dwu- lub trojwymiarowy obraz badanych struktur i mozliwo$é
utworzenia rekonstrukcji 3D [43,50]. Niestety, dtugoterminowe wykorzystanie tej techniki
W monitoringu leczenia ubytkow chrzgstnych nie jest zalecane, ze wzgledu na wysokie dawki

emitowanego promieniowania jonizujacego i koszt procedury diagnostycznej [46].
3.2.5 Artrografia

Artrografia polega na podaniu $rodka kontrastowego do jamy stawowej, w celu
wypehienia ubytku chrzastki, uwidocznienia obecnos$ci zmian zwyrodnieniowych i/lub
pekniec penetrujacych do warstwy kosci podchrzestnej. Wspodtczesnie do wizualizacji efektow
tej techniki najczesciej jest wykorzystywane badanie TK lub MRI. Schmid i wsp. [51]
w badaniach wiasnych dotyczacych ubytkow chrzastki w stawie skokowo-goleniowym u ludzi
wykazali przewage badania z wykorzystaniem kontrastu i obrazowaniem za pomocg TK nad
MRI. Jednakze, technika ta ze wzgledu na inwazyjno$¢ i dodatkowe generowanie kosztow nie

jest zalecana w przypadku standardowego planowania okotooperacyjnego [52].
3.2.6 Badanie rezonansem magnetycznym

Badanie rezonansem magnetycznym jest jedna z czgéciej wykorzystywanych technik
w celach okreslenia lokalizacji i wielkosci ubytku chrzestnego [53]. Dzigki badaniu mozliwe
jest bardzo doktadne obrazowanie struktury tkankowej bez negatywnego wptywu efektu
promieniowania jonizujgcego na organizm — w trakcie badania MRI pobudzone protony
wodoru znajdujace si¢ w czagsteczkach wody W organizmie emitujg fale magnetyczne, ktore po
przetworzeniu przez mikroprocesor jednostki urzadzenia sg prezentowane w formie obrazow
komputerowych. Roéznorodnos¢ transmitowanych impulséw jest wykorzystywana do
réznicowania w obrebie tkanek, co umozliwia wnikliwg analiz¢ badanej okolicy 0 wysokiej
wartos$ci diagnostycznej. W efekcie, odpowiednio dobrana sekwencja do analizy stawu (T1-,
T2-, PD - zalezna, PD — zalezna potaczona z technikg saturacji tluszczu tzw. FAT SAT),

umozliwia wizualizacje chrzastki stawowej [52,54]. Ograniczeniem stosowania MRI

21



w przypadku medycyny weterynaryjnej, moze by¢ dostgpnos¢ do jednostek wykonujgcych tego
typu badanie, ktora mimo rozbudowy infrastruktury medycznej w dalszym ciagu jest znacznie
ograniczona [54]. Dtugi czas badania — zwierz¢ musi by¢ poddane odpowiedniemu uspokojeniu
farmakologicznemu — moze dyskwalifikowac pacjentéw, ktorzy nie mogg by¢ znieczuleni ze
wzgledu na choroby towarzyszace. Zwierzeta, u ktorych w ciele wystepuja implanty

0 wlasciwosciach ferromagnetycznych, tez nie powinny by¢ poddawane tego typu badaniom.
3.2.7 Artroskopia

Badanie artroskopowe jest uznawane za zloty standard w diagnostyce i leczeniu
ubytkow tkanki chrzestnej stawowe] w medycynie czlowieka i weterynaryjnej [54,55].
Wykorzystanie techniki artroskopowej w poréwnaniu do klasycznej artrotomii skutkuje
mniejszym odczuwaniem bdlu pooperacyjnego i szybszym powrotem do petnej sprawnosci po
przebytym zabiegu operacyjnym [55]. Do oceny powierzchni stawowej wykorzystywana jest
najczgsciej zmodyfikowana skala Outerbridge’a. W trakcie badania makroskopowego
z wykorzystaniem artroskopu, oprocz bardzo doktadnej oceny powierzchni ubytku, mozliwe
jest wdrozenie bezposredniego leczenia. Badanie to cechuje si¢ najwiecksza czutoscig
w poréwnaniu do innych technik [43]. Niestety, ze wzgledu na konieczno$¢ wprowadzenia do
jamy stawowej jednego lub wigcej portow, przez ktdre nastgpnie wprowadzana jest optyka

I inne narzedzia chirurgiczne, metoda uznawana jest za inwazyjna.

3.3 Wspolczesne metody leczenia ubytkow chrzastki stawowej

Lepsze zrozumienie etiopatogenezy urazow chrzgstki stawowej 1 naturalnych
ograniczen procesOw naprawczych organizmow zywych przyczynito si¢ do zwigkszenia
zainteresowania czynno$ciami wspierajacymi reparacj¢ tkanki chrzestnej stawowe;.
Dotychczas przeprowadzone badania podstawowe i kliniczne w zakresie regeneracji ubytkow
chrzestno-kostnych nie sg zadowalajace, co zmusza naukowcoéw i klinicystow do dalszych
poszukiwan skutecznych metod leczenia chorob chrzastki stawowej. Obecnie, w profilaktyce
I leczeniu tego typu urazow, stosuje si¢ zarowno metody zachowawcze z technikami medycyny
regeneracyjnej na czele i leczenie chirurgiczne [29,56]. Posrod wspotczesnie stosowanych

metod leczenia zachowawczego DJD w medycynie weterynaryjnej wymienia sie:

— fizjoterapig¢ i rehabilitacj¢ — specjaliSci z zakresu weterynaryjnej medycyny sportowej

i rehabilitacji postugujg si¢ szerokim wachlarzem metod wspomagajacych procesy
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leczenia DJD i zniesienia odczucia bolu zwigzanego z wystepowaniem OA u zwierzat.
Wsrod technik mozna wymieni¢ m.in. terapi¢ masazem manualnym (w tym
chiropraktyke), terapi¢ ruchowa, terapi¢ na biezni wodnej, laseroterapi¢ (nisko-
i wysokoenergetyczng), termoterapi¢, elektroterapie, neuroterapi¢, pozaustrojowsg
terapi¢ falg uderzeniows, terapi¢ rezonansem magnetycznym i metody medycyny
niekonwencjonalnej jak akupunktura;

farmakoterapi¢ ogoélnoustrojowa — ta terapia ma na celu miejscowe wyciszenie stanu
zapalnego 1 zniesienie lub ztagodzenie odczuwanego bdlu w obrebie chorego stawu,
aco za tym idzie zwigkszenie komfortu w trakcie ruchu zwierzgcia. Najczesciej
stosowanymi w medycynie weterynaryjnej lekami sg $rodki przeciwzapalne z grupy
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych I, Il lub 111 generacji. Odkryciem ostatnich
lat, z powodzeniem stosowanym u psow i kotow, sg przeciwciata monoklonalne —
bedinwetmab i frunewetmab (preparaty Librela i Solensia, ZOETIS, Belgia) -
skierowane przeciwko czynnikom wzrostu nerwoéw (ang. nerve growth factor — NGF)
w postaci podskornych iniekcji, aplikowanych raz na miesigc. Wykazano, ze stosowanie
powyzej wymienionych preparatéw skutecznie blokowato przekazywanie poprzez
mediatory NGF sygnatu do komoérki nerwowej, co w efekcie skutkowato zniesieniem
odczuwanego bolu zwigzanego z OA [57,58];

farmakoterapi¢ miejscowa — dostawowe iniekcje preparatow leczniczych majg na celu
miejscowe wyciszenie stanu zapalnego 1/lub poprawe funkcjonalno$ci chorego stawu.
W medycynie weterynaryjnej z powodzeniem stosowane sg preparaty o dzialaniu
przeciwzapalnym (glikokortykosteroidy), kwas hialuronowy i wiskoprotezy.
Dostawowo mogg by¢ aplikowane tez wyspecjalizowane preparaty biologiczne
wykorzystywane w medycynie regeneracyjnej jak osocze bogatoptytkowe (ang. platelet
rich plasma — PRP), biatko antagonistyczne receptora interleukiny-1 (ang. inretleukin-

1 receptor antagonist protein — IRAP) czy MSCs.

Wymienione powyzej metody leczenia zachowawczego maja na celu zniesienie

dyskomfortu zwigzanego z odczuwaniem w trakcie ruchu bolu i poprawienie funkcjonalnosci

pracy chorego stawu. Metody te nie prowadza do wyleczenia urazéw chrzastki stawowe;,

w zwigzku z czym w terapii DJD jednoczes$nie stosowane sg bardziej inwazyjne techniki

leczenia chirurgicznego [59,60]. Dobor postgpowania operacyjnego jest uzalezniony od

rozlegtosci ubytku chrzestno-kostnego, stopnia zaawansowania DJD w obrebie danego stawu,

wieku pacjenta i jego aktywnosci fizycznej. Wsrod technik operacyjnych wyroznia si¢ metody:
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powierzchowne — w wyniku gl¢bszego uszkodzenia chrzastki stawowej penetrujgcego
do warstwy podchrzestnej dochodzi do krwawienia i formowania si¢ skrzepu fibryny,
ktory uzupetnia ubytek w kosci. W efekcie, dochodzi do samoistnej migracji MSCs do
miejsca ubytku, ich proliferacji i rdéznicowania si¢ w komorki o charakterze
chondrogennym, ktére biorg aktywny udziat w procesie reparacji. W przypadku braku
komplikacji dochodzi do wygojenia si¢ ubytku w formie blizny, z wypetnieniem go
strukturg o charakterze tkanki chrzestno-wtoknistej, ktora cechuje si¢ znacznie
gorszymi  wlasciwosciami  biomechanicznymi, niz pierwotnie pokrywajaca
powierzchni¢ stawowg tkanka chrzgstna szklista [9]. Wspodtczesnie w medycynie
cztowieka 1 weterynaryjnej chirurdzy si¢gaja najczesciej po matoinwazyjne metody
artroskopowe. Wykonywany tzw. ,,shaving” wraz z abrazja powierzchni stawowej
polega na wygladzeniu ubytku powierzchni chrzgstno-kostnej do ,,pierwszej krwi”
I usunigciu z jamy stawowej wolnych fragmentow oddzielonej chrzastki, przy
wykorzystaniu specjalistycznego wiertla pod kontrolg optyki. Technika ta umozliwia
doktadne zobrazowanie rozleglosci ubytku chrzestno-kostnego zlokalizowanego na
powierzchni stawowej. W celu pobudzenia formowania si¢ skrzepu i migracji MSCs do
powstatego ubytku dodatkowo stosuje si¢ technike mikroztaman [29,59]. Technika ta
polega na nawierceniu specjalnym wierttem lub szydtem kostnym warstwy kosci
podchrzestnej, w efekcie powodujac mikrokrwawienie i utworzenie skrzepu bogatego
w czynniku wzrostu pochodzace ze szpiku kostnego;

reparacyjne — ograniczenia spowodowane wielkoscig i charakterem uszkodzenia
powierzchni chrzgstnej leczonych poprzez tzw. ,,shaving” wymusily wypracowanie
innych technik operacyjnych, stosowanie ktorych doprowadza si¢ do wypelnienia
ubytku tkankg chrzgstng szklista. Sg to autogenne przeszczepy chrzestno-kostne (ang.
osteochondral autograft transplantation surgery — OATS) i mozaikoplastyka
z wykorzystaniem tzw. ,autograftow”. W przypadku obu technik $§rdédoperacyjnie
pobierane sg przeszczepy chrzestno-kostne ze zdrowej, nieobcigzanej powierzchni
stawowej (najczesciej w formie cylindra), a nastepnie sg implantowane we wczesniej
przygotowanym miejscu powstatym po ubytku w chorej czegsci stawu. Technika OATS
jest zarezerwowana dla pacjentow, u ktorych miejscowo zlokalizowany ubytek nie
przekracza 2,5 — 3,5 cm S$rednicy [50]. Wsrdod ograniczen przeszczepOw
z wykorzystaniem ,autograftow” mozna wymieni¢ problem z umocowaniem
wszczepdw w przygotowanym tozu chrzestno-kostnym 1 obnizajacy si¢ potencjat
regeneracyjny zwigzany z wiekiem pacjenta. Najlepsze efekty gojenia si¢ ubytkow byty

24



obserwowane u pacjentow mtodych [29,50]. Techniki te byly wykorzystane z sukcesem
przy leczeniu ubytkdéw cyst podchrzestnych u koni [61,62] i OCD u psow [63,64];
regeneracyjne — do tej grupy zabiegébw operacyjnych zalicza si¢ mikroztamania
I przeszczepy ptatow okostnej z MSCs (ang. autologous chondrocyte implantation —
ACI). W przypadku mikroztaman, $rodoperacyjnie u pacjenta po wykonaniu tzw.
,,shavingu” i abrazji ubytku tkanki chrzestnej, szydlem kostnym lub wierttem nawierca
si¢ warstwe kosci podchrzestnej w celu spowodowania krwawienia i naptywu komoérek
zapalnych, autogennych MSCs i czynnikow wzrostu, ktore biorg czynny udziat
w formowaniu si¢ skrzepu fibryny i indukcji procesu gojenia ubytku [29,50].
Mikroztamania stanowig chetnie wykorzystywang opcje leczenia ogniskowo
zlokalizowanych, dobrze odgraniczonych, penetrujacych do warstwy podchrzestnej
ubytkéw chrzastki. Jest to niedroga i technicznie prosta procedura, ktorg wykonuje si¢
podczas artroskopii lub artrotomii stawu, bez konieczno$ci ponownego operowania
pacjenta w odstepie czasu [50]. Technika ACI polega na wczesniejszym pobraniu od
pacjenta (3 do 8 tygodni przed implantacja wtasciwg) z nieobcigzanych czgéci danego
stawu fragmentu zdrowej chrzastki. Nastepnie, po namnozeniu komérek w hodowli in
vitro i1 osiggnieciu ich wymaganej liczby w preparacie, przystgpuje si¢ do
srodoperacyjnego oczyszczenia ubytku, przykrycia go przeszczepem 0Kostnej
i implantacji autogennych chondrocytow do przygotowanego toza chrzestno-kostnego
[50,65]. Problemy dotyczace umocowania przeszczepu autogennych chondrocytow
zostaly rozwigzane wraz z wprowadzeniem w 2013 roku na rynek biomedyczny
implantu o nazwie MACI (Vericel, Stany Zjednoczone, ang. matrix-induced autologous
chondrocyte implantation — MACI). Jest to implant utworzony z membran
kolagenowych typu I-111 z naniesionymi autogennymi chondrocytami pacjenta. Produkt
jest stosowany do naprawy uszkodzen chrzastki stawowej o pelnej grubosci
i powierzchni od 3 do 20 cm?. Implant mocowany jest za pomocg kleju tkankowego bez
potrzeby przeszczepu okostnej [50,65];

substytucyjne — do leczenia wigkszych ubytkow chrzgstno-kostnych stosuje si¢
syntetyczne blony kolagenowe lub rusztowania 3D — ,skafoldy” (ang. scaffold).
Skafoldy tkankowe, poprzez swoja unikalng strukture, nasladujg macierz
migdzykomorkowa umozliwiajagc 1 stymulujgc wrastanie komorek gospodarza,
tworzenie nowej macierzy komorkowej i wigzanie nowych komorek i macierzy z tkankg
gospodarza [66]. Rusztowania te, w celu pobudzenia procesu regeneracji, sa dodatkowo

zasiedlane rownoczesnie przygotowanymi W warunkach in vitro preparatami inzynierii
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tkankowej zawierajagcymi MSCs, ich biopochodnymi, czy czynnikami wzrostu, jak
IGF-1, TGFB-1, BMP-2 lub VEGF [67]. Skafold, dzigki swojej budowie dostarcza
i sukcesywnie uwalnia w miejscu ubytku wyzej wymienione produkty bioaktywne.
Rusztowania te po wszczepieniu do tkanek biorcy nie powinny stymulowa¢ odpowiedzi
immunologicznej, a w wyniku powolnej degradacji rozktadaja si¢ do substancji
prostych, ktore zostang wykorzystane przez organizm. Osiggnigcie przedtuzonego
efektu uwalniania produktéow komodrkowych zasiedlajacych skafold podczas jego
degradacji jest zwigzane z wysokimi kosztami i zaawansowang technologig produkcji
implantéw. Réznorodnos¢ stosowanych materiatow 1 ich kompatybilnos¢ z tkankami
organizmu przemawiajg za stosowaniem tego rodzaju produktow w leczeniu
obszernych ubytkéw chrzestno-kostnych. Naukowcy 1 klinicysci w trakcie
przeprowadzonych badan z powodzeniem wykorzystywali swoistego rodzaju
rusztowania chrzgstno-kostne utworzone z kolagenu, hydroksyapatytu, kwasu
hialuronowego, fibryny, chitozanu, wtdkna weglowego, polilaktydu, tetrafluoroetylenu
czy poliestru, ktore utatwialy i przyspieszaly regeneracje powierzchni stawowej
[66,67];

— alloplastyka — jest zaawansowang technikg operacyjng stosowang w przypadku
rozleglych ubytkéw i/lub degeneracji powierzchni stawowej spowodowanej przewlekta
DJD lub reumatoidalnym zapalaniem stawow (RZS). Endoprotezowanie stawow jest
obecnie uznawane za najskuteczniejszg metod¢ leczenia zaawansowanej DJD
w medycynie czlowieka [59]. Technika ta ma na celu zastgpienie zniszczonego
w wyniku choroby stawu, endoprotezg. Po okresie rekonwalescencji pacjent ma
mozliwo$¢ powrotu do pelnej sprawnosci. Obecnie, w medycynie weterynaryjnej
wuzytku komercyjnym, sa dostgpne implanty wraz ze specjalistycznym
instrumentarium do endoprotezowania stawow biodrowych psow 1 kotow, a takze

stawOw tokciowych i kolanowych u pséw [68].

3.4 Mezenchymalne komorki macierzyste
3.4.1 Charakterystyka mezenchymalnych komoérek macierzystych

Mezenchymalne komorki macierzyste (MSCs) ciesza si¢ obecnie bardzo duzym
zainteresowaniem w $wiecie medycyny regeneracyjnej, zarowno czlowieka jak

i weterynaryjnej. MSCs rezyduja niemal w kazdej tkance i narzadzie, w specyficznym
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mikrosrodowisku, ktore stanowi ich niszg¢. Biorg udziat w regeneracji narzadoéw zardéwno
w sytuacjach fizjologicznych jak i patologicznych, tym samym sg zaangazowane w utrzymaniu
homeostazy tkankowej, niezbednej do prawidlowego funkcjonowania narzadu [69].
W najprostszy sposob mozna je scharakteryzowac jako komorki, ktére majg zdolnos¢ do
samoodnowy i réznicowania w inne typy komorek [13]. Do ich cech mozna tez zaliczy¢
zdolnos$¢ regeneracji narzadéw i tkanek poprzez bezposrednie roznicowanie i zastgpowanie
komorek somatycznych, ktore z czasem ulegaja degradacji lub sg uszkodzone, jak i wydzielanie
czynnikéw bioaktywnych, ktore modulujg mikro§rodowisko uszkodzonej tkanki. Dzigki temu

biorg czynny udzial w utrzymaniu homeostazy komoérek somatycznych obecnych w organizmie

[56].

Odkrycie i opracowanie protokotéw bezpiecznego pozyskiwania MSCs umozliwito
rozpoczgcie badan nad hodowla komorkowa w warunkach in vitro, a pdzniej wykorzystanie
uzyskanych populacji komorek u zywych organizméw W celu proby zastgpienia chorych
I zuzytych komorek i/lub tkanek, a nawet narzgdow. Duza ilo$¢ prac badawczych nad MSCs
w roznych dziedzinach nauki umozliwia obecnie ich wykorzystanie w medycynie cztowieka

[70] i weterynaryijnej [71].

Do charakterystycznych cech MSCs czesto wymienianych w opracowaniach naukowych

zalicza si¢:

utrzymywanie puli MSC w stanie niezréznicowanym i zdolno$¢ samoodnowy;
— asymetryczny podziat komorkowy;
— zdolno$¢ do roznicowania si¢ w komorki réznych tkanek;

— ekspresj¢ biatek 1 czynnikow bioaktywnych sprzyjajacych regeneracji.

Mozliwo$¢ wykorzystania MSCs budzi duze nadzieje w leczeniu m.in. chor6b
przewleklych i zwyrodnieniowych czy uszkodzen narzadéow wewngtrznych i tkanek [72].
Obecnie, MSCs pochodzace ze szpiku kostnego lub tkanki tluszczowej sa najczeSciej
stosowane klinicznie w medycynie weterynaryjnej. Ich terapeutyczne zastosowania u zwierzat
obejmuja leczenie chorob uktadu migsniowo-szkieletowego ($Sciegien, wigzadel i stawdw).
Dodatkowo, MSCs sg stosowane w nawracajgcej ciezkiej astmie u koni (ang. severe equine
asthma — sEA) [73], natomiast u kotéw probuje si¢ je stosowaé w chorobach uktadu
pokarmowego — nieswoiste zapalenie jelit — (ang. inflammatory bowel disease — IBD) i
przewlektej chorobie nerek [74,75]. Eksperymentalnie na myszach, szczurach i psach oceniano

mozliwo$ci zastosowania MSCs w leczeniu ostrej niewydolnosci watroby [76,77]. Ponadto,
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auto- i allogeniczne komorki macierzyste znalazly zastosowanie w eksperymentalnym leczeniu
u zwierzat urazéw rdzenia krggowego [78,79], indukowanego nietrzymania moczu [80],
owrzodzen blony §luzowej [81], dystrofii migsniowych [82], ubytkow kosci [83], chrzastki
stawowej [84] i cukrzycy [85].

Choroby uktadu mig$niowo-szkieletowego stanowig obecnie najwickszy odsetek
przypadkéw klinicznych w medycynie weterynaryjnej, w ktorych wykorzystano MSCs.
Choroby te moga dotyczy¢ nie tylko aparatu stawowego, ale takze otaczajace je tkanki, jak
miesnie, Wiczadla, $ciegna i kosSci. W zaleznosci od charakteru choroby, obserwuje si¢ szereg
objawow, takich jak stan zapalny i bol w danym obszarze ciata, kulawizny r6znego stopnia czy
nieche¢ zwierzegcia do podejmowania aktywnosci fizycznej. Do najczgstszych chorob uktadu
mig$niowo-szkieletowego nalezg choroba zwyrodnieniowa stawow, urazy $ciggien i wigzadet
(gtéwnie u koni, ang. tendon and ligament injury — TLI) oraz choroba krazka migdzykregowego
(ang. intervertebral disc disease — IVDD). Dotychczas leczenie tych schorzen obejmowato
techniki operacyjne, ogdlnoustrojowe i miejscowe stosowanie preparatow przeciwzapalnych,
kwasu hialuronowego, specjalistycznych produktow biologicznych (IRAP, PRP), ograniczenie
ruchu czy fizjoterapi¢ [86-89]. Medycyna regeneracyjna od Kkilku lat oferuje terapie
eksperymentalne z uzyciem MSCs, alternatywne do tradycyjnych metod leczenia.

Mezenchymalne komorki macierzyste rezyduja w wielu tkankach i s3 odpowiedzialne
za ich regeneracj¢ 1 utrzymanie prawidlowej funkcji narzadu, przy czym ich pula r6zni si¢ na
réznym etapie zycia danego organizmu. Komorki te rdéznig si¢ migdzy sobg morfologia,
immunofenotypem, potencjatem proliferacyjnym, zdolnoscig do réznicowania si¢ w inne typy
komorek oraz zdolnoscig do generowania odpowiedzi immunologicznej w odniesieniu do

tkanek biorcy [90,91].

W dzisiejszych czasach medycyna regeneracyjna wykorzystuje gtéwnie dwa rodzaje
MSCs — komorki pochodzenia allogenicznego i autogenicznego. Wsrdd naukowcdw na catym
swiecie toczy si¢ debata na temat tego, czy istnieje roznica w bezpieczenstwie 1 skutecznosci
stosowania tych komorek w leczeniu zywych organizmow. Na podstawie relacji dawca-biorca,
MSCs mozna sklasyfikowa¢ jako komorki pochodzenia allogenicznego, autologicznego lub
ksenogenicznego. Komorki allogeniczne sg pobierane od dawcy i wykorzystywane u innego
biorcy tego samego gatunku. Komorki te moga by¢ z powodzeniem hodowane in vitro, co
znacznie skraca czas oczekiwania na wdrozenie terapii w poréwnaniu z terapig komorkami
autologicznymi. Autologiczne przeszczepienie komorek jest wykonywane u tego samego
osobnika i zwykle wymaga odroczenia zabiegu przeszczepu, co jest SciSle zwigzane
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z koniecznoscig izolacji i hodowli komorek pobranych od pacjenta. Inng opcjg w warunkach ex
tempore jest pobranie komoérek jednojadrzastych, charakteryzujacych si¢ mniejsza liczba
wiasciwych komodrek macierzystych. Preparat komérkowy uzyskany w ten sposdb, nie wymaga
dodatkowej hodowli i izolacji w warunkach laboratoryjnych. Z drugiej strony, najrzadziej
stosowanym zrodlem MSCs sg komorki typu ksenogenicznego, w ktorych dawca nalezy do
gatunku innego niz biorca, czego przyktadem sg porozogenne komorki macierzyste pobrane od
jelenia szlachetnego - MIC-1. Komorki te zostaly eksperymentalnie wprowadzone do

uszkodzonych tkanek krolikow i podane w warunkach klinicznych koniom [92-94].

W erze rozkwitu medycyny regeneracyjnej naukowcy i klinicysci probuja zbadaé, ktore
komorki sg lepsze — allogeniczne czy autologiczne. Przed podjeciem decyzji o rodzaju terapii,
z ktorej chce si¢ skorzystac, nalezy rozwazy¢ zalety i wady kazdego typu MSCs. Logika
podpowiada, Ze najbezpieczniejszym zrodtem MSCs dla danego organizmu sg komorki
pobrane i wyizolowane bezposrednio od niego. Uwaza si¢, ze wykorzystanie do leczenia
komoérek autologicznych od pacjenta jest bezpieczniejsze, ale z drugiej strony wigze si¢
z procedurg uzyskania (czesto jest to zabieg chirurgiczny) i przygotowania terapeutycznej
dawki MSCs (izolacja i hodowla komorek). Wyzej wymienione problemy i koszt calej
procedury powoduja, ze podejscie to jest stosowane w ograniczonym zakresie. Liczba i jakos¢
komorek autologicznych u konkretnego pacjenta zmienia si¢ i jest rOwniez Scisle zwigzana

Z jego wiekiem, ptcig czy rodzajem choroby towarzyszacej [78,95].

Komoérki o charakterze allogenicznym po pobraniu od dawcy mozna hodowaé
I przechowywaé w banku komorek przez nieokre§lony czas. W ten sposob mozna okresli¢
konkretng parti¢ komodrek ze stalg liczba MSCs, poziomem bezpieczenstwa 1 potencjatem
zroznicowania. Takie podejscie mogltoby zmniejszy¢ typowa zmienno$é, jak w przypadku
komorek autologicznych, pozwalajac na jednorodno$¢ terapii i oczekiwanych rezultatow,
atakze oszczgdzi¢ czas potrzebny na pobranie materiatu i hodowlg komorkowa [95,96].
W przypadku wykorzystania komoérek allogenicznych nalezy réwniez wzia¢ pod uwage
regulacje prawne obowigzujace w kraju, w ktorym ma by¢ stosowany preparat leczniczy.
W swojej pracy Bertoni i wsp. [97] ocenili wptyw auto- i allogenicznych MSCs na zdrowe
stawy pecinowe U koni. Autorzy ci wykazali, ze allogeniczne MSCs pochodzace ze szpiku
wywotywaly znacznie wigcej wysigku maziowego w poréwnaniu z allogenicznymi MSCs
pochodzacymi z krwi pepowinowej, chociaz nie zaobserwowano istotnej rdznicy
W parametrach ptynu maziowego. Interesujgce jest jednak to, ze wstrzyknigcia preparatow

zawierajacych MSCs wywotywaly tagodne do umiarkowanych miejscowe objawy zapalne
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W porownaniu z placebo (buforowana fosforanami sdl fizjologiczna, ang. phospate-buffered
saline — PBS), przy czym wigksza liczba komoérek wykazywata stabsza reakcje zapalna
w badaniach klinicznych i ultrasonograficznych [97].

Obecnie, na rynku komercyjnym dostepne sa trzy produkty przeznaczone do terapii
komorkowej u koni (Arti-Cell Forte i RenuTend, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Niemcy; HorStem, EquiCord S.L., Hiszpania) i jeden u psow (DogStem, EquiCord S.L.,
Hiszpania), dopuszczone do obrotu m.in. przez Europejska Agencje Lekow. Analizujac
dostepne informacje, coraz wigcej badaczy sugeruje, ze wykorzystanie allogennych lub
autogennych MSCs w medycynie regeneracyjnej mozna zastgpi¢c komorkami pochodzenia
ksenogenicznego. Niektore badania wykazuja, ze immunogenno$¢ ksenogenicznych MSCs jest

podobna do tych w konfiguracji auto- i allogenicznej [92,98].
3.4.2 Pozyskiwanie mezenchymalnych komoérek macierzystych

Dotychczas wykonane badania dowodzg, ze MSCs mozna z powodzeniem wyizolowac
z niemal kazdej tkanki zywego organizmu [99,100]. Jednakze, ze wzgledu na potencjat
proliferacyjny i réznicujacy tych komorek, najlepsze wyniki uzyskuje si¢ pobierajac materiat
z tkanek dorostych, takich jak szpik kostny (ang. bone marrow-derived mesenchymal stem cells
— BM-MSCs), tkanki ttuszczowej (ang. adipose tissue-derived mesenchymal stem cells — AD-
MSCs), krwi obwodowej (ang. peripheral blood-derived mesenchymal stem cells — PB-MSCs),
lub tkanek okotoporodowych takich jak tozysko (ang. placenta-derived mesenchymal stem cells
— P-MSCs) lub krwi pepowinowej (ang. umbilical cord-derived mesenchymal stem cells — UC-
MSCs) [99,100].

Jak podaje pi$miennictwo, rodzaj komorek, w zaleznosci od miejsca ich pochodzenia,
ma istotny wptyw na potencjat ich réznicowania in vivo [14,101], a takze na ich biologicznie
istotne cechy. Kolejnym waznym aspektem przy wyborze zroédta MSCs powinno by¢ ich

zastosowanie w danej terapii.

BM-MSCs izoluje si¢ bezposrednio z aspiratu szpiku kostnego. Tkanka ta, podobnie jak
w medycynie cztowieka, jest jednym z najlepiej zbadanych zrdédet pochodzenia MSCs
w medycynie weterynaryjnej [102]. Niestety, pobranie materiatu W tym przypadku wiaze sig¢
z inwazyjnym zabiegiem operacyjnym wykonywanym w sedacji i znieczuleniu miejscowym
lub znieczuleniu ogdlnym, =z takim samym ryzykiem powiklan pooperacyjnych

obserwowanych u ludzi, tj. zakazenie i/lub krwawienie [103,104]. Istnieja doniesienia
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0 przypadkach $miertelnego naktucia klatki piersiowej i serca [105] oraz jatrogennej odmy
optucnowej u koni [106]. Niemniej jednak, u tych zwierzat, procedura pobrania BM-MSCs
moze by¢ przeprowadzona na zwierzeciu stojacym bez wigkszego ryzyka wspomnianych
powiktan. Obecnie uwaza sie, ze najbardziej odpowiednim miejscem do pobrania aspiratu jest
biopsja za pomocg igly Jamshidi z czwartego lub pigtego cztonu mostka u koni [107,108]
I aspiracja z blizszej czesci kosci ramiennej, kosci udowej czy kosci biodrowej u psow i kotow

[109].

Wiadomo, ze BM-MSCs stanowig tylko niewielkg liczbe wszystkich jednojadrzastych
komorek zr¢bu szpiku kostnego, a ich liczba maleje wraz z wiekiem [110]. W celu zwigkszenia
liczby MSCs stosuje si¢ hodowle i ich pasazowanie in vitro z aspiratu pobranego wczesniej od
dawcy. Hodowla sktada si¢ z kilku etapow (zatozenie hodowli, namnazanie komorek, wymiana
podtoza i zakonczenie hodowli z okresleniem fenotypu komorek) i jest $cisle zalezna od liczby

MSCs w dawce terapeutycznej preparatu, ktory chcemy uzyskac.

W ostatnich latach, coraz bardziej popularnym i tatwiej dostepnym zroédtem materiatu
do pozyskiwania i izolacji MSCs jest tkanka ttuszczowa [101]. Latwos$¢ pozyskania materiatu
sprowadza si¢ do planowanej lipektomii lub lipoaspiracji wykonywanej podczas zabiegu
profilaktycznego u psow i kotow jakim jest owariohisterektomia. Sugerowanym zrodtem AD-
MSCs jest tluszcz podskorny lub trzewny [111]. Niewielkg liczb¢ komorek jadrzastych
zawierajacych $ladowe ilosci AD-MSCs mozna uzyska¢ z aspiratu bezposrednio po jego
pobraniu. Podobnie jak w przypadku BM-MSCs, aby uzyskaé terapeutyczng dawke komorek
thuszczowych, konieczna jest ich hodowla in vitro, poprzedzona specyficznymi procedurami
laboratoryjnymi, takimi jak trawienie enzymatyczne, a nastgpnie seria plukan i wirowan.
Wykazano, ze AD-MSCs maja wysoka zdolno$¢ proliferacji 1 wielokierunkowego
réznicowania, co sprawia, ze komorki te sg czgsto chetnie wykorzystywanym w medycynie
regeneracyjnej zrodtem. Komorki te byly i sa wielokrotnie stosowane w leczeniu schorzen
narzadu ruchu, a ich biodostgpnos$¢ i metody pozyskiwania w poréwnaniu z BM-MSCs

zawartymi w szpiku kostnym przemawiaja za lepszym zrodtem ich wykorzystania [112-114].

PB-MSCs mozna réwniez uzna¢ za alternatywne Zzrdédlo MSCs. W porownaniu
Z metodami opisanymi powyzej pobranie probki krwi jest najmniej kontrowersyjng metoda,
niesie ze soba najmniejsze ryzyko powiktan i nie wymaga farmakologicznego uspokojenia
zwierzecia do przeprowadzenia tej procedury. Jednak, obecne badania wymagajg dalszej
kontynuacji ze wzgledu na niska biodostepnos¢ PB-MSCs we krwi obwodowej ludzi, pséw
i koni. Komorki te zostaly rowniez pomyslnie wyizolowane od krolikow, myszy i kawii
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domowych [115,116]. Dhar i wsp. podaje, ze tylko 3 na 10 badanych koni ma wystarczajaca
liczbg¢ PB-MSCs we krwi do dalszej hodowli komérkowej. Zwierzeta te przed probg aspiracji
poddano rowniez terapii w komorze hiperbarycznej, gdzie w efekcie doszto do zwigkszenia
liczby PB-MSCs we krwi obwodowej [117,118].

Innym obiecujacym i coraz cze$ciej wykorzystywanym zrodtem komorek
macierzystych w medycynie cztowicka i weterynaryjnej sg tkanki poptodu (ptyn owodniowy,
btony ptodowe, tozysko, galareta Whartona i krew pepowinowa) [119-122]. Wiadomo, ze
wydajnos¢ komoérek MSCs spada wraz z wiekiem dawcy. Wykazano, ze komodrki uzyskane
z tkanek poptodowych moga roznicowac si¢ nie tylko w komorki typu mezenchymalnego, ale
takze w komorki pozostatych trzech listkow zarodkowych, co moze stanowic o ich pluripotencji
[123]. Inne, czesto wymieniane cechy komorek pochodzenia embrionalnego, to brak
odrzucenia przez obcego biorce (ksenogennos$¢), zdolnos¢ do migracji poza miejsce aplikacji
oraz dluzszy czas przezycia komorek pochodzacych od dorostych dawcow [124].
W poréwnaniu z pozyskiwaniem BM-MSCs lub AD-MSCs, procedura pobrania materiatu jest
klasyfikowana jako technika matoinwazyjna i odbywa si¢ w okresie okotoporodowym. Wada
pozyskiwania materiatu w trakcie porodu moze by¢ niska aseptyka samej procedury [125],
a takze konieczna obecnos¢ personelu medycznego — lekarza weterynarii lub przeszkolonego

w zakresie poloznictwa technika.

3.5 Mikropecherzyki blonowe
3.5.1 Charakterystyka mikropecherzykow blonowych

Niedostateczna ilo$¢ satysfakcjonujagcych wynikow  wieloletnich badan nad
wlasciwoséciami regeneracyjnymi i immunomodulujagcymi MSCs zache¢ca naukowcoOw
i klinicystow do dalszych do$wiadczen i poszukiwan alternatywnych, mniej inwazyjnych
metod leczenia pacjentow. Do tej pory, MSCs byly wykorzystywane w terapii klinicznej chorob
uktadu mig$niowo-szkieletowego (w tym reparacji ubytkow chrzastki stawowej),
autoimmunologicznych, uktadu sercowo-naczyniowego, neurodegeneracyjnych,
transplantologii, a takze w leczeniu wspierajacym terapi¢ w zakazeniu koronawirusem SARS-
CoV-2 [126].

Liczne badania wykazaly, ze za efekt terapeutyczny MSCs sa odpowiedzialne
wydzielane przez nie cytokiny i czynniki wzrostu. Ponadto, wsrod aktywnych biopochodnych

wydzielanych przez MSCs, ktore oddzialuja na komorki i tkanki znajdujace si¢ w otoczeniu,
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wyroznia si¢ pecherzyki zewngtrzkomoérkowe (ang. extracellular vesicles — EVS), egzosomy
(ang. exosomes — Exo) i MVs [126]. Pecherzyki te rdznicuje si¢ w zaleznosci od ich wielkosci,
pelnionej funkcji, drogi powstawania i uwalnianych zawarto$ci. Pomimo obiecujacego
potencjatu regeneracyjnego wykorzystanie wymienionych powyzej pecherzykéw w badaniach
klinicznych jest w dalszym ciggu mocno ograniczone ze wzgledu na brak standaryzacji
w metodach ich izolacji i analizy [127].

MVs to struktury, ktorych srednica wynosi od 0,1 um do 1 um [127]. Uwalniane sa
z powierzchni komorek i posiadajg zdolno$¢ do przenoszenia biologicznie aktywnej zawarto$ci
komorek rodzicielskich, w tym biatek wptywajacych na regeneracje tkanek, jak tez czynnikow
zdolnych do wyciszenia stanu zapalnego. Stan zapalny jest kardynalnym objawem uszkodzenia
chrzastki stawowej, a przeciwzapalne wlasciwosci MVs pozyskanych z MSCs, pochodzacych
z tkanki tluszczowej udokumentowano w badaniach in vitro [128,129]. MVs sa uwalniane
w czasie hodowli i ekspansji MSCs i stanowig naturalng zawarto$¢ pozywki hodowlanej,
z ktorej moga zosta¢ wyizolowane i wykorzystane w procesach regeneracji tkanek.

Ich sktad odzwierciedla w duzej mierze pochodzenie komodrkowe i okresla zakres
aktywnosci  biologicznej przenoszonej przez MVs. Zdolnos¢ do wigzania si¢
mikropecherzykow z komérkami docelowymi umozliwia szeroki zakres dziatania. Ten rodzaj
komunikacji miedzykomodrkowej odgrywa zasadnicza role w modulacji mikrosrodowiska,
interakcji immunologicznych, procesow przeciwzapalnych 1 angiogenezy, gdyz
W pecherzykach transportowany jest caly pakiet informacji, ktory oprocz biatek
regulatorowych 1 receptorow zawiera roéwniez RNA, miRNA 1 lipidy niezbedne
w prawidtowym procesie regeneracji tkanek.

W badaniach in vitro, wykonanych przez zespot Klimczak i wsp. [130], dotyczacych
izolacji 1 charakterystyki mikropecherzykow pochodzacych z MSCs izolowanych z tkanki
tluszczowej wykazano, ze mikropecherzyki transportuja biatka i miRNA, ktére wspieraja
I utatwiajg proces angiogenezy, niezbednej w procesie gojenia przewleklych ran, co przektada

si¢ na proces regeneracji tkanek.

3.5.2 Pozyskiwanie mikropecherzykow blonowych

MVs sa wydzielane przez wszystkie typy komoérek organizmoéw zywych na drodze
bezposredniego oddzielania si¢ lub paczkowania na zewnatrz z powierzchni btlony
komorkowej. Ich obecno$¢ byta identyfikowana w osoczu, moczu, nasieniu, §linie, wydzielinie
oskrzeli, ptynie moézgowo-rdzeniowym, mleku, surowicy, plynie owodniowym, mazi
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stawowej, tzach, limfie, zotci czy soku zotgdkowym [127]. Obecno$¢ MVs w ptynach
ustrojowych moze sugerowac¢ odgrywanie przez nie istotnej roli w homeostazie i procesach
regeneracyjnych organizmu, a tym samym czyni je waznym przedmiotem badan w ciagle
ulepszanych strategiach diagnostycznych i terapeutycznych [131]. Pomimo intensywnej pracy
naukowcow, droga powstawania MVs nie jest do konca wyjasniona, a wykorzystanie ich
potencjatu regeneracyjnego w badaniach klinicznych jest ograniczona ze wzgledu na brak

standaryzacji protokotow ich izolacji i hodowli na skalg przemystowa.

Powstawanie MVs odbywa si¢ poprzez transport w kierunku powierzchni komorki
bialek regulatorowych, informacji molekularnej zawartej w kwasach nukleinowych
I redystrybucje lipidow btonowych. W efekcie, dochodzi do zmiany krzywizny i sztywnosci
btony komoérkowej, a nastepnie do zaci$nigcia pgcherzyka wraz z jego zawartoScig na
powierzchni komorki i jego uwolnienie do przestrzeni migdzykomorkowej [131]. Proces ten
stanowi unikalny i w petni regulowany mechanizm powstawania MVs, w poréwnaniu do

syntezy egzosoméw czy cialek apoptycznych.

Izolacja MVs stanowi pewnego rodzaju wyzwanie i konieczne jest osiggnigcie
optymalnej czysto$ci probki przed jej zastosowaniem terapeutycznym. Obecnie, za zloty
standard w pozyskiwaniu MVs =z plynéw ustrojowych, uznawane jest wirowanie
roznicowe/ultrawirowanie, poczatkowo w niskiej, a nastepnie wzrastajacej predkosci. Zabieg
ten pozwala na usunigcie zanieczyszczen komorkowych i powstanie osadu zawierajacego MVs.
Niestety, technika ta posiada ograniczenia, ktore rzutujg na wydajnos$¢ odzyskiwania MVs czy
zawarto$¢ zanieczyszczen w probee, co w efekcie powoduje duzg zmienno$¢ obserwowang

w wynikach dost¢pnych badan [127,132].
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4. Zalozenia i cel pracy
4.1 Zalozenia

Ze wzgledu na niewielkie zdolno$ci regeneracyjne, leczenie tkanki chrzgstnej stawowej
jest nadal duzym wyzwaniem dla wspoétczesnej medycyny cztowieka i zwierzat. Dotychczas
stosowane klasyczne metody leczenia DJD sg coraz czesciej zastepowane technikami mniej
inwazyjnymi, z wykorzystaniem produktow inzynierii tkankowej, w tym MSCs i ich
biopochodnych. Leczenie ubytkéw tkanki chrzestnej stawowej 1 Spowolnienie procesu
powstawania zmian zwyrodnieniowych ma na celu wyeliminowanie uczucia bolu i poprawe
lub powrdt do petnej funkcjonalnosci chorego stawu. Niepodjecie leczenia prowadzi
nieuchronnie do pogorszenia komfortu zycia pacjenta, a takze jego trwalego kalectwa. Jak
dotad nie wynaleziono skutecznej metody leczenia i/lub zapobiegania DJD. Mata inwazyjno$¢
i pozytywne efekty terapii eksperymentalnej i klinicznej MSCs zachecajg do dalszych badan.
Od pewnego czasu naukowcy skupiaja swoje wysitki wokoét terapii OA z wykorzystaniem
egzosomow i/lub mikropecherzykoéw, bedacych biopochodng MSCs. W stosunku do komorek
progenitorowych mikropecherzyki cechujg si¢ lepsza stabilnoscig, silniejszym efektem
dziatania i mniejszym efektem immunogennym. Wszystkie te cechy sprawiaja, ze MVs zyskuja
coraz wigksze zainteresowanie zarowno wsréd naukowcow, a takze w nieodlegtej przysztosci
pewnie tez klinicystow.

W dostepnej literaturze z zakresu medycyny regeneracyjnej brak jest danych
dotyczacych wykorzystania produktéw inzynierii tkankowej w postaci rusztowan zasiedlonych
mikropecherzykami, do leczenia ubytkow chrzastki stawowej na duzym modelu zwierzgcym.
Do tej pory terapia OA z wykorzystaniem mikropecherzykow byta stosowana tylko w postaci
iniekcji dostawowych u myszy, szczuréw i krolikow [133]. Dysponujac wiedzg dotyczaca
wlasciwosci regeneracyjnych MSCs w leczeniu OA, zalozono, ze zaimplantowanie
W doswiadczalnie wykonanym ubytku tkanki chrzgstnej skafoldu kolagenowego nasaczonego
mikropecherzykami spowoduje jego szybszg i bardziej efektywng regeneracje.

W doswiadczeniu wlasnym, ze wzgledu na charakter uszkodzenia chrzastki stawowe;j
I jego pdzniejsze wypehnienie, zdecydowano o przeprowadzeniu artrotomii stawu kolanowego
I wypelnieniu ubytkow chrzastki stawowej w bloczku kosci udowej przy pomocy
kolagenowych rusztowan nasgczonych produktami bioaktywnymi (MSCs lub MVs).
W dalszych etapach do$wiadczenia zaplanowano przeprowadzenie badania histologicznego
miejsca reparacji ubytku chrzastki stawowej oraz wykonanie badania tomograficznego, a takze
morfologicznego i biochemicznego krwi obwodowe;j.
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4.2 Cel pracy

Celem pracy byta ocena miejscowej i ogélnej reakcji organizmu owcy na leczenie

doswiadczalnie wytworzonego ubytku chrzastki stawowej szklistej stawu kolanowego

skafoldem kolagenowym nasgczonym:

autologicznymi  mezenchymalnymi  komoérkami  macierzystymi  pochodzenia
szpikowego (BM-MSCs);
autologicznymi mikropgcherzykami (MVS) pochodzacymi z BM-MSCs.

Cel pracy zrealizowano poprzez wykonanie ubytkow chrzestno-kostnych w bloczku

kosci udowej i implantacj¢ skafoldow kolagenowych nasaczonych preparatami bioaktywnymi,

a nastepnie przeprowadzajac:

ocene struktur operowanego stawu kolanowego z wykorzystaniem badania tomografii
komputerowej;

ocen¢ makroskopowa badanych stawow kolanowych;

oceng mikroskopowa fragmentu bloczka kosci udowej, w ktorej zostal wykonany
ubytek chrzgstno-kostny;

oceng ogodlnej reakcji organizmu owcy na zastosowane leczenie poprzez monitorowanie

parametréw morfologicznych i biochemicznych krwi.

36



5. Material i metody

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody na przeprowadzenie do$wiadczen na
zwierzetach Lokalnej Komisji Etycznej we Wroctawiu (uchwata nr 35/2019/P1 z dnia
19.06.2019).

Doswiadczenie przeprowadzono na owcach, w dwoch etapach:

a) |etap — prefabrykacja BM-MSCs i MVs,

b) 1l etap — implantacja wiasciwa.

W I etapie od zwierzat, na 3 tygodnie przed planowanym II etapem do$§wiadczenia, zostat
pobrany szpik kostny celem izolacji i ekspansji BM-MSCs i MVs. 11 etap stanowily zabiegi
operacyjne wypelienia doswiadczalnie wytworzonego ubytku chrzastki stawowej,
zlokalizowanego w bloczku kosci udowej, za pomoca skafoldu kolagenowego nasaczonego
produktami bioaktywnymi. Bezposrednio po zabiegu operacyjnym, w 90 dniu i 180 dniu
obserwacji u zwierzat wykonano kontrolne badanie tomografem komputerowym. Po eutanazji
owiec w 180 dniu po zabiegu, z operowanych stawow kolanowych wyizolowano preparaty
tkankowe, ktore zostaty poddane ocenie histologicznej. Dodatkowo od zwierzat bezposrednio
przed zabiegiem operacyjnym, a takze w 3, 6 i 10 dniu od zakonczonej procedury zostata
pobrana krew obwodowa do badan morfologicznych i biochemicznych.

Izolacje MSCs ze szpiku kostnego owiec [134] i produkcj¢ mikropecherzykoéw [130]
przeprowadzono W Samodzielnym Laboratorium Biologii Komorek Macierzystych
i Nowotworowych (SLBKMIN) Instytutu Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu wg procedur opracowanych przez zespoét prof. A. Klimczak.
Pobranie szpiku kostnego, implantacja wszczepoéw do stawow kolanowych, pobranie krwi do
badan laboratoryjnych oraz badania sekcyjne stawow kolanowych przeprowadzono w Katedrze
1 Klinice Chirurgii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Badania histologiczne zostaly wykonane w Zaktadzie Histologii i Embriologii
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badania
morfologiczne i biochemiczne krwi wykonano w Weterynaryjnym Laboratorium
Diagnostycznym ,,UNI-LAB” Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej  Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroctawiu.
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5.1 Zwierz¢ta doSwiadczalne

Do badan wykorzystano 16 zwierzat, gatunku owca domowa (tac. Ovis aries), samic,
rasy Merynos polski, w wieku od 2 do 4 lat, 0 masie ciata od 43 do 66 kg (tabela 1).
Tabela 1. Grupy badanych zwierzagt. OW — owca.

Grupa | Grupa Il Grupa Il Grupa IV
Kontrola negatywna | Kontrola pozytywna MVs BM-MSCs
Numery badanych owiec
OW 1-48kg OW 3 - 66 kg OW 5 — 61 kg OW 11 — 56 kg
OW 2 — 56 kg OW 4 — 65 kg OW 6 — 54 kg OW 12 — 45 kg
OW 7 - 65 kg OW 13 — 48 kg
OW 8 - 52 kg OW 14 — 48 kg
OW9-575kg OW 15 - 50 kg
OW 10 — 43 kg OW 16 — 60 kg

Zwierzgta po sprowadzeniu do Katedry i Kliniki Chirurgii Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu odbyly 3-tygodniowsa
kwarantanng, w trakcie ktorej wykonane byto badanie koproskopowe — wynik negatywny.
Owce przez caly okres trwania do$wiadczenia przebywaly w boksach mieszczacych sig
W pomieszczeniach dla zwierzat gospodarskich o wymiarach 3,0 x 3,5 m, ze stalym dostepem
do wody i temperaturg powietrza okoto 18 — 20°C, wilgotno$cig powietrza okoto 60 — 80%,
naturalnym o$wietleniem, zapewnionym regularnym przeplywem i wymiang powietrza.
Zwierzgta zywione byly wysokiej jakosci sianem tgkowym 1 suplementowane lizawkami
solnymi (Multi-Lisal Se, Kopalnia Soli ,,KEODAWA” S.A., Polska).

W 1II etapie przeprowadzonego doswiadczenia (implantacja wtasciwa) wykorzystanych
zostato 16 owiec, podzielonych na 4 grupy badanych zwierzat. U zwierzat z grupy I (2 owce)
nie byta wykonana zadna procedura chirurgiczna. Ostatecznie owce byly poddane eutanazji
W celu pozyskania zdrowych tkanek stawu kolanowego i1 przeprowadzenia porownawcze]
oceny histologicznej w stosunku do zwierzat operowanych. Owce z grupy doswiadczalne;j Il,
II i IV zostaly poddane zabiegowi artrotomii prawego stawu kolanowego w trakcie, ktérego
w miejsce ubytku tkanki chrzestnej stawowej wprowadzono skafold kolagenowy (Spongostan
Standard, FERROSAN A/S, Dania):

— grupa Il - 2 owce, kontrola pozytywna dla etapu II, wykonany ubytek tkanki chrzestne;j

stawu kolanowego zostal wypetniony skafoldem kolagenowym i nasgczony 0,5 ml
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jatowego ptynu fizjologicznego (NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS,
Fresenius Kabi Polska Sp. z 0.0., Polska);

— grupa Il — 6 owiec, w wykonany ubytek tkanki chrzgstnej stawu kolanowego
zaimplantowany zostat skafold kolagenowy i nasaczony 0,5 ml 0,9% NaCl, w ktorym
zawieszono 2,87 x 10° autologicznych MVs/owce pochodzacych z BM-MSCs;

— grupa IV — 6 owiec, w wykonany ubytek tkanki chrzegstnej stawu kolanowego
zaimplantowany zostat skafold kolagenowy i nasaczony 0,5 ml 0,9% NaCl w ktorym

zawieszono 20 x 10° autologicznych BM-MSCs/owce.

Przed rozpoczeciem Il etapu doswiadczenia (implantacja wtasciwa) U kazdego zwierzecia
zostato wykonane badanie radiologiczne i tomograficzne prawego stawu kolanowego, a takze
pobrano krew obwodowg w celu wykonania badan morfologicznych i biochemicznych.
Nastepnie w celu oceny reakcji ogdlnoustrojowej na zastosowane preparaty zostata pobrana
krew w 3, 6 i 10 dniu od zakonczonej procedury chirurgicznej. Obserwacja zwierzat byta
prowadzona przez 180 dni. Kontrolne badania tomografii komputerowej wykonane zostalty
bezposrednio po zabiegu chirurgicznym, w 90 dniu obserwacji i po zakonczonym okresie
obserwacji (180 dniach od wykonania procedury chirurgicznej), w celu oceny postepow gojenia
eksperymentalnie wytworzonego ubytku w powierzchni chrzestnej. Nastepnie, po 180 dniach
od operacji owce zostaly poddane eutanazji, a pobrany material z operowanych stawow

kolanowych postuzyt do badan histologicznych.
5.2 Zabiegi chirurgiczne

5.2.1 Etap | - prefabrykacja BM-MSCs i MVs

W I etapie doswiadczenia od 12 owiec zostal pobrany szpik kostny z blizszej nasady

kosci ramiennej celem izolacji i ekspansji BM-MSCs i MVs.

5.2.1.1 Pobranie szpiku kostnego

Po przeprowadzeniu wstepnego badania klinicznego i zakwalifikowaniu zwierzat do
operacji, premedykacja u owiec zostata osiggni¢ta poprzez domig$niowa iniekcje lekow —
medetomidyna w dawce 0,01 mg/kg mc (Cepetor 1mg/ml, ScanVet, Polska), butorfanol
w dawce 0,1 mg/kg mc (Butomidor 10mg/ml, Orion Pharma, Polska) i ketamina w dawce 10
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mg/kg mc (Bioketan 100mg/ml, Vetoquinol Biowet, Polska). Po uspokojeniu zwierzat do zyty
odpromieniowej (tac. vena cephalica) zatozony zostat kateter dozylny (kaniula dozylna KD-
FIX 20G 1.1 — 32mm, KDM, Niemcy), ktory postuzyl do dozylnej podazy lekow
przeciwbolowych oraz indukcji znieczulenia ogolnego — propofol w dawce 2-3 mg/kg mc
(Propofol-Lipuro 10mg/ml, B.Braun, Niemcy). Po zaintubowaniu owiec, znieczulenie ogolne
w trakcie procedury pobrania szpiku kostnego podtrzymywane bylo wziewnie
z wykorzystaniem izofluranu (1,5-2,0 vol %, Iso-Vet 1000mg/g, Piramal Critical Care,
Holandia) za pomocg aparatu anestezjologicznego WATO Ex-55 Pro (Mindray, Niemcy).
Analgezja Srodoperacyjna w trakcie wykonywanej procedury byta zapewniona poprzez podaz
fentanylu w postaci bolusu w dawce 3mcg/kg mc lub zamiennie we wlewie cigglym w dawce
0,3mcg/kg/h mc (Fentanyl WZF, 50ug/ml, Polfa Warszawa, Polska). Po przeprowadzeniu
zabiegu zwierzeta otrzymaly leki przeciwbolowe: meloksikam w iniekcjach podskornych
w dawce 0,4 mg/kg mc (Metacam 5 mg/ml, Boehringer Ingelheim, Niemcy), ktory byt
powtarzany co 24 godziny przez 3 dni, metamizol w dawce 30 mg/kg mc (Pyralgivet 500
mg/ml, VetAgro, Polska) w iniekcjach dozylnych stosowany co 8 godzin, przez 2 dni oraz
antybiotyk (amoksycylina w dawce 15 mg/kg mc — Betamox LA, ScanVet, Polska)
w iniekcjach podskoérnych co 48 godziny, w 3 dawkach.

Szpik kostny zostal pobrany z blizszej nasady kosci ramiennej od 12 owiec poprzez
aspiracje krwi szpikowej do heparynizowanych strzykawek za pomoca igiet biopsyjnych do
szpiku kostnego (igta biopsyjna 15G x 45mm, MEDAX Medical Devices, Wtochy). W ciagu
1 godziny od pobrania zabezpieczony szpik kostny zostat przekazany do Laboratorium Biologii

Komorek Macierzystych 1 Nowotworowych IITD PAN we Wroctawiu.
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Ryc. 2. Pobranie szpiku kostnego z blizszej nasady kosci ramiennej. Igla biopsyjna
wprowadzona do blizszej nasady kosci ramiennej

SR Pl

Ryc. 3. Aspiracja szpiku kostnego z blizszej nasady kosci ramiennej u owcy
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5.2.1.2 lzolacja i hodowla BM-MSCs i MVs

Izolacja i hodowla BM-MSCs

MSCs wyizolowano ze szpiku kostnego owiec metodg wirowania (30 min., 1410 RPM
— obroty na minute, ang. revolutions per minute) w gradiencie gestosci z wykorzystaniem
Lymphoflotu i adhezji do naczynia plastikowego w hodowli w medium oMEM
suplementowanego 10% FBS, 2 mM L-glutaming, 1% koktajlem antybiotykow
penicylina/streptomycyna oraz czynnikami wzrostowymi 20 ng/ml FGF-2 i 10 ng/ml TGF-p1.
Hodowle komoérkowe od momentu izolacji do pierwszego pasazu prowadzono przez okres ok.
10-12 dni w temperaturze 37°C i 5% COz. W celu rozmnozenia MSCs komorki prowadzono
do 2-3 pasazy i zaktadano hodowle w 3-poziomowych naczyniach hodowlanych o powierzchni
500 cm? w medium aMEM suplementowanym jw.. Hodowla komérek do 3 pasazu trwata przez
kolejne 8 dni. Po tym czasie komorki MSCs byty zbierane z naczynia hodowlanego przy uzyciu
akutazy i odwirowane (5min., 1100 RPM), a nast¢pnie 20 mln komorek zostato zawieszonych
w 0,5 ml NaCl 0,9%/owce i przekazane kurierowi Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroclawiu.

Izolacja MVs produkowanych przez komorki BM-MSCs owcy

MVs pochodzace z koméorek BM-MSCs byty izolowane wg procedury opracowanej
uprzednio w SLBKMIN [130], z niewielkimi modyfikacjami. Supernatanty znad komorek BM-
MSCs zbierano po 48 godzinach hodowli w medium hodowlanym (MEMa, 2mM glutamina,
1% roztwor antybiotykdéw penicylina/streptomycyna, 20 ng/ml FGF2, 10 ng/ml TGFp1)
pozbawionym surowicy, a nastepnie poddawano serii wirowan: 1800 RPM, 10 minut w temp.
pokojowej; 4500 RPM, 10 minut oraz 12800 RPM, 40 minut w temperaturze 4°C. Osad
mikropecherzykow zbierano i plukano w PBS (wirowanie 12800 RPM, 40 minut
w temperaturze 4°C). Mikropgcherzyki z trzech izolacji pulowano w objetosci 200 ul PBS
i liczono metodg cytometrii przeptywowej z uzyciem kulek fluorescencyjnych (CountBright™
Absolute Counting Beads for flow cytometry, Molecular Probes, Stany Zjednoczone). Zebrane

mikropecherzyki zawieszano w 0,5 ml 0.9% NaCl w liczbie 2,87 x 10° MVs/owce.
5.2.2 Etap Il —wszczepienie implantéw

Zabiegi wszczepienia implantow do stawow kolanowych odbyly si¢ w planowym 3-

tygodniowym odstgpie od procedury pobrania szpiku kostnego. Zabiegi operacyjne byty
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przeprowadzone wedhug ogoélnie przyjetych zasad chirurgii ogdlnej. Znieczulenie ogdlne
I monitoring $rodoperacyjny byly kontynuowane wg procedury opisanej w Materiaty i metody
pkt. 5.2.1.1. (Pobranie szpiku kostnego).

Procedurze chirurgicznej zostato poddanych 14 klinicznie zdrowych owiec z I, 11§ IV
grupy doswiadczalnej. U kazdego zwierzecia wykonano artrotomig stawu kolanowego prawej
konczyny miednicznej. U owiec z grupy I nie byta wykonana zadna procedura chirurgiczna.

Dostep operacyjny do prawego stawu kolanowego przeprowadzono wedtug techniki
opisanej przez Allen’a i wsp. [135]. Cigcie skorne wykonano 3 cm bocznie od wigzadta
prostego rzepki, rozpoczynajac na wysokosci ktykeia bocznego kosci udowej 1 przedtuzajac je

do okolicy blizszej nasady kosci piszczelowej.

Ryc. 4. Przygotowanie pola operacyjnego do artrotomii bocznej prawego stawu kolanowego
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Ryc. 5. Rana skory w trakcie artrotomii bocznej prawego stawu kolanowego

Tkanke podskorng odpreparowano na tgpo W celu odstonigcia powigzi szerokiej uda

(tac. fasciae latae) i nacigcia na tej samej wysokosci do torebki stawowe;j.

Ryc. 6. Rana skory z odstonigta powierzchnia powigzi szerokiej uda w linii cigcia
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W dalszej kolejnosci torebka stawowa zostala nacigta bocznie do wigzadta prostego rzepki (tac.
ligamentum patellae), a nastepnie cigcie przedtuzono w kierunku blizszym do brzusca migs$nia
czworoglowego uda (tac. musculus quadriceps femoris) i dalszym do okolicy guzka
miedzyktykciowego bocznego kosci piszczelowej (tac. tuberculum intercondylare laterale).
W trakcie artrotomii oszczedzano wig¢zadto rzepkowo-udowe boczne (tac. ligamentum
patelofemoralis lateralis) i Sciggno migsnia dwugltowego uda (tac. ligamentum musculus biceps

femoris).

Ryc. 7. Przecigcie torebki stawowej na calej grubosci i poszerzenie dostgpu operacyjnego do
bloczka kosci udowej

Nastepnie, w pelnym wyproscie stawu kolanowego dokonano zwichnigcia
przysrodkowego rzepki, co umozliwito dostep do powierzchni chrzastki stawowej bloczka
kosci udowej (tac. trochlea ossis femoris). W celu ustabilizowania rzepki w pozycji zwichnigte;j

srédoperacyjnie zginano staw kolanowy, co pozwalato na dalszg cz¢$¢ doswiadczenia.
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Ryc. 8. Srédoperacyjny obraz powierzchni chrzastki stawowej bloczka kosci udowe;

W doswiadczeniu wykonano ubytek powierzchni chrzgstnej stawowej bloczka kosci
udowej o $rednicy 6,5 mm i glgbokosci 10 mm, az do warstwy kosci podchrzestnej. Ubytki
powstaty z wykorzystaniem specjalistycznego trepanu do pobierania przeszczepdéw chrzgstno-

kostnych o srednicy 6,5 mm (Richard Wolf GmBH, Niemcy) (ryc. 9).

|
it
I

-t ﬂ e

Ryc. 9. Trepan wykorzystywany do przeszczepdéw chrzgstno-kostnych (OATS)
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Wyecinki ubytku chrzgstno-kostnego zostaty pobrane poprzez prostopadie przyltozenie
trepanu o $rednicy 6,5 mm do powierzchni chrzgstnej w czesci centralnej bloczka kosci udowe;j

I jego pobijanie miotkiem ortopedycznym.

Ryc. 10. Wyznaczenie miejsca do wykonania ubytku i przylozenie trepanu na powierzchni

chrzestnej bloczka kosci udowej

Po wprowadzeniu trepanu na gtebokos¢ 10 mm na powierzchni bloczka kosci udowej,
wycinki chrzestno-kostne znajdujace si¢ wewnatrz narzedzia zostaty usunigte. Miejsce nowo

powstatego ubytku osuszono jatlowym gazikiem.
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Ryc. 11. Wytworzenie ubytku o glebokosci 10 mm na powierzchni chrzgstnej stawowej bloczka
ko$ci udowe;j

Ryc. 12. Ubytki w powierzchni chrzestnej stawowej bloczka kosci udowej penetrujace do
warstwy kosci podchrzestnej
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Ubytki w powierzchni chrzestnej Sstawowej zostaly wypelnione cylindrycznym
skafoldem kolagenowym (Spongostan Standard, FERROSAN A/S, Dania) o rozmiarach 6,5 x
10 mm, ktory zostat nasgczony: 0,9% NaCl, BM-MSCs lub MVs.

Ryc. 14. Wypetnienie ubytku chrzestno-kostnego skafoldem kolagenowym
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Ryc. 15. Nasaczenie skafoldow kolagenowych za pomoca 0,9% NaCl, BM-MSCs lub MVs

Po implantacji skafoldow kolagenowych i ich nasgczeniu preparatami inzynierii
tkankowej lub 0,9% NaCl odprowadzono zwichnigta 6wczesnie rzepke z powrotem nha
powierzchni¢ stawowa bloczka kosci udowej. Torebke stawowa zespolono szwami
pojedynczymi przerywanymi z wykorzystaniem materiatu wchianialnego monofilamentowego
2/0 USP (Monosyn, B. Braun Surgical, Hiszpania). Pozostale warstwy rany zszyto szwem
ciggltym prostym z wykorzystaniem materiatu dtugowchtanialnego monofilamentowego 1 USP
(MonoMax, B. Braun Surgical, Hiszpania) do powiezi szerokiej uda i materialu wchtanialnego
monofilamentowego 1 USP (Monosyn, B. Braun Surgical, Hiszpania) do tkanki podskorne;j.
Skore zespolono szwami pojedynczymi przerywanymi materiatem niewchianialnym
monofilamentowym 1 USP (Dafilon, B. Braun Surgical, Hiszpania). U owiec po
przeprowadzonych zabiegach operacyjnych nie stosowano formy usztywnienia w postaci
opatrunku ustalajacego, a zwierzeta mialy mozliwo§¢ swobodnego ruchu w boksach z sucha,
niesliskg powierzchnig. Rang pooperacyjng odkazono i zatozono jalowy plaster ochronny, ktory
zostal usuniety po 48 godzinach. Szwy skérne usuwano po 12 dniach od procedury

chirurgicznej.

W okresie pooperacyjnym u owiec zastosowano amoksycyling (Betamox LA, ScanVet,
Polska) w dawce 15mg/kg mc — w iniekcjach podskornych 3-krotnie, co 48 godzin i leczenie
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przeciwbolowe: meloksikam w dawce 0,4 mg/kg mc (Metacam 5mg/ml, Boehringer Ingelheim,
Niemcy), ktory byl powtarzany w iniekcjach podskérnych co 24 godziny, przez 3 dni,
metamizol podawany dozylnie w dawce 30mg/kg mc (Pyralgivet 500mg/ml, VetAgro, Polska)
stosowany co 8 godzin, przez 2 dni, oraz tramadol w dawce 5mg/kg mc (Tramal 100mg/2ml,

Stada, Polska) w iniekcjach podskornych co 8 godzin, przez 2 dni.

5.3 Diagnostyka obrazowa stawow kolanowych

W celu wykluczenia towarzyszacej choroby stawow kolanowych i/lub obecnych zmian
zwyrodnieniowych mogacych mie¢ wplyw na przebieg 1 wynik doswiadczenia, u wszystkich
zwierzat wykonano przedoperacyjnie badanie radiologiczne i tomograficzne stawow
kolanowych (ryc. 16-18).

Ryc. 16. Radiogramy przedoperacyjne przedstawiajace prawidtlowy prawy staw kolanowy
owcy. A) zdjecie w projekcji przysrodkowo-bocznej, B) zdjecie w projekcji doczaszkowo-
doogonowej
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Ryc. 17. Tomogramy przedoperacyjne przedstawiajgce prawidlowy prawy staw kolanowy
owcy w rekonstrukcji 3D. Zdjecia poddane obrobee graficznej za pomocg programu
komputerowego: zdjecie A i B — RadiAnt DICOM Viewer, Medixant, ver. 2022.1.1; Ci D —

Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.
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Ryc. 18. Tomogramy przedoperacyjne przedstawiajace prawidtowy staw kolanowy owcy
w rekonstrukcji wieloptaszczyznowej (ang. multiplanar reconstruction — MPR). Zdjecia
poddane obrobce graficznej za pomoca programu komputerowego Syngo.via Client, Siemens
Healthineers ver. 8.3.

Kontrolne badanie tomografii komputerowej operowanych stawéw wykonano rowniez
bezposrednio po zabiegach operacyjnych (ryc. 19-20), a takze po 90 dniach i po zakonczeniu
180 dniowego okresu obserwacji w 3 grupach badanych zwierzat — w grupie Il (kontrola
pozytywna), grupie 111 (MVs) i grupie IV (BM-MSCs).
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Ryc. 19. Tomogramy przedstawiajace staw kolanowy owcy w rekonstrukcji 3D bezposrednio
po zabiegu operacyjnym. Zdjecia poddane obrobce graficznej za pomocg programu
komputerowego: zdjecie A i B — RadiAnt DICOM Viewer, Medixant, ver. 2022.1.1; Ci D —
Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.
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Ryc. 20. Tomogramy przedstawiajace staw kolanowy owcy w rekonstrukcji
wieloptaszczyznowej bezposrednio po zabiegu operacyjnym (MPR). Zdjecia poddane obrobee
graficznej za pomocg programu komputerowego Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver.
8.3.

Badanie rentgenowskie stawow kolanowych u owiec byto wykonane przy zastosowaniu
radiografii cyfrowej, posredniej za pomoca aparatu Vertix III D i1 uzyciu lampy Siemens
Polydoros LX 30 (Siemens Healthineers, Niemcy) z nastawieniami 60 kV i 10 mAs oraz
skanera RTG Regius Model 110s (Konica Minolta Medical, Japonia). Badanie tomograficzne
byto wykonywane przy zastosowaniu tomografu komputerowego (SOMATOM Emotion 16,
Siemens Healthineers, Niemcy). Zalaczone w opracowaniu doswiadczenia tomogramy
i rekonstrukcje 3D zostalty poddane obrobce graficznej z wykorzystaniem programu
komputerowego RadiAnt DICOM Viewer, Medixant, ver. 2022.1.1 i Syngo.via Client, Siemens

Healthineers ver. 8.3.
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5.4 Ocena makroskopowa stawow kolanowych

Ocen¢ makroskopowag stawoéw kolanowych wykonano po$miertnie u wszystkich
badanych zwierzat, po zakonczeniu okresu obserwacji — 180 dni od daty przeprowadzenia
zabiegdw operacyjnych. W celu przeprowadzenia eutanazji owce poddano premedykacji, ktora
zostala osiggnieta poprzez domig$niowa iniekcje lekow — medetomidyna w dawce 0,01 mg/kg
mc (Cepetor 1mg/ml, ScanVet, Polska), butorfanol w dawce 0,1 mg/kg mc (Butomidor
10mg/ml, Orion Pharma, Polska) i ketamina w dawce 10 mg/kg mc (Bioketan 100mg/ml,
Vetoquinol Biowet, Polska). Po uspokojeniu zwierzat do zyly odpromieniowej (lac. vena
cephalica) zatozony zostat kateter dozylny (Kaniula dozylna KD-FIX 20G 1.1 — 32mm, KDM,
Niemcy), ktory postuzyt do podazy barbituranu — pentobarbital w dawce 60 mg/kg (Morbital
160mg/ml, Biowet, Polska). W celu okreslenia wpltywu uzytych biomaterialow i oceny blizny
tkankowej, ocenie makroskopowej poddana zostata operowana okolica stawu kolanowego oraz
miejsce wytworzonego ubytku na powierzchni chrzgstnej, w ktory zaimplantowano skafold

kolagenowy.

5.5 Ocena mikroskopowa ubytku chrzastki stawowej

Ocene mikroskopowa wykonano po zakonczonym 180-dniowym okresie obserwacji
zwierzat. Posmiertnie od owiec pobrano wycinki bloczka ko$ci udowej powierzchni chrzestnej,
w ktorym zostal cksperymentalnie wytworzony ubytek chrzestno-kostny, a nastgpnie
Z pobranego materiatu przygotowano preparaty histologiczne.

Probki chrzastek zostaty utrwalone w 4% roztworze buforowanej formaliny (pH 7,2-7,4).
Material nast¢gpnie ptukano w biezacej wodzie 1 poddano procedurze odwapniania
w dwuwersenianie sodowym (EDTA) i1 w mieszaninie 10 % kwasu mrowkowego oraz
nasyconym roztworze cytrynianu sodu w rozcienczeniu 1:1. Po odwapnieniu, materiat byt
ptukany w wodzie biezacej przez 24 godziny, a nast¢pnie odwodniony w szeregu alkoholowym
1 zatopiony w formalinie. Skrawki grubosci 10 pm barwiono rutynowo hematoksyling i eozyng
(HiE), technika wg. Mallorego oraz bigkitem Alcjanu (ang. Alcian blue).

Analizy materialu dokonano w mikroskopie $wietlnym Eclipse 80i (Nikon, Japonia)
wyposazonym w oprogramowanie NIS-Elements Advanced Research i sprzezonym z kamera
cyfrowa. Analizy makroskopowej dokonano przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego

z oprogramowaniem ZEISS ZEN.

W trakcie analizy mikroskopowej wykonano réwniez oceng poljakosciowa oparta o 14-

punktowa skale, utworzong i zmodyfikowang na podstawie wytycznych zaproponowanych
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przez Migdzynarodowe Towarzystwo Choréb Chrzastki (ang. International Cartilage Repair
Society — ICRS), zwang w niniejszej pracy ,,zmodyfikowang skalg ICRS”. W ocenie preparatow

uwzgledniono nastgpujace cechy:

Odtworzenie cigglosci powierzchni chrzastki stawowej (0 — 5 pkt.)
Wypetnienie przestrzeni ubytku przez nowopowstata tkanke taczng (0 — 5 pkt.)
Ocena wypelnienia miejsca ubytku (0 — 3 pkt.)

Odbudowanie kosci/tkanek podpierajacych chrzastke (0 — 2 pkt.)

o & w0 Do

Niewywieranie lokalnych stanéw zapalnych, naciekow komorek ukladu
biatlokrwinkowego (brak komoérek olbrzymich) (0 — 5 pkt.)

6. Brak makrofagow (0 — 1 pkt.)

7. Brak limfocytow (0 — 1 pkt.)

8. Brak granulocytow (0 — 1 pkt.)

9. Obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.)

10. Angiogeneza w tkankach przylegtych (0 — 3 pkt.)

11. Brak waskularyzacji/angiogenezy w obrebie ubytku chrzastki stawowej (0 — 2 pkt.)
12. Rozplem tkanki tacznej (0 — 2 pkt.)

13. Zaawansowanie procesow przebudowy (0 — 1 pkt.)

14. Ocena ogolna (0 — 2 pkt.)

U kazdej owcy z grup doswiadczalnych III 1 IV przeprowadzono oceng preparatow
mikroskopowych w 5 kolejnych polach widzenia, wystawiajac 1 not¢ dla poszczegolnych pol
widzenia. W grupie Il — kontrola pozytywna — ze wzgledu na liczebno$¢ zwierzat (2 osobniki
w badanej grupie) zdecydowano o zwigkszeniu pdél obserwacji — do 10 po6l widzenia.

Maksymalna suma punktéw do uzyskania w zmodyfikowanej skali ICRS wynosita 34,0.

5.6 Badania morfologiczne i biochemiczne krwi

Bezposrednio przed zabiegiem operacyjnym, a takze w 3, 6 1 10 dobie po zakonczonej
procedurze chirurgicznej, pobierano probke krwi obwodowej z zyly szyjnej zewngtrznej owiec.
Do badan morfologicznych pobierano 2 ml krwi do probowek hematologicznych z napylonym
K2EDTA (PROFILAB, Polska), natomiast do badan biochemicznych pobierano 5,0 ml krwi do
probowek PP przeznaczonych do separacji surowicy z granulatem i przySpieszaczem

wykrzepiania (PROFILAB, Polska).
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Badania morfologiczne i biochemiczne krwi wykonano w  wspoélpracy
z Weterynaryjnym Laboratorium Diagnostycznym ,,UNI-LAB” Uniwersytetu Przyrodniczego

we Wroclawiu w celu oceny reakcji ogélnoustrojowej na wdrozone leczenie.
Uzyskane probki krwi obwodowej badano kolejno w nastgpujacych urzadzeniach:

1. Morfologia — analizator hematologiczny Scil Vet abc (Horiba, Niemcy).
W badaniach morfologicznych krwi wzi¢to pod uwage:
— erytrocyty (RBC) — jednostka T/I
— leukocyty (WBC) — jednostka G/I
— plytki krwi (PLT) — jednostka G/I
2. Biochemia — wirowka laboratoryjna MPW-250 (MPW MED. INSTRUMENTS,
Polska) i automatyczny analizator biochemiczny EPOLL 300 (Alpha Diagnostics,
Polska). W uzyskanej po wirowaniu surowicy badano:
— aktywno$¢ aminotransferazy asparaginowej (AspAT) — jednostka U/I
— aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (AIAT) — jednostka U/I
— aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) — jednostka U/I
— st¢zenie mocznika — jednostka mmol/I
— stezenie kreatyniny — jednostka pmol/l
— stezenie bialka catkowitego — jednostka g/l

— stezenie albumin — jednostka g/l

Do analizy wynikéw krwi obwodowej postuzono si¢ zakresami warto$ci referencyjnych

dla owcy domowej opublikowanymi w podreczniku Winnickiej [136].

5.7 Analiza statystyczna wynikéw

Analizg statystyczng dla wynikéw oceny mikroskopowej w formie zmodyfikowanej skali
ICRS oraz wynikow badan morfologicznych i biochemicznych krwi obwodowej
przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta dla prob niezaleznych (w przypadku zmiennych
spetniajagcych warunki rozktadu normalnego) oraz testu Manna-Whitney’a (w przypadku braku
spetnienia warunkow rozktadu normalnego). Rozktad normalny zmiennych badano za pomoca
testu Shapiro Wilka. Analizy wykonywano przy zaloZzonym poziomie istotnosci a = 0,05.
Wyniki opracowano statystycznie w programie Statistica 13.3 (Statsoft Polska, Krakow).
Wyniki w tabelach (tabela 5 — 9) oraz na wykresach (ryc. 38 — 39) przedstawiono w postaci
$rednich (x) + odchylenie standardowe (SD) (ang. standard deviation — SD).
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6. Wyniki
6.1 Ocena radiologiczna operowanych stawéow kolanowych

W trakcie kontrolnych badan rentgenowskich i tomografii komputerowej prawych
stawow kolanowych u owiec z grupy 11, III 1 IV wykonanych przedoperacyjnie nie stwierdzono
obecnosci zmian zwyrodnieniowych mogacych mie¢ wpltyw na przebieg 1 wynik
doswiadczenia.

Kontrolne badanie tomografii komputerowej operowanych stawow kolanowych
wykonano bezposrednio po zabiegach operacyjnych, po 90 dniach i po zakonczeniu 180
dniowego okresu obserwacji w 3 grupach badanych zwierzat — w grupie Il (kontrola
pozytywna), grupie Il (MVs) i grupie IV (BM-MSCs). Przebieg procesu gojenia si¢ ubytku
chrzgstno-kostnego bloczka kosci udowej przedstawiono na ponizszych tomogramach,
odpowiednio w rekonstrukcji 3D (ryc. 21) oraz w rekonstrukcji wieloptaszczyznowej (MPR) —
plaszczyzna poprzeczna (ryc. 22), ptaszczyzna strzatkowa (ryc. 23) i plaszczyzna czolowa
(ryc. 24).

Na tomogramach poréwnano wypehienie eksperymentalnie utworzonego ubytku
chrzgstno-kostnego w bloczku kosci udowej, w stosunku do tomograméw przed-
i pooperacyjnych. Analizujac tomogramy w II, II1 i IV grupie badanych zwierzat bezposrednio
po zabiegu operacyjnym wykazano ostre krawedzie wytworzonego ubytku penetrujace do
warstwy podchrzestnej kosci. W tkankach migkkich stwierdzono obecnos$¢ gazu oraz
zwigkszong ilos¢ wolnego ptynu zwigzanego z wykonaniem procedury chirurgicznej.
W kontrolnych badaniach tomografii komputerowej wykonanych po 90 oraz 180 dniach od
zabiegu operacyjnego we wszystkich przypadkach nie obserwowano obecnosci gazu
w tkankach migkkich, ani zwigkszonej objetosci ptynu. W dniu 90 i 180 wykazano sukcesywne
wygladzenie krawedzi oraz zmniejszenie Srednicy wytworzonego Srodoperacyjnie ubytku
chrzestno-kostnego zwigzane z postepujacymi procesami regeneracyjnymi. Poza tym, obrys
oraz densyjno$¢ koSci pozostawata prawidlowa. Po zakonczeniu 180-dniowego okresu
obserwacji nie stwierdzono tez rozwoju istotnych klinicznie zmian strukturalnych
I zwyrodnieniowych w obrebie operowanych stawoéw kolanowych. Na podstawie analizy
tomogramow (ryc. 21-24) mozna stwierdzi¢, ze do lepszego wypetienia nowo powstata tkanka
eksperymentalnie wytworzonego ubytku chrzgstno-kostnego bloczka kosci udowej doszto

w grupie III i IV badanych zwierzat, w poréwnaniu do grupy II — kontrola pozytywna.
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180 dni od zabiegu

90 dni od zabiegu

Bezposrednio po zabiegu

Przedoperacyjne

Grupall

0,9% NaCl
Grupa III
MVs
Grupa IV
autologiczne
BM-MSCs

Ryc. 21. Porownanie gojenia si¢ ubytku chrzgstno-kostnego bloczka kosci udowej w
rekonstrukcji 3D. Zdjecia poddane obrobce graficznej za pomocg programu komputerowego
Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.
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180 dni od zabiegu

90 dni od zabiegu

Bezposrednio po zabiegu

Przedoperacyjne

Grupa Il

0,9% NaCl
Grupa III
MVs
GrupalV
autologiczne
BM-MSCs

Ryc. 22. Tomogramy przedstawiajagce poréwnanie gojenia si¢ ubytku chrzestno-kostnego
bloczka kosci udowej w rekonstrukeji wieloptaszczyznowej (MPR) — plaszczyzna poprzeczna
(ang. transverse plane). Zdj¢cia poddane obrobce graficznej za pomocg programu
komputerowego Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.
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180 dni od zabiegu

90 dni od zabiegu

Bezposrednio po zabiegu

Przedoperacyjne

Grupa II

0,9% NaCl
Grupa III
MVs
GrupalV
autologiczne
BM-MSCs

Ryc. 23. Tomogramy przedstawiajagce porownanie gojenia si¢ ubytku chrzestno-kostnego
bloczka ko$ci udowej w rekonstrukcji wieloptaszczyznowej (MPR) — plaszczyzna strzatkowa
(ang. sagittal plane). Zdjecia poddane obrobcee graficznej za pomoca programu komputerowego
Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.
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180 dni od zabiegu

90 dni od zabiegu

Bezposrednio po zabiegu

Przedoperacyjne

Grupa Il

0,9% NaCl
Grupa III
MYVs
Grupa IV
autologiczne
BM-MSCs

Ryc. 24. Tomogramy przedstawiajace porownanie gojenia si¢ ubytku chrzestno-kostnego
bloczka kosci udowej w rekonstrukcji wieloptaszczyznowej (MPR) — plaszczyzna czotowa
(ang. frontal plane). Zdjecia poddane obrobee graficznej za pomocg programu komputerowego
Syngo.via Client, Siemens Healthineers ver. 8.3.

63



6.2 Ocena makroskopowa badanych stawow kolanowych
6.2.1 Grupa I badanych zwierzat — kontrola negatywna

Okolica zdrowych stawow kolanowych u owiec w grupie I — kontrola negatywna — nie
wykazywata cech obrzeku, przebudowy tkankowej i zwyrodnienia stawu. Skora byta pokryta
prawidlowa, niestrzyzong okrywa wlosowg. W trakcie badania palpacyjnego Sstwierdzono
niezmieniony zakres ruchu stawu podczas proby petnego zgigcia i jego wyprostu, a takze brak
ruchow rotacyjnych. Nie wykazano niestabilnosci udowo-piszczelowej. Masa migéniowa
konczyn miednicznych pozostawata zachowana. Tkanka podskorna, powiez mig$niowa
i torebka stawowa w ocenie makroskopowej nie wykazywaty cech zapalno-degeneracyjnych.
Po przecigciu torebki stawowej ze stawu wydobywata si¢ przejrzysta, lepka maz stawowa
0 prawidlowej objetosci. Powierzchnia stawowa na bloczku kosci udowej byta gladka,
btyszczaca, spdjna i nie wykazywata cech zapalenia, a w obrgbie stawu kolanowego nie
stwierdzono obecnosci zmian zapalno-zwyrodnieniowych wskazujacych na rozwijajaca si¢
DJD.

Ryc. 25. Zdjecie prawidtowej powierzchni stawowej bloczka kosci udowej pozyskanego
posmiertnie od owcy z I grupy badanych zwierzat — kontrola negatywna
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6.2.2 Grupa II badanych zwierzat — kontrola pozytywna

Operowana okolica nie wykazywata cech przebudowy i powigkszenia obrysu stawow.
W badaniu manualnym w trakcie proby pelnego zgiecia i wyprostu, zakres ruchu stawow
kolanowych byt zblizony do stawdéw nieoperowanych u zwierzgt w grupie I — kontrola
negatywna. Nie stwierdzono réwniez ruchOéw rotacyjnych ani niestabilno$ci udowo-
piszczelowej. Masa mig$niowa konczyn miednicznych nie wykazywata cech atrofii. W miejscu
owczesnie przygotowanego pola operacyjnego zaobserwowano odrosnigcie okrywy wlosowej
na calym obszarze. Na skorze zauwazalna byla wygojona, przesuwalna skoérna blizna
pooperacyjna. W trakcie preparacji tkanek miekkich zauwazono niewielkich rozmiarow blizng
tkankowa 1 brak materialu szewnego w miejscu wczesniej wykonanego zespolenia
chirurgicznego obejmujacego tkanke podskorng, powigz migsniowa i torebke stawows.
W badaniu sekcyjnym stawu kolanowego stwierdzono obecno$¢ przejrzystej mazi stawowej
o0 prawidtowej lepkosci i objetosci — w porownaniu do mazi stawowej obserwowanej w [ grupie
badanych zwierzat. Powierzchnia bloczka ko$ci udowej w ocenie makroskopowe] nie
wykazywata cech zwyrodnienia — byta blyszczaca i gladka. W miejscu eksperymentalnie
wytworzonego ubytku chrzestno-kostnego nie stwierdzono obecnosci pierwotnie
zaimplantowanego skafoldu kolagenowego. Nieznacznie zapadnigta powierzchnia ubytku byta
wypelniona biatawg strukturg przypominajaca twor tgcznotkankowy (ryc. 26). Na obszarze

stawu nie stwierdzono obecnos$ci zmian degeneracyjnych sugerujacych rozwijajaca si¢ DJD.

b 8

Ryc. 26. Przykladowe zdjecie bloczka kosci udowej pozyskanego posmiertnie od owcy z II
grupy badanych zwierzat — kontrola pozytywna. Zapadnigta powierzchnia $rédoperacyjnie
wytworzonego ubytku chrzgstno-kostnego zostala pokryta w catosci biatawg tkanka o
charakterze tacznotkankowym
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6.2.3 Grupa III badanych zwierzat — mikropecherzyki

Operowane stawy kolanowe nie wykazywaly cech przebudowy. W badaniu
ortopedycznym stwierdzono prawidtowy zakres ruchu stawow w trakcie proby zginania
I prostowania, a takze Klinicznie nie zaobserwowano niestabilnosci udowo-piszczelowej. Masa
mie$niowa operowanych konczyn miednicznych byta porownywalna do masy konczyn
w konczynie nicoperowanej. Na calej powierzchni pola operacyjnego odnotowano regularne
odro$nigcie okrywy wlosowej. Po ogoleniu wlosé6w, w miejscu dostgpu operacyjnego
obserwowano wygojong blizn¢ skorng. W trakcie preparacji tkanek migkkich nie stwierdzono
obecnosci materiatu szewnego. Blizna facznotkankowa zespalajgca tkanke podskorng, powiez
mie$niowq i torebke stawowa byta linijna. Po przecigciu torebki stawowej z wnetrza stawu
kolanowego wydobywata si¢ klarowna maz stawowa o prawidlowej objetosci, lepkosSci
i barwie. W odniesieniu do kontroli negatywnej — powierzchnia stawowa stawow kolanowych
u owiec w grupie Il byta podobna (I$nigca i gtadka) i nie wykazywata cech erozyjnych i/lub
wytworczych. Wypelnienie eksperymentalnie utworzonego ubytku chrzestno-kostnego byto
catkowite. Makroskopowo nie stwierdzono obecnosci implantowanego skafoldu
kolagenowego, a ubytek byt pokryty biatawa, blyszczaca tkanka o charakterze
tacznotkankowym (ryc. 27). Badane stawy kolanowe nie nosity cech aktywnego stanu

zapalnego i/lub OA.

v T g

-

Ryc. 27. Przyktadowe zdjecie bloczka kosci udowej pozyskanego po$miertnie od owcy z Il
grupy badanych zwierzat — MVSs. Powierzchnia $rdédoperacyjnie wytworzonego ubytku
chrzgstno-kostnego zostata szczelnie wypelniona w calosci biatawa tkanka o charakterze
tacznotkankowym
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6.2.4 Grupa IV badanych zwierzat — mezenchymalne komoérki macierzyste

Badane stawy kolanowe byly poréwnywane do konczyn nicoperowanych u owiec
z grupy eksperymentalnej | — kontrola negatywna. W trakcie proby petnego zgiecia i wyprostu
obserwowano prawidtowy zakres ruchu stawu. Nie stwierdzono rowniez niestabilnosci udowo-
piszczelowej. Masa migéniowa konczyn miednicznych pozostawata zachowana
I poréwnywalna z konczynami niecoperowanymi. W miejscu pola operacyjnego obserwowano
odrosniecie okrywy wlosowej na calym obszarze skory. Po zgoleniu okrywy wlosowej
stwierdzono obecno$¢ wygojonej, tatwo przesuwalnej blizny skornej. W trakcie oceny
wygojonej blizny tacznotkankowej nie odkryto obecnosci materialu szewnego. Tkanki migkkie
cechowaty si¢ nieduza, linijng blizng. Po usunigciu torebki stawowej obserwowano przejrzysta,
lepka maz stawowa 0 objetosci zblizonej do stawow u owiec z grupy I badanych zwierzat.
Powierzchnia chrzastki byla jednolita 1 blyszczaca, nie manifestowata charakteru
zwyrodnieniowego. W eksperymentalnie wytworzonym ubytku bloczka kosci udowej nie
odnotowano obecnosci implantowanego skafolda kolagenowego. Powierzchnia ubytku zostata

pokryta w calo$ci biatawa, btyszczacg tkankg o charakterze tgcznotkankowym (ryc. 28).

Ryc. 28. Przyktadowe zdjecie bloczka kosci udowej pozyskanego posmiertnie od owcy z IV
grupy badanych zwierzat — BM-MSCs. Cala powierzchnia $rodoperacyjnie wytworzonego
ubytku chrzgstno-kostnego zostata wypetniona biatawg tkankg o charakterze tacznotkankowym
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6.3 Ocena mikroskopowa ubytku chrzastki stawowej

Wyniki oceny mikroskopowej powierzchni stawowej bloczka kosci udowej w miejscu
ubytku chrzestno-kostnego powstatego u owiec przedstawiono w tabelach 2-4, odpowiednio
dla grupy Il (tabela 2), grupy Il (tabela 3) i grupy IV (tabela 4). Wielopunktowa
zmodyfikowana skala ICRS odnosi si¢ do chrzastki zdrowej. Oznacza to, ze wynik w grupie I
badanych zwierzat — kontrola negatywna — wynosit 34,0 punkty u kazdej badanej owcy.

6.3.1 Grupa I badanych zwierzat — kontrola negatywna

Prawidlowa chrzastka stawowa u dorostej owcy jest relatywnie gruba (okoto 800-1000
pm). Buduja ja 2 wyraznie widoczne strefy: warstwa przylegta do powierzchni stawowej
(powierzchniowa) oraz warstwa przyleglta do tkanki kostnej. Warstwa powierzchniowa
0 grubosci 600-800 um, zawiera gtdéwnie pojedyncze chondrocyty, uktadajace si¢ licznie tuz
pod powierzchniag stawowa. Gigbiej lezg owalne chondrocyty, otoczone macierza
mie¢dzykomodrkowa. W strefie lezacej najglebiej, wchodzacej w kontakt ze strefa przylegla do
tkanki kostnej, dominujg grupy izogeniczne zawierajace od 3-4 chondrocytoéw. Chondrocyty
lezace w strefie przyleglej do tkanki kostnej charakteryzuja si¢ obszarami silnie
zasadochtonnymi z widocznymi liniami kompresji. W strefie tej hipertroficzne chondrocyty
tworza grupy izogeniczne zawierajace od 2-3 komorek (ryc. 29). Zasadochtonne linie kompresji
sa wynikiem procesoOw starzenia si¢ macierzy mi¢dzykomorkowej. W poddanych analizie
preparatach, w barwieniu metoda Alcian blue nie stwierdzono podwyzszonej intensywnosci
reakcji w obrebie chondrocytow, co $§wiadczy o braku ich pobudzenia do syntezy macierzy

chrzestnej.

Ryc. 29. Prawidtowa chrzgstka stawowa u owcy z grupy I badanych zwierzat — kontrola
negatywna. Barwienie HiE, pow. 100x
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6.3.2 Grupa II badanych zwierzat — kontrola pozytywna

W grupie Il — kontrola pozytywna — obraz histologiczny wykazat brak intensywnych
proceséw odbudowy i przebudowy usunigtej i nowo powstatych tkanek obecnych w obszarze
uszkodzenia krytycznego. Wngtrze ubytku nie zawierato zadnych ognisk nasilonej fibrogenezy
ani osteogenezy (ryc. 30). Na powierzchni, wokot otworu wykonanego w chrzastce,
obserwowano zjawisko nasuwania si¢ tkanek, w kierunku od krawedzi do centrum otworu
chrzastki stawowej, ktoremu towarzyszyla tagodna fibrogeneza, tworzaca waska btong na
powierzchni otworu. W blonie tej stwierdzono obecno$§¢ makrofagow. W tym obszarze
widoczna byta rowniez angiogeneza w przestrzeniach pomiedzy beleczkami kosci
podchrzestnej ubytku. W innych obszarach preparatow mikroskopowych nie odnotowano
podwyzszonej aktywno$ci komorek tkanki lacznej i nablonkowej. Rowniez ilos¢ tkanki

thuszczowej wydawata si¢ by¢ zredukowana w tym obszarze (ryc. 30).

Ryc. 30. Porownanie charakteru stanu miejsca po wykonanym ubytku krytycznym w
poszczegolnych grupach. 1 —grupa | (kontrola negatywna); 2 — grupa Il (kontrola pozytywna);
3 —grupa Il (MVs); i 4 — grupa IV (BM-MSCs). Barwienie: 1, 2, 4 — HiE; 3 —wg. Mallorego.
Powigkszenie — 100x. C — chrzgstka stawowa, O — ubytek krytyczny, B — kos¢
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Tabela 2. Wyniki zmodyfikowanej skali ICRS oceny mikroskopowej powierzchni stawowej
bloczka kosci udowej w miejscu ubytku chrzestno-kostnego powstatego u owiec w grupie 11 —

skafold kolagenowy nasaczony 0,9% NaCl.

Usredniona nota dla

) . Srednia
Lp. Cecha poszczegblnych zwierzat w dane;j )
] ) punktacja
grupie eksperymentalnej
Odtworzenie ciaglosci chrzastki stawowej
1 0 0 0

(0 -5 pkt.)

Wypehienie przestrzeni ubytku przez

nowopowstata tkanke tgczng (0 — 5 pkt.)

Ocena wypetnienia miejsca ubytku
(0— 3 pkt.)

Odbudowanie kosci/tkanek podpierajacych
chrzastke (0 — 2 pkt.)

Niewywieranie lokalnych stanéw
zapalnych, naciekéw komorek uktadu
bialokrwinkowego (brak komoérek

olbrzymich) (0 — 5 pkt.)

6. Brak makrofagéw (0 — 1 pkt.) 1 1 1
7. Brak limfocytow (0 — 1 pkt.) 1 1 1
8. Brak granulocytow (0 — 1 pkt.) 1 1 1
9. Obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.) 1 1 1
10 Angiogeneza w tkankach przylegtych (0 — ) 1 15
3 pkt)
Brak waskularyzacji/angiogenezy
11. w obrgbie ubytku chrzastki stawowej 0 0 0
(0—2 pkt.)
12. Rozplem tkanki tacznej (0 — 2 pkt.) 1 1 1
13, Zaawansowanie proceséw przebudowy (0 0 0 0
—1 pkt.)

14. Ocena ogolna (0 — 2 pkt.) 0 0 0

SUMA (maks. 34,0 pkt.) 11 10 10,5
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6.3.3 Grupa Il badanych zwierzat — mikropecherzyki

Dwie odmienne procedury, zastosowane w grupie Il i IV wykazaly istotne roznice
morfologiczne w uzyskanym wypehieniu eksperymentalnie utworzonego ubytku chrze¢stno-
kostnego. W grupie III badanych zwierzat (MVS) otwor w czeSci powierzchownej ulegt
catkowitemu zaros$nigciu przez tkanke taczng tworzac czop, zamykajacy przestrzen lezacg pod
nim. Czop byl polaczony z przylegla tkanka kostna, stopniowo zarastajac szyjke ubytku.
W rezultacie w $cianie mozna byto wyrdzni¢ czes$¢ centralng wypetniong przez tkanke taczng
z licznymi naczyniami krwiono$nymi (ryc. 31.1). Naczynia te nastepnic stopniowo
przechodzity do bokéw w tkanke 0 charakterze chrzestno-wloknistym, ktorg w obszarach
peryferyjnych zastepowata tkanka kostna beleczkowa (ryc. 31.2). Powierzchnia stawowa
zostata pokryta przez bton¢ tacznotkankowa zbudowang gtownie z rownolegle biegnacych do
powierzchni witokien kolagenowych, pod ktéorymi widoczne byly fibrocyty wraz
Z towarzyszacymi naczyniami krwiono$nymi (ryc. 32.4). W tej grupie silna angiogeneza byta
obserwowana we wszystkich obszarach nowo powstatych tkanek. W tkance tgcznej widoczne
byly makrofagi, obecne w okolicach naczyn krwiono$nych, jak i powierzchni nowopowstatej
tkanki. Chrzastka stawowa w obu przypadkach nie zostala odbudowana, jednakze istnieje
wyrazna granica, gdzie prowadzac obserwacje od obszarow peryferyjnych w kierunku centrum

otworu, chrzastka szklista byta stopniowo zamieniana na chrzastke wtoknista.
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Ryc. 31. Obraz morfologiczny obszaru bloczka kosci udowej po wykonaniu ubytku
krytycznego w grupie Ill. 1 — czg$¢ centralna czopu. Widoczne liczne skupiska tkanki
thuszczowej (strzatka), ktorej towarzysza naczynia krwionosne. Barwienie HiE, pow. 100x. 2 —
obszar brzezny — widoczna przebudowa tkanki kostnej grubowtoknistej w kos$¢ wtorng.
Barwienie HIE, pow. 200x. 3 i 4 — obszar pod chrzgstka stawowa — widoczna struktura tkanki
typowa dla blizny kostnej zawierajaca tkanki o réznym stopniu zaawansowania rozwoju w tym
pozostatosci po wykonaniu ubytku (strzatka). Barwienie HIE, pow 200x. Ct — tkanka tgczna,
Ob. — osteoblasty, B — kos¢
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Ryc. 32. Roznice w mechanizmie zamykania otworu po wykonanym ubytku. 1, 2, 3 —grupa Il,
4 — grupa III. 1, 2 (powigkszenie obrazu 1) — widoczna cienka blona tworzaca torebke
ograniczajacg od wewnatrz otwor krytyczny, od pozostatych tkanek, z obecnymi makrofagami
na powierzchni powstata z tkanki lacznej przyleglej do otworu, pod ktoéra leza komorki
thuszczowe. Barwienie HiE, pow. 40x i 100x. 3 — charakterystyczne zmniejszenie grubosci
chrzastki stawowej przemieszczajacej si¢ poprzez dziatanie mechaniczne do wnetrza otworu
(strzatka). Barwienie HiE, pow. 40x. 4 — widoczne potaczenie nowopowstatej tkanki tworzacej
czop z chrzastkg stawowg (strzatka). W tym przypadku, chrzastka stawowa nie jest ,,wciskana”
do wnetrza otworu. Barwienie Alcian Blue, pow. 40x
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Tabela 3. Wyniki zmodyfikowanej skali ICRS oceny mikroskopowej powierzchni stawowej

bloczka kosci udowej w miejscu ubytku chrzgstno-kostnego powstatego u owiec w grupie II1

badanych zwierzat - MVs,

Usredniona nota dla poszczegdlnych .
Srednia
Lp. Cecha zwierzat w danej grupie ]
) punktacja
eksperymentalnej
Odtworzenie cigglosci chrzastki
1. ) 5 5 5 5 5 5 5
stawowej (0 — 5 pkt.)
Wypetnienie przestrzeni ubytku przez
2. nowopowstatg tkanke tgczng (0 — 5 4 5 5 5 4 4 45
pkt.)
Ocena wypetnienia miejsca ubytku
3. P ! Y 2 2 3 1 2 2 2
(0 — 3 pkt.)
Odbudowanie kosci/tkanek
4. 1 1 1 1 1 1 1
podpierajacych chrzastke (0 — 2 pkt.)
Niewywieranie lokalnych stanow
zapalnych, naciekéw komorek uktadu
5. 4 3 4 4 4 3 3,7
bialokrwinkowego (brak komorek
olbrzymich) (0 — 5 pkt.)
6. Brak makrofagéw (0 — 1 pkt.) 0 0 0 1 1 0 0,3
7. Brak limfocytow (0 — 1 pkt.) 1 1 1 1 0 0 0,7
8. Brak granulocytow (0 — 1 pkt.) 0 0 0 0 0 0 0
9. Obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.) 2 2 2 2 2 2 2
Angiogeneza w tkankach przyleglych
10. S8 preylegly 2 1 1 2 2 2 1,7
(0 — 3 pkt.)
Brak waskularyzacji/angiogenezy
11. | w obrebie ubytku chrzastki stawowej 1 2 1 1 1 2 1,3
(0 —2 pkt.)
12. Rozplem tkanki tacznej (0 — 2 pkt.) 1 1 2 2 1 2 1,5
Zaawansowanie procesow przebudowy
13. 0 1 0 0 0 1 0,3
(0—1 pkt.)
14. Ocena ogolna (0 — 2 pkt.) 1 1 1 1 1 1 1
SUMA (maks. 34,0 pkt.) 24 | 25 | 26 | 26 | 24 | 25 25
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6.3.4 Grupa IV badanych zwierzat — mezenchymalne komdérki macierzyste

W grupie IV (komorki BM-MSCs) obraz morfologiczny wykazywat szereg cech
wspolnych, jednakze wystepowaly tam rdwniez cechy istotnie roznicujace obie techniki.
Przede wszystkim, nowopowstata tkanka taczna laczyta si¢ bezposrednio z tkanka kostng
budujacg beleczki kostne. Powierzchnia stawowa i tkanki ja wspierajace byly znacznie ciensze,
a wngtrze bylo wypelnione przez tkanke tluszczowa (ryc. 33.2, 33.4). W grupie tej nie
wystepowaly nacieki makrofagowe, natomiast w znacznie mniejszym stopniu wytworzyla si¢
tutaj tkanka kostna i chrzestna (zarowno w obszarze okolo powierzchni Stawowej jak
I W obszarach wewnatrz kosci). Wnetrze blizny bylo wypetnione tkankg tluszczowa, co na

radiogramach moze przedstawiac si¢ jako cysta (ryc 34.3).

Ryc. 33. Grupa IV badanych zwierzat. 1 — zaktywowane chondrocyty w chrzastce stawowej
(strzatka). Barwienie Alcian blue, pow. 100x. 2 — obszar otworu krytycznego. Widoczna
wypelniajaca wnetrze otworu tkanka faczna wraz z naczyniami krwiono$nymi oraz wyspami
tkanki thuszczowej. Obraz ten o r6znym stopniu nasilenia jest charakterystyczny dla tej grupy
eksperymentalnej. Barwienie HIiE, pow. 40x. 3 — pozostatosci po wykonaniu ubytku w tkance
kostnej przyleglej do otworu (strzatka). Barwienie HiE, pow. 200x. 4 — procesy przebudowy
tkanki kostnej. Widoczne liczne osteoblasty syntetyzujace macierz kostng. W swietle widoczne
sg nowopowstale naczynia krwionosne. Barwienie HiE, pow. 200x. Ct — tkanka aczna, Ad —
adipocyty, B — ko$¢, Ob — osteoblasty
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Ryc. 34. Szpik kostny oraz przestrzenie pomigdzy beleczkami w badanych grupach w strefach
przylegtych do ubytku krytycznego (strzatka). 1 — grupa kontrolna. Barwienie HiE, pow. 40x.
2 — grupa Il (MVs). Barwienie HIE, pow. 100x. 3 — grupa IV (BM-MSCs). Barwienie HiE,
pow. 40x. W grupie Il widoczne sg liczne pozostalosci po wykonaniu ubytku chrzestno-
kostnego.
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Tabela 4. Wyniki zmodyfikowanej skali ICRS oceny mikroskopowej powierzchni stawowej
bloczka ko$ci udowej w miejscu ubytku chrzestno-kostnego powstatego u owiec w grupie IV
badanych zwierzat — BM-MSCs

Usredniona nota dla poszczegoélnych
Lp. Cecha zwierzat w danej grupie Srednia punktacja
eksperymentalnej
Odtworzenie ciggtosci chrzastki stawowej
1. 5 5 5 4 5 4 4,7
(0 -5 pkt.)
Wypehienie przestrzeni ubytku przez
2. P P yEup 4 4 3 2 4 3 3,3
nowopowstatg tkanke faczng (0 — 5 pkt.)
Ocena wypelnienia miejsca ubytku
3. P ! Y 0 0 2 1 1 1 0,8
(0 -3 pkt.)
Odbudowanie kosci/tkanek podpierajacych
4, POCPIETAAEY 0 0 0 1 1 1 0,5
chrzastke (0 — 2 pkt.)
Niewywieranie lokalnych stanow
zapalnych, naciekow komorek uktadu
5. ) 4 5 4 4 4 5 4,3
biatokrwinkowego (brak komorek
olbrzymich) (0 — 5 pkt.)
6. Brak makrofagdéw (0 — 1 pkt.) 1 1 1 1 0 1 0,8
7. Brak limfocytow (0 — 1 pkt.) 1 1 1 1 1 1 1
8. Brak granulocytow (0 — 1 pkt.) 1 1 1 1 1 1 1
9. Obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.) 1 2 0 0 1 1 0,8
Angiogeneza w tkankach przylegtych
10. £1o8 preyieey 2 2 1 2 2 1 1,7
(0 -3 pkt.)
Brak waskularyzacji/angiogenezy
11. w obrebie ubytku chrzastki stawowej 1 1 2 1 1 2 1,3
(0 -2 pkt.)
12. Rozplem tkanki tacznej (0 — 2 pkt.) 1 1 0 0 0 1 0,5
Zaawansowanie procesow przebudowy
13. 0 0 0 0 0 0 0
(0—1 pkt.)
14. Ocena ogodlna (0 — 2 pkt.) 1 0 1 1 1 0 0,7
SUMA (maks. 34,0 pkt.) 22 23 21 19 22 22 21,5

Analiza statystyczna wynikow 14-punktowej oceny mikroskopowej powierzchni

stawowe] bloczka kosci udowej w miejscu ubytku chrzestno-kostnego wykazata istotne
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(p<0,05) roéznice miedzy grupg III (MVs) i grupg IV (BM-MSCs), pod wzgledem pigciu

ocenianych cech (tabela 5).

Tabela 5. Wyniki analizy statycznej 14-punktowej zmodyfikowanej skali ICRS oceny
mikroskopowej dla wszystkich badanych zwierzat w grupach II, III i IV

Grupa Il —

Lp. i h I - MV IvV-M
p Oceniana cecha kontrola poz.* Grupa s | Grupa SCs
1 Odtworzenie ciagtosci chrzastki stawowe;j 0,00 £ 0,00 5,00 + 0,00 4674052
(0 -5 pkt.)
Wypehienie przestrzeni ubytku przez b
2. 0,50+ 0,71 4,50 £ 0,55 3,33+0,822
nowopowstatg tkanke taczna (0 — 5 pkt.)** ’ ’ ’ ’ ’ ’
3 :))lfte;lf*wypeimema miejsca ubytku (0 — 3 0,00 + 0,00 2,00+ 0,63 0.83 40,752
" Odbudowanie kosci/tkanek podpierajacych 0,00 £ 0,00 1,00 4 0,00 0.50 = 0.55
chrzagstke (0 — 2 pkt.)
Niewywieranie lokalnych stanow
zapalnych, naciekow komorek uktadu
5. . 3,50+ 0,71 3,67+0,52 4,33+ 0,52
biatokrwinkowego (brak komorek
olbrzymich) (0 — 5 pkt.)
6. | Brak makrofagéw (0 — 1 pkt.) 1,00 + 0,00 0,33+0,52 0,83 + 0,41
7. | Brak limfocytow (0 — 1 pkt.) 1,00 = 0,00 0,67 £ 0,52 1,00 £ 0,00
8. | Brak granulocytow (0 — 1 pkt.) 1,00 £ 0,00 0,00 +0,00° 1,00+ 0,00 °
9. | Obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.) 1,00 + 0,00 2,00 £ 0,00 ° 0,83+0,752
10. Angiogeneza w tkankach przylegtych (0 — 1,50+ 0,71 1,67+ 0,52 1,67+ 0,52
3 pkt.)
Brak waskularyzacji / angiogenezy w
11. | obrebie ubytku chrzastki stawowej (0 — 2 0,00 + 0,00 1,33 +0,52 1,33 +0,52
pkt.)
12. | Rozplem tkanki tacznej (0 — 2 pkt.) 1,50+ 0,71 1,50+ 0,55° 0,50+0,55¢
13, %ala;vljtn)sowame proceséw przebudowy (0 0,00 + 0,00 0.33 +0.52 0,00 + 0,00
14. | Ocena ogolna (0 — 2 pkt.) 0,00 + 0,00 1,00 + 0,00 0,67 + 0,52
SUMA (maks. 34,0 pkt.)** 10,50+ 0,71 25,00 + 0,89 ° 21,50+ 1,382

Srednia arytmetyczna £ odchylenie standardowe (n=6), Manna-Whitney 'a

* — grupa Il (kontrola pozytywna) nie zostata uwzgledniona w analizie statystycznej, ze wzgledu na
niewystarczajgcq liczbe obserwacji (n=2)
** - test t-Studenta

a-b —wartosci srednie + SD (n=6) w tym samym wierszu oznaczone réznymi literami réznigCe sig istotnie (p<0,05)

Grupa doswiadczalna 111 (MVSs) charakteryzowata si¢ istotnie wyzszym wypetnieniem

miejsca ubytku (2,00+£0,63) (ryc. 38.3), lepszym wypelieniem przestrzeni ubytku przez

nowopowstala tkanke taczna (4,50+0,55) (38.1), a takze istotnie wyzszym rozplemem tkanki

tacznej (1,50+0,55) (ryc. 38.2) w porownaniu z grupg IV (BM-MSCs) badanych zwierzat —

odpowiednio 0,83+0,75; 3,334+0,82 i 0,50+0,55. W ocenie mikroskopowej wykazano rowniez

istotnie wyzsza obecno$¢ szpiku (ryc. 38.4) w grupie III — (2,00+0,00), niz w grupie IV —
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(0,83+0,75), w odroznieniu od granulocytéw, ktorych obecnosci w grupie doswiadczalnej IV

(BM-MSCs) — nie stwierdzono wcale (tabela 5).

Wypehienie przestrzeni ubytku przez Rozplem tkanki tacznej
nowopowstala tkanke taczna 25
6,0 . b
2,0
50 T
a
4,0 J. 15
a
30 10
2,0
0,5
1,0
00 0,0 L
’ 1 - - - -
Grupa Il - kontrola  Grupa Ill-MVs  Grupa IV - BM- Gr”giz';ty'\fvﬂmla Grupa it - Mvs Gr”p,f,lls\és BM
210 pozytywna MSCs 05
1 2
Ocena wypetnienia miejsca ubytku Obecnos$¢ szpiku
3,0 3,0
b
25 2,5
b
2,0 2,0
a a
15 15
1,0 1,0
0,5 0,5
0,00
0,0 0,0
Grupa Il - kontrola  Grupa Il - MVs Grupa IV - BM- Grupa Il - kontrola ~ Grupa Il - MVs Grupa IV - BM-
pozytywna MSCs pozytywna MSCs
3 4

Ryc. 35. Poréwnanie wynikow zmodyfikowanej skali ICRS oceny mikroskopowej w
poszczegbdlnych grupach badanych zwierzat (grupa II, IIT 1 IV). 1 — wypelnienie przestrzeni
ubytku przez nowopowstatg tkanke taczng (0 — 5 pkt.); 2 — rozplem tkanki tgcznej (0 — 2 pkt.);
3 — ocena wypelnienia miejsca ubytku (0 — 3 pkt.); 4 — obecnos¢ szpiku (0 — 3 pkt.)

wartoSci srednie + odchylenie standardowe (n=6)

a-b_ypartosci srednie w stupkach oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (p<0,05), test Manna-Whitney’a
(1, 31 4); test t-Studenta (2)

6.4 Badania morfologiczne i biochemiczne krwi

Krew obwodowg do przesiewowych badan morfologicznych i biochemicznych pobrano
od wszystkich zwierzat z II, IIT i IV grupy eksperymentalnej. Probke krwi pobierano z zyly
szyjnej zewnetrznej w dniu planowanego zabiegu, a takze w 3, 6 1 10 dobie po zakonczonej

procedurze chirurgicznej, a uzyskane wyniki badan przedstawiono kolejno w tabelach 6 — 9.
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Badania morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej przeprowadzone w dniu
operacji (dzien 0) przedstawiono w tabeli 6.

Parametry morfologiczne krwi (tj. liczba leukocytow, erytrocytow i trombocytow)
u wszystkich badanych zwierzat miescity si¢ w granicach wartosci referencyjnych i wynosity
odpowiednio od 4,79+1,01 [G/1] do 7,13%1,66 [G/I] dla WBC, od 8,23+1,54 [T/1] do 8,42+1,51
[T/1] dla RBC oraz od 316,00+18,03 [G/1] do 376,00+£15,56 [G/I] dla PLT. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie (p<0,05) réznic w tych parametrach w badanych grupach owiec.

Tabela 6. Parametry morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej pobranej od owiec w dniu

operacji (krew pobrana po farmakologicznym uspokojeniu zwierzat) — dzien 0

Parametr Normal Grupa Il Grupa 111 Grupa IV
[kontrola poz.]* [MVs] [BM-MSCs]
WBC [G/I] 4,0-13,0 5,45+ 0,35 4,79 + 1,01 713 £ 1,66
RBC [T/1] 8,0-13,0 8,42 + 1,51 823+ 1,54 8,24 + 0,77
PLT [G/I] ** 170-530 376,00 £ 15,56 316,00 + 18,03 356,75 +93,44
AspAT [U/l] 40-96 113,50 £24,75 | 190,65+ 72,34° | 90,73 + 13,292
AIAT [U/l] 5,0-17,0 34,00 £ 1,41 20,53 +£ 1,30 21,00 + 8,12
ALP [U/] 50-229 101,00 £ 32,53 116,00 + 38,67 105,68 £ 47,45
Mocznik | ) 15747 | 470099 6,55+ 0,98 6,80 = 0,47
[mmol/l]
Kreaymna | 796161 | 5400£849 | 81554727 | 56,03+1145°
[umol/l]
TP [g/1] 65-79 54,50 + 3,54 63,25 + 4,56 58,30 2,15
Albuminy [g/1] 33-48 36,50 +£2,12 30,55+ 0,77 2 36,05+ 1,51 P

Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe (n=6), test t-Studenta
* — grupa Il (kontrola pozytywna) nie zostata uwzgledniona w analizie statystycznej, ze wzgledu na
niewystarczajqcq liczbe obserwacji (n=2)

** —test Manna-Whitney’'a

&b _ypartosci Srednie £ SD (n=6) w tym samym wierszu oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (p<0,05)

1 _ Winnicka, 2021

Badania biochemiczne krwi obwodowej wykazaly podwyzszong aktywnos$¢
aminotransferazy alaninowej i asparaginowej, odpowiednio od 20,53+1,30 U/l do 34,00+1,41
U/l (dla AlAT) 1 od 113,50+24,75 U/l do 190,65+72,34 U/l (dla AspAT), przy czym istotnie
(p<0,05) najwyzsza aktywno$¢ AspAT odnotowano w grupie I[II-MVs, w ktérej parametr ten
przekroczyt wartosci referencyjne ponad 2-krotnie. Sposrod badanych enzymow watrobowych,
jedynie aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP) mieécita si¢ w granicach wartosci

referencyjnych i wynosita srednio 108,87+37,51 U/l u wszystkich badanych zwierzat.
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Stezenie mocznika w surowicy krwi miescito si¢ w granicach wartosci referencyjnych
u wszystkich badanych zwierzat (od 4,70+£0,99 mmol/l do 6,80+0,47 mmol/l), w odr6znieniu
od stezenia kreatyniny, ktorej zbyt niski poziom stwierdzono w grupie 11 (54,00+8,49 umol/1)
oraz w grupie 1IV-BM-MSCs (56,03+11,45 umol/l).

U wszystkich owiec stwierdzono nieznaczne obnizenie stezenia biatka catkowitego
w surowicy krwi (od 54,50+3,54 g/1 do 63,25+4,56 g/l) w porownaniu do wartosci
referencyjnych dla tego parametru (65-79 g/1), przy czym stezenie albumin, stanowigcych
gléwng frakcje wszystkich biatek osocza, znajdowalo si¢ ponizej wartosci referencyjnych dla

tego parametru jedynie w grupie 111-MVs (30,55+0,77 g/1).

W tabeli 7 przedstawiono wyniki badan morfologicznych i biochemicznych krwi
obwodowej przeprowadzone w 3 dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej. WSszystkie
parametry morfologiczne krwi miescity si¢ w zakresach wartosci referencyjnych, nie
stwierdzono rowniez istotnych (p<0,05) r6zni¢ w obrazie morfologicznym krwi owiec.

Badania biochemiczne krwi wykazaly znacznie podwyzszong aktywno$¢ enzymow
watrobowych, tj. aminotransferazy alaninowej (od 34,50+4,21 U/l do 40,754+3,18 U/I)
i asparaginowej (od 149,00£16,97 U/l do 184,73+47,07 U/l) u wszystkich zwierzat
doswiadczalnych, obserwowang rowniez w dniu 0 (tabela 6), przy czym aktywnos$¢ AIAT
wzrosta o 20% w grupie ll-kontrolnej i az o 64% i 74%, odpowiednio w grupach IV-MSCs
i l11-MVs, w porownaniu do warto$ci tych parametréw notowanych w dniu przeprowadzenia
procedury chirurgicznej. Roéwniez aktywno$¢ AspAT ulegla znacznemu podwyzZszeniu
w grupie Il-kontrolnej oraz w grupie 1V-MSCs, odpowiednio o 31% i 64% (w poréwnaniu do
dnia 0). Nie stwierdzono natomiast wzrostu aktywnos$ci tego enzymu w grupie I1I-MVs.
W pordéwnaniu do wynikoéw badan uzyskanych w dniu przeprowadzenia zabiegu, w 3 dobie po
zakonczonej procedurze chirurgicznej stwierdzono nieznaczne obnizenie aktywnos$ci ALP
($rednio o ok. 7,5%) u wszystkich zwierzat doswiadczalnych. Srednia aktywnos¢ tego enzymu
wyniosta 99,50+13,54 U/l i (podobnie jak w dniu 0), miescita si¢ w zakresie wartosci
referencyjnych dla tego parametru surowicy krwi.
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Tabela 7. Parametry morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej pobranej od owiec w 3
dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej

Grupa Il
Parametr Normal [kontrola G[II\J/ITS;I ! G[K:g?:;]v
poz.]*
WBC [G/I] 4,0-13,0 5,70+ 0,14 7,40 + 0,99 8,44+ 1,79
RBC [T/1] 8,0-13,0 9,22 + 1,57 10,25 £ 0,30 9,62 +0,72
PLT [G/1] 170-530 | 380,00+ 7,07 | 313,50+3,64 | 366,80+ 114,08
AspAT [U/1] 40-96 149,00 + 16,97 | 184,73 +47,07 149,80 + 5,93
AIAT [U/] 5,0-17,0 40,75 + 3,18 35,65 + 5,74 34,50 + 4,21
ALP [U/] 50-229 93,50 + 33,23 115,00 + 9,25 90,00 + 32,72
Mocznik [mmol/l] ** | 4,15-7,47 5,91 +0,83 5,35+0,47¢2 6,76 £ 1,34°
Kreatynina [umol/l] | 79,6-161 46,00 +2,83 82,03 +4,80° | 51,20+£12,032
TP [o/1] 65-79 56,00 424 | 66,75+3,03° | 5800+1,582
Albuminy [g/1] 33-48 35,00 + 1,41 31,10+ 0,822 | 34,60+1,52P

Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe (n=6), test t-Studenta
* — grupa Il (kontrola pozytywna) nie zostala uwzgledniona w analizie statystycznej, ze wzgledu na
niewystarczajgcq liczbe obserwacji (n=2)

** — test Manna-Whitney 'a

&b _ywartosci srednie £ SD (n=6) w tym samym wierszu oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie (p<0,05)

1 _ Winnicka, 2021

W przypadku stezenia mocznika, w 3 dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej,
wzrost tego parametru stwierdzono w grupie Il (o ok. 25,7%), natomiast jego obnizenie (0 oK.
18,3%) w grupie 111-MVs, przy czym wartosci te miescity si¢ w normach dla tego parametru.

Stezenie kreatyniny ulegto obnizeniu w grupie Il (o ok. 14,8%) i w grupie IV-MSCs
(0 ok. 9,0%), pozostajac na niezmienionym poziomie w grupie [II-MVs, przy czym u zwierzat
z tej grupy, podobnie jak w dniu O, osiagngto ono istotnie najwyzsze wartosci 82,03+4,80
pmol/l.

W poréwnaniu do wynikow badan biochemicznych krwi uzyskanych w dniu
przeprowadzenia zabiegu (tabela 6), nie stwierdzono wigkszych zmian w stezeniu biatka
catkowitego (TP) oraz albumin w surowicy krwi. Srednio, stezenie tych sktadnikéw wyniosto
60,25+£5,72 g/l (TP) i 33,57+2,15 g/l (albuminy) w 3 dobie po zakonczonej procedurze
chirurgicznej, przy czym nadal utrzymywat si¢ trend istotnie (p<0,05) wyzszego stezenia TP
(66,75+3,03 g/1) i istotnie (p<0,05) nizszego stezenia albumin (31,10+0,82 g/1) w grupie III-
MVs w poréwnaniu do grupy IV-MSCs (odpowiednio 58,00+1,58 g/11 34,60+1,52 g/l).

Badania morfologiczne krwi obwodowej przeprowadzone w 6 dobie po zakonczonej
procedurze chirurgicznej (tabela 8) wykazaly znaczy wzrost zawarto$ci ptytek krwi

u wszystkich badanych zwierzat, przy czym najwyzszg ilos¢ PLT odnotowano w grupie V-
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MSCs (659,00+207,01 G/I), najnizszg za$§ w grupie ll1-MVs (478,50+50,98 G/I). Pozostate

analizowane parametry morfologiczne, tj. WBC i RBC nadal pozostawaty w granicach warto$ci

referencyjnych.

Tabela 8. Parametry morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej pobranej od owiec
W 6 dobie po zakonczonej procedurze chirurgiczne;j

Grupa Il
Parametr Normat [koni)rola Grupa Il Grupa IV
[MVs] [MSCs]
poz.]*

WBC [G/I] 4,0-13,0 5,95 + 0,64 6,96 + 0,058 6,34+ 1,33
RBC [T/1] 8,0-13,0 8,83 + 1,73 9,77 + 0,34 9,01 +0,71
PLT [G/] 170-530 | 633,50+242,54 | 478,50 £ 50,98 | 659,00 + 207,01

AsSpAT [U/1] 40-96 90,00 + 1,41 112,35 £ 23,12 9320+11,17

AIAT [U/l] 50-17,0 | 30,00+ 1,41 23,78 4,84 | 20,00 + 6,04

ALP [U/] 50-229 123,00 £ 53,74 | 109,75 £ 25,21 78,80 + 39,39
Mocznik [mmol/l] ** | 4,15-7,47 6,95+ 1,48 4,80+ 0,372 6,58 +1,50°
Kreatynina [umol/l] | 79,6-161 63,00 + 24,04 7420+6,00° | 51,60+9,022

TP [g/1] 65-79 54,00 £424 | 66,08+2,59° | 56,40+3212
Albuminy [g/I] 33-48 34,00 £ 1,41 31,93 + 1,31 34,40 + 2,30

Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe (n=6), test t-Studenta
* — grupa Il (kontrola pozytywna) nie zostata uwzgledniona w analizie statystycznej, ze wzgledu na
niewystarczajgcq liczbe obserwacji (n=2)

** —test Manna-Whitney’'a

&b _ywartosci Srednie £ SD (n=6) w tym samym wierszu oznaczone réznymi literami rézniq sie istotnie (p<0,05)

1 _ Winnicka, 2021

Poczawszy od 6 doby po zakonczonej procedurze chirurgicznej, w badaniach
biochemicznych krwi mozna bylo stwierdzi¢ wyrazna poprawe¢ parametrow watrobowych.
Wysoka aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (Srednio 36,974+3,33 U/1) i asparaginowej
($rednio 161,18+20,40 U/I), notowana w 3 dobie od zakonczonej procedury chirurgicznej,
ulegta wyraznemu obnizeniu, odpowiednio do 24,59+5,05 U/l 1 98,52+12,09 U/1, $rednio dla
wszystkich badanych owiec w doswiadczeniu. W przypadku AIAT, aktywnos$¢ tego enzymu
ulegta obnizeniu o ok. 26,4% w grupie II-kontrolnej, o ok. 33,3% w grupie I1I-MVs i az o ok.
52,7% w grupie 1V-MSCs, natomiast w przypadku AspAT, obnizyta si¢ o ok. 39,6% i 39,2%,
odpowiednio w grupie Il i 111, natomiast w grupie IV o ok. 37,8%.

Analizujac zmiany aktywnosci enzymow watrobowych przebiegajace w czasie,
poczawszy od 6 doby po zabiegu operacyjnym widoczny byl wyrazny spadek, zblizajacy
aktywnos$¢ AIAT do warto$ci referencyjnych lub nawet, pozwalajacy na ich osiggnigcie, co

miato miejsce w przypadku AspAT (w grupach Il-kontrolnej i IV-MSCs). Srednia aktywno$é
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ALP nie ulegata tak duzym zmianom i utrzymywata si¢ na wzglednie statym poziomie,
wynoszacym w 6 dobie po zakoficzonej procedurze chirurgicznej $rednio 103,85+22,68 U/l
u wszystkich zwierzat.

W przypadku st¢zenia mocznika i kreatyniny w surowicy krwi, w grupie Il-kontrolnej
odnotowano wzrost tych parametréw (odpowiednio o ok. 17,6% 1 ok. 36,9%), natomiast
w grupie Ill- MVs ich spadek (odpowiednio o ok. 10,3% i o ok. 9,5%), w poréwnaniu do
warto$ci uzyskanych w badaniach przeprowadzonych w 3 dobie po zabiegu operacyjnym. Na
kazdym z dotychczas przeprowadzonych etapow badan biochemicznych krwi stwierdzono
istotnie (p<0,05) wyzsze st¢zenic mocznika w grupie IV-MSCs niz w grupic II-MVs,
W odrdznieniu od kreatyniny, ktorej st¢zenie kazdorazowo bylo istotnie (p<0,05) wyzsze
w grupie 1I-MVs anizeli w grupie IV-MSCs zwierzat do§wiadczalnych.

Stezenie TP oraz albumin w surowicy krwi nie ulegato wyraznym zmianom w 6 dobie
po zabiegu operacyjnym, z wyjatkiem grupy IV-MSCs, w ktoérej odnotowano wzrost wartosci
tego parametru o ok. 17,0% (w poréwnaniu do wynikéw badan uzyskanych w 3 dobie). Nie
stwierdzono rowniez istotnych statystycznie réznic dla tego parametru, podobnie jak dla
gléwnej frakcji bialek osoczowych (albumin), ktorych stezenie bylo bardzo zblizone we
wszystkich grupach zwierzat do§wiadczalnych i wynosito $rednio 34,93+1,10 g/l.

Badania morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej owiec wykonano takze w 10
dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej, a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 9.

Wszystkie parametry morfologiczne krwi, tj. ilo$¢ biatych i czerwonych krwinek,
a takze plytek krwi miescily si¢ w zakresach wartos$ci referencyjnych u wszystkich zwierzat,
z wyjatkiem PLT w grupie I1I-MVs owiec, u ktorych ilo$¢ tych elementéw morfotycznych
nieznacznie przekroczyla gorny zakres wartosci referencyjnych, osiggajac 552,40+126,39 G/1.

Odno$nie wynikow badan biochemicznych krwi, warto podkresli¢ utrzymujaca si¢
tendencje do spadku aktywnosci enzymow watrobowych, zarowno w przypadku AspAT,
AIAT, jak rowniez ALP, ktorych warto$ci ulegly obnizeniu odpowiednio o ok. 17,6%, 14,2%
112,5% (w porownaniu do wynikdw badan biochemicznych krwi przeprowadzonych
w 6 dobie), i prawie dwukrotnie (w przypadku AspAT, AIAT) w stosunku do ich aktywnos$ci
w 3 dobie po przeprowadzeniu procedury chirurgicznej, osiggajac tym samym (u zdecydowane;j
wigkszosci badanych zwierzat) wartosci referencyjne dla tych parametrow biochemicznych
krwi.

W 10 dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej, stezenie mocznika w surowicy
krwi osiggneto bardzo zblizone warto$ci u wszystkich badanych zwierzat (Srednio 6,71+0,36

mmol/l) i mie$cily si¢ one w granicach wartosci referencyjnych (4,15-7,47 mmol/l). Zblizone
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wartos$ci odnotowano takze w przypadku stezenia kreatyniny ($rednio 53,63+1,91 pumol/l),
niemniej jednak byly to warto$ci ponizej granicy warto$ci referencyjnych dla tego parametru
biochemicznego krwi.

Nie stwierdzono rowniez istotnych statystycznie r6zni¢ w stezeniu biatka catkowitego
(TP) oraz albumin w surowicy krwi. Grupy II-MVs i IV-MSCs, charakteryzowaly si¢
jednakowym stgzeniem TP, mieszczacym si¢ w zakresie wartosci referencyjnych dla tego
parametru, w odroznieniu od grupy ll-kontrolnej, dla ktorej odnotowano o ok. 15,4% nizsze
stezenie TP w porownaniu do pozostaltych zwierzat doswiadczalnych, przy czym dodatkowo
stezenie biatka catkowitego byto w tej grupie ponizej zakresu wartosci referencyjnych. Takze
stezenie glownej frakcji biatek osoczowych (albumin) byto na bardzo zblizonym poziomie
u wszystkich zwierzat doswiadczalnych ($rednio 34,93+1,10 g/l), mieszczac si¢ w granicach

warto$ci referencyjnych (33-48 g/l) dla tego parametru.

Tabela 9. Parametry morfologiczne i biochemiczne krwi obwodowej pobranej od owiec w 10
dobie po zakonczonej procedurze chirurgicznej

Parametr Normal Grupa Il Grupa Il Grupa IV
[kontrola poz.]* [MVs] [MSCs]
WBC [G/I] 4,0-13,0 5,50+ 0,71 5,78 £ 0,61 6,42 + 0,51
RBC [T/1] 8,0-13,0 8,98 £ 2,09 8,67 +0,48 8,56 + 0,24
PLT [G/1] 170-530 528,00 + 159,81 | 552,40 + 126,39 | 440,00 + 210,36

AspAT [U/1] 40-96 82,00 + 2,83 84,40 + 14,03 | 77,20+ 11,50
AIAT [U/] 5,0-17,0 26,00 + 1,41 21,00 + 3,94 16,30 421
ALP [U/] 50-229 115,00 + 35,36 78,10 £20,03 79,60 £ 53,85

Mocznik [mmol/l] | 4,15-7,47 6,50 + 1,27 7,12+0,73 6,50 £ 0,52
Kreatynina 79,6-161 51,50 + 0,71 55,20 £ 5,40 54,20 + 9,86

[pmol/l] '

TP [g/l] 65-79 56,00 £ 5,66 66,40 + 1,82 66,00 + 3,00
Albuminy [g/1] 33-48 36,00 = 1,41 33,80 + 1,84 35,00 + 1,58

Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe (n=6), test t-Studenta

* — grupa Il (kontrola pozytywna) nie zostata uwzgledniona w analizie statystycznej, ze wzgledu na
niewystarczajgcq liczbe obserwacji (n=2)

! — Winnicka, 2021

85



7. Dyskusja i oméwienie wynikow

DIJD jest bolesna i powodujaca kalectwo choroba, ktora stanowi coraz wiekszy problem
zarowno w populacji cztowieka, jak i zwierzat [137,138]. Obecnie, znaczna liczba mtodych
pacjentow, zarowno w medycynie cztowieka i weterynaryjnej jest konsultowana ze wzgledu na
odczuwany dyskomfort zwigzany ze schorzeniami stawow. Uboga macierz komoérkowa
chrzastki stawowej oraz brak penetrujacych do niej naczyn krwionos$nych, limfatycznych czy
nerwOw nie sprzyjaja procesom regeneracji jej uszkodzen [71,139,140]. Ta naprawa jest
mozliwa tylko na wczesnych etapach rozwoju organizmu. Wygojony ubytek zlokalizowany
W powierzchni chrzestnej jest zwykle wypeliony chrzastkg wtoknista, ktora ma gorsze
wiasciwosci biomechaniczne. DJD stawdw rozwija si¢ i postepuje wraz z wiekiem i objawia
si¢ stanem zapalnym oraz sukcesywna degeneracjg chrzastki i kosci podchrzestnej, co skutkuje
utratg petnej funkcjonalnosci stawu. Czgsto podczas ruchu, zwlaszcza u zwierzat bioracych
czynny udziat w sporcie, tkanka ta poddawana jest znacznym obcigzeniom powodujacym jej
mikrourazy. Kulawizna spowodowana zmianami zwyrodnieniowymi jest do$¢ czgsta
przypadtoscia koni wyscigowych, prowadzaca do ich calkowitego wykluczenia ze sportu.
Odgrywa to istotng rol¢ ekonomiczng dla wiascicieli tych zwierzat [89,141]. Choroba ta
towarzyszy tez czgsto roznym etapom dysplazji stawow lokciowych i biodrowych u psow

i kotow.

Medycyna regeneracyjna i zastosowanie produktow inzynierii tkankowej (w tym
MSCs) cieszy si¢ obecnie bardzo duza popularnoscia w $wiecie nauki, metody te sa
wykorzystywane w terapii doswiadczalnej i klinicznej jako alternatywa dla inwazyjnego
leczenia chirurgicznego schorzen uktadu migsniowo-Szkieletowego. Naukowcy i klinicysci
z calego $wiata pracuja caty czas nad powstaniem bezpiecznych i skutecznych protokotéw
postgpowania w terapii OA z wykorzystaniem preparatow komorkowych i/lub ich
biopochodnych. Wielokrotnie w badaniach udowodniono skuteczno$¢ zastosowanych
medykamentdéw, polepszenie stanu klinicznego pacjenta, a takze ich dlugoterminowe
pozytywne efekty terapeutyczne. Pozytywne wyniki tych badan zachecajg do dalszych

poszukiwan jeszcze to lepszych i efektywniejszych metod w medycynie regeneracyjne;.

Odkrycie 1 opracowanie sposobow uzyskiwania MSCs dorostego organizmu pozwolito
na ich kliniczne wykorzystanie zaréwno u ludzi jak 1 u zwierzat [70,142]. Jednym
Z problematycznych tematow dotyczacych terapii komérkowe;j jest optymalne Zrédlo, z ktérego

mozna izolowa¢ material. Wykorzystywane W wigkszosci badan MSCs w terapii DJD
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pochodzity z tkanki thuszczowej (AD-MSCSs) lub ze szpiku kostnego (BM-MSCs). Procedury
pobrania materiatu i izolacji poszczegdlnych linii komorkowych z tych tkanek sg obecnie
dopracowane, natomiast niewykluczone, ze istnieje w dalszym ciagu lepsze, jeszcze nieodkryte
zrodto 1 metody izolacji MSCs z tkanek dawcy. Niestety do tej pory nie udalo si¢ tez ustali¢
standardowych protokotéw postepowania dotyczacych efektywnej dawki komorek,
czestotliwosci ich aplikacji czy sposobu podania w okreslonej jednostce chorobowe;.
Konieczne jest tez zwrdcenie uwagi na takie czynniki jak wiek dawcy, jego pte¢ czy przebyte
choroby. Czynniki te mogg mie¢ znaczacy wpltyw na jako$¢ i ilos¢ izolowanych MSCs

W materiale pobranym z danego zrodia.

Innym aspektem o problematyce etycznej w dalszym ciagu jest zastosowanie komodrek
auto- i allogenicznych. Przyjeto si¢, ze wykorzystanie preparatow zawierajacych autologiczne
MSCs jest bezpieczniejsze, ale ich pozyskanie i izolacja jest bardziej skomplikowana,
wydluzona w czasie i drozsza w odczuciu dla opiekuna zwierzecia. Alternatywa pozostaja
komorki allogeniczne, pochodzace od innego osobnika tego samego gatunku. Niestety
w dalszym ciggu pozostaje wiele niewiadomych dotyczacych uzycia tych komorek, jak ich
immunogenno$¢ czy potencjal do wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej w organizmie

biorcy.

W ostatnich latach MSCs byly wielokrotnie wykorzystywane jako alternatywna terapia
lecznicza u ps6w 1 koni. HA, PRP lub inne preparaty lecznicze byty czesto stosowane w tym
samym czasie wraz z MSCs. We wszystkich przypadkach wyselekcjonowane komorki
podawano bezposrednio jako iniekcje dostawowa, wstrzyknigcia punktowe przy akupunkturze
lub dozylnie. Rzetelna ocena dziatania MSCs 1 ich skutecznosci w leczeniu DJD jest mozliwa
tylko wtedy, gdy wyniki mozna porownaé z grupg kontrolng. Jednak na podstawie dostepnej
literatury wydaje si¢, ze nie zawsze jest to mozliwe, gtownie w przypadku prezentacji badan
klinicznych na pacjentach [71,143-145]. Badania z rownolegla grupa kontrolng pozwalajg na
wyciagnigcie jednoznacznych wnioskéw z przeprowadzanego eksperymentu i prawidtowa
ocen¢ wdrozonego leczenia u pacjentow klinicznych. Randomizowane badanie kliniczne
z wykorzystaniem placebo dotyczace skutecznosci terapii MSCs u pséw z OA stawoOw
biodrowych wykazato, ze wstrzykniecie AD-MSCs do stawu prowadzi do znacznej poprawy
jego funkcjonalnosci, ktora objawia si¢ mniejszg kulawizng, zmniejszeniem odczuwanego bolu
i wigkszym zakresem ruchu w poréwnaniu z grupg kontrolng [146]. Inne podobne badania
wykazaly, ze w wyniku stosowania AD-MSCs i 0socza bogatego w czynniki wzrostu (ang.

plasma rich in growth factors — PRGF) obserwowano poprawe sprawnosci fizycznej
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I zmniejszenie odczuwanego bolu u psoéw. Jednoczesnie w odniesieniu do poziomu
podstawowego kazdego badanego parametru u pacjentow z DJD stawu biodrowego, MSCs
wykazatly lepsze wyniki po 6 miesigcach trwania obserwacji [112]. Potwierdzajg to roéwniez
badania na psach z zastosowaniem AD-MSCs potaczonych z PRGF, gdzie wykazano poprawe
w zakresie funkcjonalno$ci i mniejszy dyskomfort zwigzany z odczuwaniem bolu wywotanego
przez DJD stawu biodrowego [114]. Skutecznos¢ MSCs w leczeniu DJD u pséw oceniano
réwniez w przypadku DJD stawu tokciowego i kolanowego [71,139,143,147,148]. W leczeniu
doswiadczalnie wywotanej OA stawu kolanowego u psow, grupa badanych zwierzat, u ktorych
stosowano jednoczesnie AD-MSCs wraz z PRP uzyskala korzystniejsze rezultaty
W porownaniu z grupg kontrolng (PBS), w ktorej zastosowano pojedyncze iniekcje PRP lub
AD-MSCs. Stwierdzono korzystne dziatanie preparatow leczniczych, $wiadczace o ich
stymulacji do syntezy ECM 1 proliferacji chondrocytéw. Preparaty te hamowaty roéwniez
reakcje zapalng w obrebie stawu [147]. Dostawowe iniekcje AD-MSCs podczas leczenia pséw
z DJD stawdw ramiennych skutkowaty znaczng poprawg w pordwnaniu z wczesniej stosowang
terapig farmakologiczng. Cechy UC-MSCs w leczeniu DJD badano zaréwno eksperymentalnie
[148], jak i u pacjentow klinicznych [139]. Badania na psach wykazaly znacznie wicksza
poprawe w reparacji chrzastki stawu kolanowego w grupie leczonej (UC-MSCs) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (s6l fizjologiczna). W grupie leczonej zmniejszyta si¢ objetos¢ ptynu
stawowego i odpowiedz zapalna [148]. Podobnie nie zaobserwowano dziatan niepozadanych
zwigzanych z UC-MSCs stosowanych u pacjentéw klinicznych z DJD stawu lokciowego.
Dodatkowo na podstawie 6-miesiecznej obserwacji zaobserwowano poprawe kliniczng u psow
po wstrzyknieciu dostawowym UC-MSCs w porownaniu z psami z grupy kontrolnej, ktérym
wstrzyknigto sol fizjologiczng [139]. Zbadano réwniez mozliwos$ci wykorzystania MSCs
W leczeniu koni z DJD, zarowno w uktadzie auto-, jak i allogenicznym [89,149,150]. Badania
kliniczne oceniajace mozliwo$¢ zastosowania produktu weterynaryjnego sktadajacego sie¢
z allogenicznych, chondrogennie indukowanych MSCs z pochodzacym od koni allogenicznym
osoczem wykazaty wyzszg skutecznos¢ w poréwnaniu z grupa kontrolng (sol fizjologiczna).
Poprawe kliniczng zaobserwowano nawet rok po podaniu preparatu, przy czym znacznie wigcej
koni pracowato na swoim poprzednim poziomie lub na poziomie wytrenowania w danym
momencie, w poréwnaniu z grupa kontrolng, w ktorej zastosowano placebo [149]. Magri i wsp.
[89] porownali skutecznos$¢ i bezpieczenstwo pojedynczych i powtarzanych dostawowych
iniekcji allogenicznych MSCs w leczeniu zapalenia ko$ci i stawow $rodreczno-palcowych
u koni. Ich wyniki wykazaly, Zze nie ma widocznych korzysci klinicznych z wielokrotnego

dostawowego podawania MSCs w odstepie 1-miesigca u koni z zaawansowang DJD stawu
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$rodreczno-palcowego w poréwnaniu z efektem pojedynczej iniekcji. Co ciekawe, jedno
z badan oceniato skuteczno$¢ leczenia przy podawaniu autologicznych BM-MSCs z HA
W pordéwnaniu z iniekcja tylko HA do stawu kolanowego z eksperymentalnie wykonanym
ubytkiem w chrzgstce stawowe]j kiykcia przysrodkowego kosci udowej u koni. Cytowani
autorzy nie wykazali znaczacych réznic klinicznych ani histologicznych w obu grupach
badanych zwierzat. Jednakze ich wyniki potwierdzaja, ze dostawowe stosowanie BM-MSCs
poprawia jako$¢ reparacji chrzastki dzigki zwigkszonej zawartosci agrekanu i jedrnosci
nowopowstatej tkanki [150]. W badaniach wiasnych, do gojenia ubytku chrzastki stawowej
u owiec wykorzystano taka sama ilo$¢ autologicznych BM-MSCs, tj. 20x10° komoérek/zwierze,
jak w przeprowadzonym doswiadczeniu przez Mcllwrait 1 wsp.. Pozostate roznice
w porownywanych doswiadczeniach dotyczyty braku jednoczesnej podazy HA do
operowanego stawu kolanowego u owiec, a takze techniki implantacji preparatu komorkowego
— nasgczenie skafoldu kolagenowego podczas artrotomii stawu kolanowego. W efekcie na
podstawie oceny makroskopowej tkanek stawu kolanowego mozna wnioskowaé, ze
zastosowana technika nie miata wptywu na uposledzenie biomechaniki operowanych stawow
po zakonczonym 180-dniowym okresie obserwacji. Dopiero w trakcie oceny mikroskopowej,
mozna byto zauwazy¢ istotne r6znice pomig¢dzy grupa II (sol fizjologiczna), a grupg IV (BM-
MSC) w waskularyzacji obszaru tkanek przylegtych i toza ubytku, a takze jako$ci wypetienia
samego ubytku i odtworzenia cigglosci chrzastki stawowej, na korzy$¢ owiec z grupy IV
badanych zwierzat — uzyskanych 32,36% wiecej punktow. Na podstawie przeprowadzonych
obserwacji i analizy wynikow zmodyfikowanej skali ICRS mozna stwierdzié, ze wykorzystanie
BM-MSCs umozliwia szybsza reparacje ubytku powierzchni chrzestnej stawowej.
Przedstawione powyzej godne uwagi prace z zakresu schorzen ukladu mig$niowo-
szkieletowego sa potwierdzeniem tego, ze terapia komoérkowa moze by¢ z powodzeniem

stosowana jako alternatywa dla klasycznych metod leczenia ubytkow chrzastki stawowe;j.

Na przestrzeni ostatnich lat znacznie wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem MSCs
w leczeniu DJD. Niektore z doniesien naukowych sugeruja, ze za pozytywny efekt terapii
komorkowej stosowanej w OA odpowiedzialne sa aktywne biopochodne wydzielane przez
MSCs — EVs, Exo i MVs [151]. Przewlekle wydzielanie cytokin prozapalnych, be¢dacych
nieodiaczng skladowag stanu zapalnego, wplywa na metabolizm chondrocytow poprzez
wydzielanie mediatorow zapalnych i enzymow katabolicznych, ktore w efekcie skutkuja
zniszczeniem macierzy chrzestnej i zaostrzeniem choroby degeneracyjnej stawu. Wspodtczesnie

leczenie DJD opiera si¢ w gléwnej mierze na kontroli stanu zapalnego 1 wygaszaniu objawow
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klinicznych towarzyszacych postepujacej] w réoznym tempie chorobie. Wielokrotnie w celu
przyspieszenia procesOw reparacji chrzastki stawowej byty podejmowane proby wykorzystania
bardziej zaawansowanych technik inzynierii tkankowej, gdzie bezposrednio w ubytek
powierzchni chrzestnej implantowano produkty komérkowe osadzone na rusztowaniu skafoldu
[152]. Udowodniono, ze MSCs wydzielaja do swojego mikrosrodowiska szereg cytokin
I czynnikdw wzrostu, ktore w sasiadujacych komorkach sa odpowiedzialne za regulacje
wewnetrznych szklakéw sygnatowych, inicjuja angiogeneze, promuja naptyw nowych MSCs
i/lub komorek progenitorowych z otoczenia, a takze mogg oddziatywa¢ immunomodulujgco.
W rezultacie aplikacja do stawu manifestujgcego stan zapalny pozywki zawierajagcej BM-MSCs
lub AD-MSCs moze powodowaé hamowanie produkcji czynnikdw prozapalnych

I katabolicznych [128].

W raportowanych w dostepnej literaturze z zakresu regeneracyjnej medycyny
weterynaryjnej przypadkach uzyskane preparaty zawierajace pochodne MSCs — EVS, Exo
I MVs — byty aplikowane wylacznie na drodze iniekcji dostawowej u zywych zwierzat. Dla
poroéwnania w zaplanowanym do$wiadczeniu wlasnym gojenia ubytku powierzchni chrzestnej
u owcy, w eksperymentalnie wytworzony ubytek bloczka kosci udowej byt implantowany
skafold kolagenowy, ktory nastgpnie zostal nasagczony produktami inzynierii tkankowej — BM-
MSCs i MVs. We wszystkich opublikowanych dotychczas pracach postuzono si¢ wytacznie
matym modelem zwierzgcym — mysz, szczur lub krolik. Bardzo skromna ilo§¢ badan
dotyczacych wykorzystania MVs i innych biopochodnych MSCs w leczeniu DJD i/lub reparacji
ubytku powierzchni chrzgstnej na zywym modelu zwierzecym znacznie utrudnia poréwnanie
w stosunku do otrzymanych wynikow doswiadczenia whasnego. Niemniej badania Zhang’a
iwsp. [153] wykazaly, ze Exo pozyskane z ludzkich embrionalnych komorek
mezenchymalnych (HUES9) w porownaniu do grupy kontrolnej (PBS) sa zdolne do reparacji
do$wiadczalnie utworzonego ubytku chrzestno-kostnego w bloczku kosci udowej u szczura.
W trakcie innych badan wykorzystano Exo pozyskane z ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych btony maziowej (ang. synovial mesenchymal stem cells — SMSCs) do leczenia
OA stawu kolanowego u szczuréw. Wyniki doswiadczenia wyrazaly pozytywny potencjat
SMSC-140-Exos w zapobieganiu OA u szczuréow [154]. Sabry i wsp. [155] wykazali, ze
jednorazowe podanie MVs do stawu, w ktorym sztucznie wytworzono powierzchowny ubytek
powierzchni chrzestnej w klykciu kosci udowej u psa obserwuje si¢ funkcjonalng poprawe w
trakcie ruchu. W obrazie histologicznym zauwazalna byla wyrazna reparacja chrzastki

I odtworzenie obrazu histomorfologicznego jej struktury w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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(PBS). Z kolei Platas i wsp. w badaniach wtasnych obserwowali przeciwzapalny i protekcyjny
wpltyw pozywki kondycjonowanej pozyskanej z AD-MSCs ludzkich, ktéra zostala
wykorzystana w leczeniu in vitro OA chondrocytéw pochodzacych ze stawu kolanowego
[156,157]. Dotychczas tylko 3 prace badawcze raportuja wykorzystanie biopochodnych
izolowanych z BM-MSCs, dodatkowo wszystkie zostaty przeprowadzone w warunkach in
vitro. Qi i wsp. [158] wyizolowali Exo z kréliczych BM-MSCs, a nastgpnie badali ich wplyw
na pobudzone przez IL-1B chondrocyty w warunkach in vitro. Po zastosowaniu IL-1f3
obserwowano zmniejszenie zywotnos$ci i apoptoze aktywowanych chondrocytow ze zmiang ich
potencjatu btony mitochondrialnej. Wszystkie zaburzenia aktywnos$ci chondrocytow zostaty
zahamowane w momencie zastosowania Exo. Przeprowadzone badania wykazaty, ze Exo
izolowane z BM-MSCs hamuja apoptoze¢ indukowang przez mitochondria w odpowiedzi na IL-
1B, co moze sugerowa¢ nowa, innowacyjng, bezkomorkows terapie OA. Z kolei w badaniach
wilasnych Mao i wsp. [159] analizowali wptyw mechanizmu molekularnego egzosomalnego
miR-92a-3P i biatka WNTS5A na proces chondrogenezy i degeneracji chrzastki stawowe;.
Ekspresj¢ miR-92a-3p oceniono na modelu normalnych i pierwotnych ludzkich chondrocytow
z DJD (ang. primary human chondrocyte — PHC). W efekcie cytowani autorzy wykazali, ze
egzosomalny miR-92a-3p reguluje homeostazg chrzastki i jej rozwdj poprzez bezposrednie
oddziatywanie na biatko WNTSA. Sugeruje to, ze miR-92a-3p moze oddziatywac jako inhibitor
bialek Wnt i wykazywaé pozytywny potencjal na przebieg DJD. W innych badaniach Cosenza
i wsp. [160] na modelu OA chondrocytow mysich wykorzystali izolowane z BM-MSCs
egzosomy 1 mikropgcherzyki. Autorzy wykazali, Zze biopochodne MSCs moga ponownie
indukowac ekspresje markerow chondrocytow, jednocze$nie hamujgc ich markery kataboliczne
1 prozapalne. Stwierdzono rowniez, ze w zaplanowanym do$wiadczeniu uzyte biologiczne
pochodne wykazywaly efekt chondroprotekcyjny i1 hamujacy aktywacje makrofagow.
Podsumowujac Exo 1 MVs wywieraty podobny efekt terapeutyczny, jak komorki, z ktorych
zostaly wyizolowane — BM-MSCs. W raportowanym powyzej badaniu wlasnym in vivo
u owiec zauwazono bardzo podobny efekt, tj. w ocenie wynikéw zmodyfikowanej skali ICRS,
grupa III badanych zwierzat (MVs) otrzymata zblizony wynik punktowy (Srednia 25,0
punktow) w porownaniu do grupy doswiadczalnej IV (BM-MSCs) — $rednia w grupie 21,5
punktow. W obu badanych grupach obserwowano wzmozong angiogenez¢ okolicy ubytku
chrzastki stawowej 1 sukcesywne jego wypelnienie nowo powstatg tkanka laczng z
odtworzeniem cigglosci chrzastki na powierzchni stawowej. Wynik ten sugeruje, ze
biopochodne komorek macierzystych pochodzenia szpikowego wykorzystane w obu

przypadkach maja istotny wplyw na proces gojenia i przy$pieszaja reparacj¢ ubytkow
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powierzchni chrzestnej. W przytoczonych powyzej pracach badawczych z zakresu medycyny
regeneracyjnej, mozna zauwazy¢ tez pozytywny wpltyw biopochodnych izolowanych z BM-
MSCs na proces chondrogenezy i/lub chodroprotekc;ji.

Z uwagi na zasad¢ 3R, ktorej wytycznymi jest redukcja liczby zwierzat
wykorzystywanych w doswiadczeniach, celem zastgpienia W opisywanym powyzej badaniu
wlasnym wybrano gatunek zwierzat pozwalajacy na wykorzystanie osobnikéw o najnizszym
stopniu rozwoju ewolucyjnego — owca domowa (tac. Ovis aries). Wybor gatunku zwierzgcia
podyktowany byl wielkoScig eksperymentalnie wytworzonego ubytku chrzestno-kostnego
(Srednica 6,5 mm 1 glebokos¢ 10 mm), analogiczng pod wzgledem biomechaniki stawu
kolanowego 1 budowy histologicznej koséca owcy do koscca cztowieka. Posréd podobienstw
wymieni¢ mozna tez zblizong grubo$¢ warstwy chrzestnej stawu kolanowego, rozmiar ko$éca
owcy 1 dorostego cztowieka, o$§ dlugg konczyny, obecno$¢ wiezadet krzyzowych
I niesymetrycznie utozonych wiezadet pobocznych, tgkotek stawowych czy budowy dalszej
nasady ko$ci udowej [161].

Celem ograniczenia, ustalono minimalng liczebnos¢ grup eksperymentalnych,
konieczng do przeprowadzenia doswiadczenia: grupa | — 2 owce (kontrola negatywna); grupa
Il — 2 owce (kontrola pozytywna, 0,9% NaCl); grupa Il — 6 owiec (MVSs); grupa IV — 6 owiec
(BM-MSCs). Monitoring duzej ilo$ci parametréw i postepu gojenia si¢ tkanek u pojedynczego
zwierzecia nie byt w stanie dostarczy¢ rzetelnych i wyczerpujacych informacji na temat
badanych zjawisk w okresie rekonwalescencji pooperacyjnej. Okres obserwacji podyktowany
byt dtuga reparacja tkanki chrzgstnej, ktora zostata poddana ocenie.

Celem udoskonalenia, bdl 1 stres zwigzany z przeprowadzeniem doswiadczenia
ograniczony zostal przez utrzymanie zwierzat w stanie znieczulenia ogdlnego podczas
wykonywanych procedur operacyjnych. Zwierzeta byly stopniowo przyzwyczajane
I przygotowywane do kontaktu z cztowiekiem, a warunki ich bytowania byty starannie
dopasowane do potrzeb gatunku. Kontrolne badania kliniczne prowadzone byly z dbatoscia
0 minimalizacj¢ stresu u owiec, a stan ich zdrowia byl regularnie kontrolowany przez
opiekujacego si¢ nimi lekarza weterynarii.

W trakcie ogledzin makroskopowych operowanych stawoéw kolanowych u wszystkich
zwierzat — grupa I, 111 i IV — nie stwierdzono cech p6znego odczynu zapalnego, mogacego
mie¢ wpltyw na proces gojenia wytworzonych w warunkach eksperymentalnych ubytkow
chrzestno-kostnych. Obserwowane makroskopowo roznice dotyczyty roznego stopnia reparacji

ubytku powstatego w bloczku kosci udowej. W grupie 111 badanych zwierzat, w poréwnaniu do
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grupy II i IV stwierdzono najlepsze wypeknienie toza ubytku nowo powstatg tkanka

0 charakterze tacznotkankowym.

Na podstawie przeprowadzonej wielopunktowej oceny mikroskopowej powierzchni
stawowej bloczka kosci udowej w miejscu ubytku chrzgstno-kostnego u owiec w grupie Il nie
stwierdzono nagromadzenia komorek stanu zapalnego, tj. makrofagow, limfocytow
I granulocytow, ktore mogg mie¢ bezposredni wpltyw na proces gojenia tkanek i angiogeneze
w obszarze toza ubytku. W poréwnaniu do grupy doswiadczalnej III i IV w preparatach
mikroskopowych obserwowano znacznie gorszg odbudowg ubytku, jego stabsze wypekienie
za pomocg nowopowstalej tkanki tgcznej 1 brak odtworzenia ciggtosci chrzastki stawowe;.
Wynik zmodyfikowanej skali ICRS — $rednia 10,5/34,0 punkty — sugeruje najgorszy efekt
terapeutyczny zastosowanego protokotu leczenia ubytku powierzchni chrzgstnej sposrod

wszystkich grup badanych zwierzat.

Z kolei wynik oceny mikroskopowej powierzchni stawowej bloczka kosci udowej
w miejscu ubytku chrzgstno-kostnego u owiec w grupie Il wykazat w poréwnaniu do grupy
doswiadczalnej II i IV najlepszy efekt terapeutyczny zastosowanego leczenia — $rednia
25,0/34,0 uzyskanych punktéow. Pomimo niewielkiej obecnosci komoérek stanu zapalnego
(makrofagi, limfocyty) we wszystkich preparatach mikroskopowych w grupie 111 wykazano
wzmozong angiogeneze¢ okolicznych tkanek i jamy powstatego ubytku. W odniesieniu do grupy
I1'i 1V badanych zwierzat na uwage zastuguje stosunkowo obfita obecnos¢ szpiku kostnego
i odbudowa tkanek podpierajagcych chrzastke, co miato bezposredni wptyw na wypelnienie
przestrzeni ubytku nowopowstatg tkankg taczng 1 calkowite odtworzenie cigglosci chrzastki

stawowej.

Pohjakosciowa ocena mikroskopowa powierzchni stawowej bloczka kosci udowej
w miejscu ubytku chrzestno-kostnego u owiec w grupie IV wykazata w odniesieniu do grupy
IT 1 I badanych zwierzat stosunkowo dobra odbudowe macierzy ubytku i powierzchniowe
odtworzenie ciaglosci chrzastki stawowej. Srednia ocena punktowa w tej grupie wynosita
21,5/34,0 punkty. W preparatach mikroskopowych obserwowano brak obecnosci komorek
stanu  zapalnego (makrofagéw, limfocytéw, granulocytow). Pomimo wzmozZonej
waskularyzacji okolicznych tkanek i toza ubytku nie doszto do prawidtowej odbudowy tkanek
podpierajacych chrzastke, co skutkowalo gorszym wypelnieniem przestrzeni ubytku

nowopowstalg tkankg fagczng w porownaniu do grupy III (MVs).
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W barwieniu blekitem Alcjanu, w obu grupach (IIl i IV) stwierdzono wzrost
intensywnosci reakcji co §wiadczy o nasilonej syntezie proteoglikanéw wchodzacych w sktad

macierzy chrzestne;.

Podsumowujac ocen¢ mikroskopowa nalezy podkresli¢, ze tkanka wypetniajaca
przestrzenie migdzybeleczkowe u owiec jest silnie stluszczona, co jest cechg gatunkowas,
dlatego obecnosci komorek thuszczowych nie nalezy thtumaczy¢ jako zjawiska metaplazji u tego
gatunku zwierzat, ale powrotem do stanu wyjsciowego (czyli przed wytworzeniem ubytku).
Roéznice pomiedzy zastosowanymi technikami sprowadzajg si¢ do braku lub nieobecnosci
makrofagéw oraz zréznicowanej intensywnosci nadbudowy nowej tkanki tgcznej, w tym
chrzastki i kosci. Biorac pod uwage fakt obecno$ci makrofagéw w grupie II, ich obecnosé
w grupie III nie musi by¢ przyczynkiem do indukowania procesOw zapalnych, tylko
Swiadectwem toczacych si¢ tutaj procesow zernych, bedacych kontynuacja procesow
zwiazanych z wytworzeniem ubytku krytycznego. Slady te sa obecne we wszystkich grupach
badanych zwierzat (II, III i IV). Na podstawie obserwacji mikroskopowych i wynikow
zmodyfikowanej skali ICRS mozna wysuna¢ ostrozny wniosek, ze zastosowanie MVs (grupa
IlI) pozwala na lepsze wypehienie otworu krytycznego, szybszym zastapieniu tkanek
pierwotnych tkankami ostatecznymi i powrotem do pelnej funkcjonalnosci powierzchni

chrzgstne;.

Warto podkresli¢, ze uzyskana suma punktow oceny mikroskopowej (ryc. 36) w grupie
eksperymentalnej III i IV istotnie roznita si¢ (p<0,05), przy czym istotnie wyzsze noty
otrzymata grupa III (MVs) (25,00+0,89) w porownaniu z grupa IV (BM-MSCs) (21,50+1,38),
co wskazuje na korzystniejszy wptyw mikropecherzykow (MVs) na reparacje wytworzonego
eksperymentalnie ubytku chrzgstno-kostnego w bloczku kosci udowej u owcy i jego

wypehienie za pomocg nowopowstalej tkanki tgczne;.
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Ryc. 36. Poréwnanie sumy uzyskanych punktow oceny mikroskopowej u owiec z grupy I, HI
1 IV badanych zwierzat

wartosci srednie * odchylenie standardowe (n=6)
a-b _ywartosci Srednie w stupkach oznaczone réznymi literami réziniq sie istotnie (p<0,05), test t-Studenta

W ocenie ogolnej reakcji organizmu U operowanych zwierzat zwrocono szczegdlng
uwage na wybrane i kluczowe dla okreslenia przebiegu procesu zapalnego, parametry
morfologiczne, tj. liczba biatych krwinek (ryc. 37) i ptytek krwi (ryc. 38) oraz biochemiczne
krwi, tj. stezenie biatka catkowitego (ryc. 39) i albumin (ryc. 40) w osoczu krwi owiec z grupy
I1-kontrolnej, 111-MVs i IV-MSCs.

Poréwnujac liczbe biatych krwinek (ryc. 37) mozna byto stwierdzi¢, ze w 3 dobie od
zakonczenia procedury chirurgicznej nastgpit znaczy wzrost WBC, szczegolnie wyrazny
w grupie II-MVs i IV-MSCs, co moglo $wiadczy¢ o trwajagcym stanie zapalnym bedacym
odpowiedzia na eksperymentalne wytworzenie ubytku w bloczku kosci udowej stawu
kolanowego. W 6 dobie od zakonczenia zabiegu operacyjnego, w grupie 11-kontrolnej nadal
obserwowano nieznaczny wzrost liczby biatych krwinek, natomiast w pozostatych grupach,
wyrazny ich spadek, przy czym w grupie 1V-MSCs nastapito gwattowne obnizenie ilosci WBC
(do wartos$ci nizszych niz w dniu przeprowadzenia procedury chirurgicznej), natomiast
w grupie 11I-MVs spadek ten byt o wiele tagodniejszy. Najmniejsze wahania w ilosci WBC
notowano w grupie ll-kontrolnej, w ktorej rOwniez poczawszy od 6 doby stwierdzono tendencje

spadkowa. Efekt obnizenia wartosci WBC byl najprawdopodobniej spowodowany poprzez
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stosowanie w okresie pooperacyjnym lekow przeciwzapalnych 1 przeciwbdlowych
(meloksikam, metamizol).

Ostatecznie, liczba biatych krwinek w 10 dniu od zakonczenia procedury chirurgiczne;j
byta zblizona 1 wynosita $rednio 5,90+0,47 G/1 u wszystkich zwierzat doswiadczalnych,
pozostajgc przy tym w granicach wartosci referencyjnych dla tego parametru morfologicznego

krwi.

WBC
9,0
8,0
7,0
6,0 —e—Grupa IV - BM-MSCs

=50

—o—Grupa Il - MVs
4,0

3,0 Grupa Il - kontrola
pozytywna
2,0

1,0

0,0
Dzien 0  Dzien 3 Dzien 6  Dzien 10

Ryc. 37. Poréwnanie liczby leukocytow (WBC) u owiec z grupy II, III IV badanych zwierzat
W czasie

W przypadku PLT (ryc. 38) nie stwierdzono istotnych (p<0,05) réznic pomigdzy
poszczegblnymi grupami zwierzat doswiadczalnych w dniu 0, tj. w dniu przeprowadzenia
operacji, ani tez w 3 dobie po zakonczeniu procedury chirurgiczne;j. [1o$¢ ptytek krwi w dniu
operacji miescita si¢ w przedziale od 316,00+18,03 G/I (w grupie I1I-MVs) do 376,00+15,56
[G/1] (w grupie ll-kontrolnej), natomiast w 3 dobie po zakonczeniu procedury chirurgicznej,
w przedziale od 313,50+3,64 G/l w grupie III-MVS do 380,00+7,07 G/l w grupie II-kontrolnej.
Ilosci PLT miescity si¢ rowniez w granicach wartosci referencyjnych (170-530 G/I) dla tego
parametru morfologicznego krwi. W poréwnaniu do wynikéw badan morfologicznych krwi
uzyskanych w dniu przeprowadzenia procedury chirurgicznej oraz w 3 dobie po jej
zakonczeniu, zawarto$¢ ptytek krwi w 6 dobie wzrosta o ok. 52% w grupie III-MVs, 68%
w grupie Il-kontrolnej i az o 82% w grupie IV-MSCs, co najprawdopodobniej wynikato
zZ reakcji obronnej organizmu na przeprowadzony zabieg operacyjny. Warto jednak podkresli¢,

ze w 10 dobie po operacji, w przypadku grupy ll-kontrolnej oraz grupy IV-MSCs nastapito
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wyrazne obnizenie ilosci PLT (odpowiednio o ok. 16,6% 1 az o 33,2% %) w poréwnaniu
Z 6 dniem po zabiegu operacyjnym, w przeciwienstwie do grupy III-MVs, u ktérej wydawata
si¢ utrzymywac nadal tendencja wzrostowa w odniesieniu do tych elementéw morfotycznych
Krwi.

Ostatecznie, ilo$¢ ptytek krwi w 10 dniu od zakonczenia procedury chirurgicznej
miescita si¢ w zakresach wartosci referencyjnych u zwierzat w grupie II-kontrolnej oraz IV-
MSCs, natomiast nieznacznie przekraczata gorny zakres wartosci referencyjnych u zwierzat
w grupie 111-MVs, osiggajac u nich wartosci 552,40+126,39 G/1.

PLT
700,0
600,0
500,0
—o— Grupa IV - BM-MSCs
— 400,0
D) —e—Grupa lll - MVs
—300,0
Grupa Il - kontrola
200,0 pozytywna
100,0
0,0

Dzien 0 Dzien3 Dzien 6 Dzien 10

Ryc. 38. Porownanie liczby ptytek krwi (PLT) u owiec z grupy II, III IV badanych zwierzat w
czasie

Relatywnie najmniejszym wahaniom w czasie podlegato stgzenie bialka ogodlnego
w surowicy krwi owiec (ryc. 39). Zarowno w grupie II-kontrolnej, jak tez w grupie III-MVs
stezenie TP nie ulegalo w zasadzie zadnym zmianom 1 $srednio wynositlo w tych grupach
odpowiednio 55,13+1,03 g/1 i 65,62+1,60 g/l (0-10 doba), natomiast w przypadku grupy V-
MSCs, stezenie TP byto na bardzo zblizonym poziomie ($rednio 57,57+1,02 g/1) w okresie od
dnia 0 do 10 dnia po przeprowadzeniu operacji, w ktérym to stwierdzono gwattowny wzrost

jego stezenia (do wartosci 66,00+£3,00 g/l.).

W tym miejscu nalezatoby nadmienié, ze w dniu 0, tj. w dniu przeprowadzania operacji,
w przypadku wszystkich zwierzat stwierdzono nieznaczne obnizenie st¢zenia biatka

catkowitego w surowicy krwi ponizej dolnej granicy wartosci referencyjnych dla tego
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parametru (65-79 g/l). W grupie ll-kontrolnej poziom biatka ponizej normy utrzymywat si¢
przez caty okres prowadzonych badan biochemicznych krwi. W przypadku grupy IV-MSCs
osiggnat on dolng granice normy dopiero w 10 dniu od zakonczenia procedury chirurgiczne;.
Prawidlowe st¢zenie biatka calkowitego wykazywata w zasadzie jedynie grupa III-MVs
zwierzat doswiadczalnych, poczawszy od 3 na 10 dobie po operacji konczac, w ktorej stezenie

TP wynosito w tym okresie $rednio 66,41+0,34 g/1.

TP
80,0
70,0

/ /
60,0 -—

50,0

—eo— Grupa IV - BM-MSCs
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Ryc. 39. Poréwnanie stezenia biatka catkowitego (TP) u owiec z grupy II, III IV badanych
zwierzat w czasie

W odroéznieniu od st¢zenia TP, stezenie gtdéwnej frakcji biatek osoczowych (albumin)
w surowicy krwi ulegato duzym wahaniom w czasie (ryc. 40).

W grupie ll-kontrolnej oraz w IV-MSCs notowano obnizenie wartosci dla tego
parametru, zardwno po 3, jak rowniez po 6 dobach od zakonczenia procedury chirurgiczne;.
Dopiero w 10 dobie stwierdzono wzrost st¢zenia albumin w tych grupach, niemniej jednak nie
osiggnety one jeszcze poziomu uzyskanego w badaniu przeprowadzonym w dniu zabiegdéw
chirurgicznych. Zupelnie inaczej przedstawiaty si¢ zmiany stezenia albumin w surowicy krwi
owiec z grupy II-MVs. U zwierzat tych stwierdzono istotnie (p<0,05) najnizszy poziom
albumin w dniu przeprowadzonej operacji, a nastepnie systematyczny wzrost zawartosci tych
biatek w surowicy w kolejnych dniach.

Pomimo zmian w st¢zeniu albumin we krwi owiec w czasie, stezenia tych biatek
w surowicy krwi zwierzat z grupy ll-kontrolnej oraz z grupy 1V-MSCs oscylowat w granicach

wartos$ci referencyjnych dla tego parametru krwi, w odroznieniu od grupy I1I-MVs, w ktorej
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dopiero w 10 dniu od zakonczonej procedury chirurgicznej poziom albumin osiggnat dolng

granic¢ warto$ci referencyjnych.

Albuminy
37,0
36,0 \‘
35,0
34,0 ~
33,0
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pozytywna

Dzien 0 Dzien3 Dzien 6 Dzien 10

Ryc. 40. Poréwnanie st¢zenia albumin u owiec z grupy II, III IV badanych zwierzat w czasie

Medycyna regeneracyjna Stanowi alternatywna mozliwos¢ dla  dotychczas
wykorzystywanych metod leczenia, nie tylko schorzen w obrebie uktadu mig$niowo-
szkieletowego, ale takze chordb narzadowych czy urazéw skory. Mimo licznych odkry¢
I pozytywnych efektow leczniczych w dalszym ciagu potrzebne sa dalsze badania, ktore
umozliwig standaryzacj¢ protokotow i mozliwosc¢ zastosowania MSCs i/lub ich biopochodnych
— w tym MVs — w terapii danej jednostki chorobowej. Na przestrzeni ostatnich lat terapia
komoérkowa powoli staje si¢ zlotym standardem w leczeniu schorzen ortopedycznych.
Dowodem na to sa liczne prace badawcze, ale rowniez pacjenci kliniczni, u ktérych
z zadowalajacym efektem przeprowadzono terapi¢ leczniczg. Coraz wigksza dostepnose
wynikow w bazie danych medycyny weterynaryjnej umozliwia tez translacj¢ protokotow
terapeutycznych do medycyny cztowieka. Nowoscig, ktora prawdopodobnie zrewolucjonizuje
medycyne regeneracyjng sg produkty inzynierii tkankowej w postaci biopochodnych
izolowanych z MSCs — MVs. Produkty te na podstawie badan wiasnych mozna uznaé za
bezpieczne w leczeniu doswiadczalnego ubytku chrzgstno-kostnego. Jednoczes$nie konieczne
sg dalsze badania do$wiadczalne i kliniczne w celu dokladnej oceny wiasciwosci MVs,

mozliwosci ich zastosowania 1 optymalizacji terapii z ich udziatem.
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. Whnioski

. Zastosowanie autologicznych mezenchymalnych komorek macierzystych pochodzenia
szpikowego (BM-MSCs) i mikropecherzykéw (MVs) w leczeniu doswiadczalnie
wykonanego krytycznego ubytku chrzestno-kostnego zwigksza odbudowe tkanki tacznej
wypetniajagcej ubytek. Sposrod nich najbardziej korzystny wptyw wykazujag MVs.

. Dos$wiadczalne wykonanie krytycznego ubytku chrzestno-kostnego na powierzchni bloczka
kosci udowej nie powoduje rozwoju zmian zapalno-zwyrodnieniowych dostrzegalnych
w badaniu tomografem komputerowym i makroskopowym.

. Zastosowanie kolagenowego skafoldu nasgczonego autologicznymi mezenchymalnymi
komorkami macierzystymi pochodzenia szpikowego (BM-MSCs) i mikropgcherzykami
(MVs) w leczeniu doswiadczalnie wykonanego krytycznego ubytku chrzestno-kostnego nie
skutkuje zwickszona odpowiedzig zapalng organizmu odzwierciedlong w parametrach
morfologicznych krwi.

. Zastosowanie dostawowe mikropgcherzykéw (MVs) jest bezpieczne i nie powoduje

negatywnej reakcji miejscowej i ogolnej organizmu biorcy.
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9. Streszczenie w jezyku polskim

Stowa klucz: mezenchymalne komoérki macierzyste, mikropecherzyki, inzynieria tkankowa,
medycyna regeneracyjna, reparacja ubytku chrzestno-kostnego, choroba zwyrodnieniowa

stawOw, osteoartroza

W doswiadczeniu wilasnym oceniono wpltyw mikropecherzykow pochodzacych
z autologicznych BM-MSCs na reakcje ogodlng organizmu i gojenie si¢ eksperymentalnie
wytworzonego ubytku chrzestno-kostnego w bloczku kosci udowej u owiec. W badaniu
podzielonym na 2 etapy — 1) prefabrykacja BM-MSCs i MVs, 2) wszczepienie implantow —
wykorzystano 16 zwierzat, gatunku owca domowa (tac. Ovis aries), samic, rasy Merynos
polski, w wieku od 2 do 4 lat, o masie ciata od 43 do 66 kg. W celu badawczym zwierzeta
podzielono na 4 grupy: grupa | (2 owce, kontrola negatywna), grupa Il (2 owce, kontrola
pozytywna 0,9% NaCl), grupa Il (6 owiec, MVs), grupa IV (6 owiec, BM-MSCs).
W pierwszym etapie doswiadczenia W celu izolacji i ekspansji autologicznych BM-MSCs
I MVs $rodoperacyjnie pobrano szpik kostny z blizszej nasady kosci ramiennej. Nastgpnie
w drugim etapie badania u kazdej owcy z grupy II, IIT i IV w trakcie artrotomii prawego stawu
kolanowego wykonano ubytek chrzestno-kostny o $rednicy 6,5 mm i glebokosci 10 mm
W bloczku kosci udowej. Ubytki wypeltniono skafoldem kolagenowym, a nastgpnie nasagczono
go odpowiednio 0,9% NaCl, MVs lub BM-MSCs.

Obserwacja u operowanych zwierzat trwata 180 dni. Bezposrednio po zabiegach
operacyjnych, a takze w 90 i 180 dniu obserwacji wykonano kontrolne badanie tomografii
komputerowej stawoéw kolanowych. Posmiertnie u zwierzat przeprowadzono analize¢
makroskopowa i mikroskopowa okolicy ubytku chrzgstno-kostnego zlokalizowanego na
powierzchni bloczka kosci udowej. Do oceny ogdlnej organizmu postuzono si¢ badaniami
morfologicznymi i biochemicznymi krwi wykonanymi bezposrednio przed zabiegiem, a takze

w 3, 6 1 10 dobie po zabiegu operacyjnym.

W badaniach przesiewowych krwi obserwowano klasyczne dla stanu zapalnego
zwigzanego z zabiegiem chirurgicznym podwyzszenie liczby WBC i PLT we krwi obwodowej.
Na podstawie wynikow oceny mikroskopowej mozna stwierdzi¢ pozytywny wplyw MVs i BM-
MSCs na gojenie si¢ 1 wypelnienie toza ubytku nowo powstatg tkankg taczng w poréwnaniu do
grupy Il —kontrola pozytywna. Analiza statystyczna wynikow oceny mikroskopowej wykazata
istotne (p<0,05) roéznice migdzy grupa III (MVs) i grupg IV (BM-MSCs), pod wzgledem

czterech ocenianych cech na korzys¢ grupy doswiadczalnej I11.
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10. Abstract

Key words: mesenchymal stem cells, microvesicles, tissue engineering, regenerative

medicine, regeneration of osteochondral defect, degenerative joint disease, osteoarthrosis

In planned experiment, the effect of microvesicles from autologous BM-MSCs on the
overall reaction of the body and the healing of an experimentally created an osteochondral
defect in the trochlear groove in sheep was conducted and assessed. The study was divided into
two stages: 1) prefabrication of BM-MSCs and MVs, 2) implantation - 16 animals of the
domestic sheep (Ovis aries), females of the Polish Merino breed, aged 2 to 4 years, body weight
from 43 to 66 kg. For the research purpose, the animals were divided into four groups: group |
(2 sheep — negative control), group 11 (2 sheep — positive control, 0.9% NaCl), group Il (6
sheep — MVs), group IV (6 sheep — BM-MSCs). In the first stage of the experiment, to isolate
and expand autologous BM-MSCs and MVs, bone marrow was collected intraoperatively from
the proximal epiphysis of the humerus. Then, in the second stage of the study, each sheep from
groups I, 111 and IV had an osteochondral defect 6.5 mm wide and 10 mm deep in the trochlear
groove during arthrotomy of the right knee joint. The cavities were filled with a collagen
scaffold and then impregnated with 0.9% NaCl, MVs or BM-MSCs, respectively.

Observation in operated animals lasted 180 days. Immediately after the surgical
procedures, and on the 90th and 180th day of observation, a control computed tomography
examination of the knee joints was performed. Post-mortem, macroscopic, and microscopic
analysis of the area of the osteochondral defect located on the surface of the femoral trochlea
was performed in the animals. The general assessment of the body was based on morphological
and biochemical blood tests performed immediately before the surgery, as well as on the 3rd,

6th, and 10th day after the surgery.

In blood screening tests, elevations of peripheral WBC and PLT counts, typical of
surgical-related inflammation, were observed. Based on the results of microscopic scoring, it
can be stated that MVs and BM-MSCs have a positive effect on regeneration and filling the
defect with newly formed connective tissue compared to group Il — positive control. Statistical
analysis of the results of the microscopy scoring showed significant (p<0.05) differences
between group 111 (MVs) and group 1V (BM-MSCs), in terms of four assessed features in favor

of experimental group 1.
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