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Zastosowanie chondrocytéw w medycynie

regeneracyjnej

Rekonstrukcja tkanki chrzestnej
jest waznym przedsiewzieciem inzy-
nierii tkankowej, podejmowanym ze
wzgledu na wysoka czestotliwosé
uszkodzen oraz jej bardzo ograniczone
zdolnosci regeneracyjne. Najstarsze,
najczesciej stosowane techniki to
abrazja i mikroztamania majace na
celu pobudzenie regeneracji tkanki.
Najnowsze metody to implantacja
autologicznych chondrocytow oraz
bardziej zaawansowana implantacja
autologicznych chondrocytéw powia-
zanych z macierza. Proces izolacji i
hodowli komérek chrzestnych jest
skomplikowany ze wzgledu na zjawi-
sko utraty fenotypu przez chondrocyty
spowodowane niska aktywnoscia
proliferacyjng i wysokim stopniem
odréznicowywania sie komorek. Innym
podejsciem jest pozyskiwanie mezen-
chymalnych komérek macierzystych
zréznych zrédet (m.in. ze szpiku kost-
nego, okostnej i blony maziowej) i ich
réznicowanie w chondrocyty.

Chrzastka to rodzaj tkanki tgcznej wy-
jgtkowo narazonej na uszkodzenia mecha-
niczne. Sktada sie z komoérek chrzestnych
(chondrocytow) i macierzy zewnagtrzko-
morkowej bogatej w proteoglikany, ktére
warunkujg jej wtasnosci mechanofizyczne
[1]. Jest ona jednym z gtéwnych celéw
inzynierii tkankowej i medycyny regene-
racyjnej, ze wzgledu na wysokg czestosc
urazow, szczegolnie chrzgstki stawowej,
jak rowniez choréb degeneracyjnych poste-
pujacych wraz z wiekiem (chondromalacja)
badz zwigzanych z reakcjami autoimmuno-
logicznymi. Bardzo ograniczona zdolnosc¢
tej tkanki do regeneracji stanowi od wielu
lat wyzwanie dla badaczy [2]. Dtugotrwata
hodowla, ktérej poddawane sg komorki
pobrane i wyizolowane z biopsji od pacjenta
ma wptyw przede wszystkim na ich fenotyp.
Chondrocyty zmieniajg profil réznicowania w
kierunku komorek fibroblastopodobnych lub
ulegajg hipertrofii [3]. Wigze sie to miedzy
innymi ze stopniowym obnizeniem syntezy
sktadnikobw macierzy zewnatrzkomérkowe;j
przez komorki, ktére umieszczone sg w nie-
naturalnym dla siebie otoczeniu [4]. Poda-
wanie pacjentom komorek o niewtasciwym
fenotypie powoduje ztg integracje z tkankag
i zwtdknienia w obrebie ubytku prowadza-
ce do zwigkszonej czestotliwosci ztaman i
szybszego powstawania urazow [5].

Charakterystyka tkanki chrzestnej
Wyréznia sie trzy rodzaje tkanki chrzest-

Cartilage reconstruction is a crucial
issue for tissue engineering because
of high damage frequency in connec-
tion with low regenerative capacity. Mi-
crofractures and shaving are the oldest
and most commonly used practices.
The newest techniques are: Autolo-
gous Chondrocyte Implantation, Matrix
Associated Chondrocytes Implantation
and their derivatives. Dedifferentiation
of chondrocytes due to low prolifera-
tion rate and phenotype loss makes
isolation and in vitro culture of normal
human chondrocytes very complex.
Therefore, obtaining mesenchymal
stem cells from various sources and
differentiating them into chondrocytes
is another interesting approach.

nej o odmiennej organizacji budowy:
szklistg, widknistg i sprezysta, réznigce
sie miedzy sobg proporcjg masy macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM, ang. Extracel-
lular Matrix) do liczby komorek, jak rowniez
ich wzajemnym rozmieszczeniem [4]. W
organizmie cztowieka dominujgcg tkankg
chrzestng jest chrzgstka szklista, pokry-
wajgca powierzchnie stawowe. Chrzgstka
stawowa ma budowe warstwowg, defi-
niowang na podstawie ksztattu komoérek
i ich wzajemnego potozenia [6]. Warstwa
powierzchniowa jest bogata w komorki
przypominajgce fibroblasty, ponizej znajduje
sie warstwa posrednia z chondrocytami
witasciwymi, z ktérej izoluje sie komorki
do hodowli, oraz najgtebsza warstwa w
miejscu przechodzenia chrzgstki w kosc,
zawierajgca zwapniate komorki chrzestne.
Gtéwna funkcjg chondrocytéw jest produkcja
sktadnikow ECM — biatek i proteoglikanow.
Skfad i budowa macierzy maja istotny wptyw
na wtasciwosci tej tkanki. Wsrod biatek ma-
cierzy wyrdzniamy kolageny, a sposrod nich
na szczegodlng uwage zastuguje kolagen
typu Il, charakterystyczny dla tkanki chrzest-
nej. Proteoglikany stanowig nawet 40 %
jej suchej masy. Sg to glikozaminoglikany
(siarczan chondroityny A i C oraz siarczan
keratanu) kowalencyjnie zwigzane z rdze-
niem biatkowym [7]. Wiekszo$¢ z nich ma
zdolnos$¢ do tworzenia kompleksodw, a takze
do niekowalencyjnego fgczenia z kwasem
hialuronowym dzieki globularnej domenie
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obecnej w rdzeniu biatkowym. Gtéwnym
przedstawicielem proteoglikanéw w chrza-
stce jest agrekan. Odpornos$¢ chrzagstki na
odksztatcenia mechaniczne jest uzalezniona
od obecnosci proteoglikanéw posiadajacych
usiarczanowane glikozaminoglikany, ktore
majg zdolno$¢ do wigzania wody. Cecha ta
decyduje o silnym uwodnieniu tkanki wa-
runkujgc jej prawidtowe funkcjonowanie [1].
Wykorzystuje sie jg rowniez do oznaczania
sktadnikbw macierzy podczas barwienia
btekitem alcjanu. Ze wzgledu na geste usie-
ciowanie macierzy przez kolagen i proteogli-
kany, chrzastka jest tkankg nieunaczyniong
i nieunerwiong, co znaczgco ogranicza jej
zdolnosci regeneracyjne [8,9].

Potencjalne zrodta komoérek wykorzysty-
wanych do regeneracji chrzgstki

Komorki chrzestne wywodzg sie z mezo-
dermalnego listka zarodkowego. Biorgc pod
uwage dobrze poznany i scharakteryzowany
szlak chondrogenezy, najszerzej wykorzy-
stywanymi komorkami w celu usprawnienia
regeneracji tej tkanki, obok chondrocytow
izolowanych z biopsji tkanki chrzestnej
pacjenta, sg mezenchymalne komorki ma-
cierzyste (MSCs ang. Mesenchymal Stem
Cells). Mozna je pozyskiwac z kilku zrodet.
Najczesciej stosowane sg MSCs pochodza-
ce ze szpiku kostnego [10,11]. Wykazano ich
wysoki potencjat roznicowania w kierunku
chondrocytow, a ze wzgledu na tatwosc¢
izolacji sg najczesciej wykorzystywane do
badan nad chondrogenezg [12]. MSCs
mogag by¢ izolowane takze z okostnej,
ochrzestnej oraz btony maziowej. W bada-
niach poréwnujacych zdolno$¢ do odtwa-
rzania tkanki chrzestnej prowadzonych na
MSCs réznego pochodzenia, dowiedziono
najlepszych wtasciwosci MSCs izolowanych
z blony maziowej [13].

Zjawisko odréznicowania sie chon-
drocytéw izolowanych z tkanki chrzestnej,
prowadzace do utraty ich pierwotnego feno-
typu jest jednym z najwiekszych probleméw
zwigzanych z namnazaniem tych komérek
in vitro. W tkance rezydujg one po kilka w
jamkach zagtebionych w macierzy zewnatrz-
komorkowej. Liczba komérek przypadajgca
na 1 cm?® chrzagstki jest niewielka, zatem
réwniez wydajnos¢ izolacji jest czynnikiem
limitujgcym zastosowanie tej techniki na
szerokg skale [14]. W optymalizacji ho-
dowli kluczowym okazat sie wtasciwy dobor
pozywki hodowlanej i uktad przestrzenny
komorek w hodowli. Wykazano, ze komorki
z natury stabo adherentne, hodowane w
uktadzie dwuwymiarowym na podtozu poli-
styrenowym tracg swoj prawidtowy fenotyp
[15]. Najprostszym sposobem stworzenia
komodrkom tréjwymiarowych warunkéw do
wzrostu byto umieszczanie ich w agarozie,
tworzenie kultur peletowych i tzw. ,mikro-
mas” [16]. W tym celu wysiewano komorki
na bloczki agarozowe, badz poprzez wiro-
wanie przy predkosci 120 — 500 g tworzono
pelety komorkowe, ktére nastepnie inkubo-
wano w 37°C (5% CO,, 95% wilgotnosci)
przez 48 godzin, a potem umieszczano na
szalkach Petriego i hodowano w odpowied-
niej pozywce [17]. Te pierwotne systemy
tréjwymiarowe sprawdzity sie w wielu labo-
ratoriach ze wzgledu na ich prostote, niski
koszt uzyskania (bez uzycia specjalistycz-
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nego sprzetu) i stosunkowo dobre odwzo-
rowanie warunkow in vivo. Najwazniejszymi
czynnikami wyrézniajgcymi je od zwyktych
hodowli w monowarstwie jest zapewnienie
warunkow hipoksji komérkom znajdujgcym
sie w centrum peletu, odzwierciedlenie
gradientowej dystrybucji substancji odzyw-
czych oraz uniemozliwienie przylegania
komoérek do sciany naczynia [3]. Ten ostatni
czynnik ma duze znaczenie dla ekspresji
niektoérych receptoréw powierzchniowych,
w tym integryn, zwigzanych z jednej strony
z adhezjg komoérek, z drugiej z transdukcjg
sygnatu [18,19]. W konsekwencji adhezja
do podtoza ma wptyw m.in. na migracje
komoérek i ekspresje proteaz zaangazowa-
nych w przebudowe macierzy zewngtrzko-
morkowej, w celu dojrzewania i utrzymania
fenotypu przez chondrocyty [20]. Umozliwia
to zmiana architektury, udostepnianie zma-
gazynowanych w ECM czynnikéw wzrostu
i réznicowania oraz odstanianie miejsc ich
wigzania na komorkach [7]. Dtugotrwate sity
napiecia dziatajgce na chondrocyty stymulu-
jg je do produkcji zwigzkoéw katabolicznych,
np. cytokin prozapalnych (IL-1) lub meta-
loproteaz macierzy zewnatrzkomorkowej
(MMP13), co bezposrednio przektada sie
na obnizong synteze kolagenu typu Il . Ba-
dania japonskiej grupy potwierdzity, iz silne
rozciggniecie komorki powoduje wzmozong
ekspresje integryn i kinaz zaleznych od ad-
hezji, jak rowniez aktywuje mechanozalezne
kanaty wapniowe. Oba te czynniki sprzyjajg
utrzymywaniu fibroblastopodobnego fenoty-
pu komorek i wptywajg hamujgco na proces
chondrogenezy [18]. Wykazano réwniez, ze
rozptaszczone na podtozu_odréznicowane
ludzkie chondrocyty cechujg sie okoto
15-krotnie wyzszym poziomem fosforylaciji
kinaz ERK (ang. Extracellular signal-Regula-
ted Kinase), ktéry koreluje ze wzrostem pro-
liferacji i ograniczeniem syntezy kolagenu
typu Il [21]. Badania grupy prof. Takahashi
potwierdzity, iz blokowanie integrynozalez-
nego kontaktu miedzy komoérka a macierzg
zewnatrzkomoérkowg znaczaco wspomaga
proces chondrogenezy. Doswiadczenia
prowadzone na zréznicowanych chondro-
cytach sugerujg, iz podczas nadmiernego
przylegania komoérek do podfoza zmianie
ulega profil syntetyzowanego kolagenu z
typu Il na charakterystyczny dla fibroblastow
typ 1 [15].

Kolejng generacjg produktéw wykorzy-
stywanych do hodowli chondrocytéw w ukia-
dzie tréjwymiarowym sg réznego rodzaju
kapsuty m.in. z alginianu, kopolimeru kwasu
poli L-mlekowego i glikolowego (PLGA) [22].
Duze nadzieje poktada sie w strukturach
utworzonych z kappa karagenu. Ten izo-
lowany z krasnorostow polisacharyd jest
bogaty w grupy siarczanowe, co upodabnia
jego strukture do macierzy chrzestnej, a po
drugie zwieksza jego hydrofilowy charak-
ter. Tworzy sig z niego hydrozele w formie
ptatéow lub kapsut, w ktérych hodowane
sg komorki [23]. Popa i wspoétpracownicy
badali jego oddziatywanie z chondrocytami
réznego pochodzenia (linii komorkowej, z
przegrody nosowej i powstatych z ASC).
Testy wykazaty, ze zwigzek ten ma duzag
zdolno$¢ do gromadzenia wody, pozwala
na zachowanie przez komorki zdolnosci do
podziatéw, produkcji sktadnikbw macierzy

zewngtrzkomoérkowej oraz ekspresji marke-
réw chondrocytarnych (kolagenu I, czynnika
transkrypcyjnego SOX9 i agrekanu). Cechy
te utrzymujg sie jednak do 14 dni w hodowli
in vitro. Rozwigzanie to ma duzy potencjat
aplikacyjny, gdyz natozenie ptatka bagdz
kapsut z komérkami utatwia ich adhezje do
miejsca ubytku [23]. W badaniach przepro-
wadzonych przez Caron i wspotpracowni-
kéw poréwnano hodowle dwuwymiarowg
na podtozu polistyrenowym z najprostszymi
ukfadami tréjwymiarowymi, kulturg peletowg
i hodowla w kulkach alginianowych [3].
Analiza tempa wzrostu, zdolnos$ci syntezy
sktadnikéw macierzy (kolagen Il, GAG) oraz
ekspresji markeréow chondrocytéw prawi-
dtowych (m.in. SOX9) i hipertroficznych
(COL10A1 i RUNX2) wykazata, ze ukfad
3D ogranicza tempo proliferacji komorek i
hipertrofie przy réwnoczesnym zachowaniu
ich prawidiowego fenotypu. Rozwigzania
dotyczgce hodowli 3D opierajg sie m.in. na
technologii tzw. ,cell-sheet”, ktéra polega
na nieenzymatycznym odrywaniu arkuszy
komoérek (dzieki zastosowaniu uktadu
nieadherentnych naczyn i ptyt stopniowo
obnizajacych temperature) i ich pdzniejszym
skfadaniu w 3 — 5 warstwowe konstrukty 3D
wszczepiane w miejsce ubytku. Ta tech-
nologia, testowana na modelach mysim i
psim, powigzana ze stymulacjg komérek
zwigzkiem TD-198946, ktéry jest induktorem
tworzenia chrzestnej macierzy zewnatrzko-
morkowej, okazata sie skuteczna i bardzo
obiecujgca [24].

Ze wzgledu na wysokie koszty procedur
z wykorzystaniem komoérek i nosnikow,
dtugi czas potrzebny do wyhodowania
odpowiedniej liczby komérek oraz kompli-
kacje zwigzane z pobraniem materiatu do
hodowli, proponuije sie takze inne podejscie,
w ktérym nie wykorzystuje sie komorek, a
jedynie zelowe arkusze kolagenu | [20].
Metoda ta zaktada zdolno$¢ migracyjng
komorek chrzestnych i kompatybilno$¢
zeli kolagenowych z ECM chrzgstki. Proba
kliniczna z wykorzystaniem tej procedury,
przeprowadzona na 15 pacjentach wykazata
catkowitg integracje wprowadzonego no-
$nika z otaczajgca tkankg oraz zasiedlenie
go przez chondrocyty, co monitorowano
nieinwazyjnym obrazowaniem metodg
rezonansu magnetycznego (MRI, ang.Ma-
gnetic Resonance Imaging) [25]. Brakuje
jednak diugotrwatego monitorowania stanu
pacjenta w celu wykrycia ewentualnego wy-
tworzenia przez implant chrzgstki wioknistej,
a co za tym idzie wzrostu ryzyka dalszych
urazéw mechanicznych, jednak sam kieru-
nek wydaje sie byc interesujacy.

Badacze siegali po rozne tkanki, m.in.
tkanke kostng prébujgc wykorzystac ja
jako stymulator chondrogenezy, jednak
efekt byt niezadowalajgcy [26]. Badania
przeprowadzone w 2002 r. wykazaty wyso-
kg zdolnos¢ chondrocytéw izolowanych z
przegrody nosowej do produkcji sktadnikow
ECM [9]. Obecnie uwaza sie jednak, ze
wykorzystywanie komoérek wywodzgcych
sie z chrzastki sprezystej na powierzchniach
stawowych jest niebezpieczne ze wzgledu
na mozliwos¢ przywrdcenia ich pierwotnego
fenotypu. Przeprowadzono réwniez szereg
badan z wykorzystaniem multipotencjalnych
komérek macierzystych wyizolowanych z
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tkanki ttuszczowej. Mogg one roznicowacé
sie w komorki prekursorowe wspdlne dla
osteocytow i chondrocytow, ktdre pod wpty-
wem SOX9 dajg poczatek chondrocytom, a
pod wptywem m.in. RUNX2 osteocytom [27].
Komorki uzyskiwane z tkanki ttuszczowej
majg kilka podstawowych zalet, sg tatwo do-
stepne w duzej liczbie, ich pozyskiwanie nie
stwarza dodatkowego ryzyka (nie narusza
sie uszkodzonej juz tkanki), a ich wasciwo-
$ci nie odbiegajg od MSCs pozyskiwanych
ze szpiku kostnego [28]. Stwierdzono, ze
kokultura komérek macierzystych pocho-
dzgcych z tkanki ttuszczowej (ASC, ang.
Adipose derived Stem Cells,) z chondrocy-
tami powoduje przyspieszenie tempa proli-
feracji komérek chrzestnych oraz stymuluje
formowanie ECM. Ponadto dowiedziono,
ze ASC izolowane z podrzepkowego fatdu
ttuszczowego majg zdolnos¢ do dtuzszego
utrzymywania fenotypu w hodowli in vitro niz
chondrocyty [29].

Udziat czynnikéw wzrostu w proliferacji
chondrocytéw i utrzymaniu ich fenotypu

Gtownymi czynnikami wzrostu wyko-
rzystywanymi w hodowli chondrocytéw sg
te czagstki sygnatowe, ktére uczestniczg w
procesie chondrogenezy, miedzy innymi
TGF-B1, TGF-83, BMP 2, BMP 4, BMP 7,
IGF oraz bFGF [30,31]. Stosuje sie je nie tyl-
ko w celu indukciji réznicowania mezenchy-
malnych komoérek macierzystych w kierunku
chondrocytow, ale réwniez w celu utrzyma-
nia fenotypu komorek [14]. Zaréwno TGF-1
jak i BMP-2 indukujg produkcje kolagenu Il
in vitro. Ponadto BMP-2 wykazuje zdolno$¢
do wspomagania procesu réznicowania
komorek chrzestnych odréznicowanych w
trakcie hodowli in vitro [30].

Ubytki chrzastki i sposoby ich leczenia

Badania epidemiologiczne wskazujg, ze
uszkodzenia tkanki chrzestnej stanowig bar-
dzo powazny problem i jedng z najczesciej
wystepujgcych dolegliwosci zwigzanych z
uktadem narzgdu ruchu. Zgodnie z danymi
opublikowanymi w 2011 r. przez Gtéwny
Urzad Statystyczny na zapalenie kosci i
stawow cierpi 11% badanych, z kolei na reu-
matoidalne zapalenie stawéw ponad 8%.

Tabela |
Trzy generacje leczenia ubytkow tkanki chrzestnej.
Three generations of cartilage lesions treatment.

Wyréznia sie trzy stopnie urazéw
chrzastki stawowej:

- uszkodzenie powierzchni stawowej
niewptywajgce na mechanike stawu,

- mechaniczne uszkodzenie ogranicza-
jace sie do czesci chrzestnej,

- mechaniczne uszkodzenie obejmu-
jgce zarowno czes¢ chrzestng jak i kostng
stawu.

Urazy chrzgstki nastepujg w wyniku
kontuzji, a nastepnie odtamania fragmentu
chrzgstki lub na skutek stanu patologicz-
nego (chondromalacja lub reumatoidalne
zapalenie stawdw, zespot przedwczesnego
zuzywania sig chrzgstki stawowej), nasilajg
sie z wiekiem, w zwigzku ze wzmozong ak-
tywnoscig proceséw degeneracyjnych pro-
wadzgcych do mikroztaman [32]. Wszystkie
wymienione jednostki chorobowe wywotujg
znaczne pogorszenie jakosci zycia pacjen-
ta, a glébwnym ich objawem klinicznym sg
dolegliwosci bélowe i ograniczenie zakresu
ruchéw w dotknietym chorobg stawie.

Ubytki chrzgstki prébowano leczy¢ na
wiele sposobdéw. Jedng z pierwszych metod
byto opracowane w 1941 roku przez Ma-
gnussona usuniecie elementéw draznigcych
(ang. debridement), bardziej w celu zahamo-
wania rozwoju choroby niz jej wyleczenia
[2]. Krotkg charakterystyke najwazniejszych
metod zebrano w Tab. I.

W ciggu ostatnich dwudziestu lat istotnie
poszerzyt sie zakres mozliwosci odbudowy-
wania chrzgstki. Zaawansowane metody
inzynierii tkankowej cechuje jednak rézna
skutecznos$¢, a wcigz najpowszechniej sto-
sowang metodg pozostaje mikroztamanie
lub nawiercanie warstwy podchrzestnej w
miejscu ubytku. Jest to zabieg jednoetapowy
i moze by¢ wykonany podczas artroskopii
po usunieciu zbednych fragmentow tkanki
chrzestnej. W wytworzonej lozy wykonuje
sie otwory penetrujgce tkanke podchrzestng
za pomocg szydfa artroskopowego (ang.
chondro-peak). Nalezy zwréci¢ uwage,
aby otwory oddalone byty od siebie o kilka
milimetréow i miaty odpowiednig gtebokosc¢
(sygnalizowane jest to przez wyptyw kropli
ttuszczowych z wytworzonych kanalikow).
Pozwala to na dostep niezréznicowanych
komorek macierzystych szpiku, ktére migru-

ja do miejsca uszkodzenia i uczestniczg w
regeneracji ubytku przez odtworzenie nie-
petnowartosciowej chrzgstki widknistej lub
szklistopodobnej. Wstepne wyniki leczenia
sg zwykle dobre, natomiast dtugoterminowe
sg niezadowalajgce [33].

Metoda nowej generacji, rozwinietg w
obszarze inzynierii tkankowej, jest implan-
tacja autologicznych chondrocytéw (ang.
ACI, Autologous Chondrocyte Implantation,
Tabela |). Podczas pierwszego zabiegu
pobierana jest chrzgstka z obszaru niedo-
tknietego chorobg, z ktérej nastepnie izoluje
sie komorki i namnaza w warunkach in vitro.
Po uptywie ok. 3 tygodni komorki implantuje
sie w miejscu urazu i pokrywa ptatkiem
okostnej, ktory najczesciej pochodzi z ko-
Sci piszczelowej. Wyniki badan klinicznych
sg obiecujgce, jednak ingerencja w kos$¢
piszczelowa, jak i pdzniejsze wszywanie
okostnej w zdrowg chrzgstke powoduja, ze
z klinicznego punktu widzenia metoda ta
wydaje sie zbyt inwazyjna. Zadowalajgca
ocena kliniczna pacjentéw dotyczgca odczu-
wania dolegliwosci bélowych i powiekszenia
zakresu ruchow przemawia jednak za jej
zastosowaniem. Z meta-analizy przepro-
wadzonej na Uniwersytecie Wiedenskim
wynika, ze biorgc pod uwage piecioletni
okres badan ACI jest procedurg znacznie
skuteczniejszg od mikroztaman. Autorzy
jednakze zwracajg uwage na fakt, ze réznica
ta zaciera sie wraz z uptywem czasu [34]. W
literaturze spotka¢ mozna opisy badan dtu-
goterminowych, gdzie po uptywie dziesieciu
lat 75% pacjentow poddanych testom zgto-
sito znaczg poprawe i zniesienie objawow
klinicznych uszkodzenia chrzastki. Wyniki
podobnych badan zostaty zaprezentowane
m.in. w Miami podczas 8 Swiatowego Kon-
gresu ICRS w 2009r [35]. Metoda ACI zosta-
ta zastosowana w grupie dwustu dwudziestu
czterech pacjentow. Ocene przeprowadzono
na podstawie skali Lysholma, Tegner’a-
Wallgreen’a i Brittberg’a-Petersona (Tab.
I). Pierwsza kontrola po 3 latach wykazata
znaczng poprawe u badanych w odniesie-
niu do wszystkich trzech skali, wskazujgc
poprawe funkgcji kolana co przektada sie na
mozliwos¢ zwiekszenia aktywnosci fizycz-
nej. Analiza wynikow powtdrnej kontroli

Rodzaj metody Nazwa metody Opis
Techniki chirurgiczne opierajace sie na usunieciu zbednych i podrazniajacych fragmentéw tkanki (debride-
tradvevi debridement, ment) badZz majace na celu pobudzenie regeneracji poprzez wyptyw szpiku kostnego do miejsca urazu. W
radycyjna abrazje, mikroztamania 80% przypadkéw w grupie 59 pacjentéw zaobserwowano w ciggu 7-17 lat dobre i satysfakcjonujace wyniki
[46].
Metoda zaproponowana w 1994 przez Brittberg'a polegata na pobraniu materiatu z miejsc nieobcigzonych,
ACI (ang. Autologous Chondrocytes wyizolowania i rozhodowania a nastepnie aplikacji autolqglcznych chondrocytéw w miejscu urazu z uzyciem
Implantation) . ) . platka okostp €l [47.]’[4.8]'
| generaciji W technikach ACI-C i CACI zamiast pfatka okostnej stosuje sie dwuwarstwowg btone kolagenowa [49].
ACI-C, CACI (ang. Autologous Chon- s ) ’ ) L . X
drocytes Implantation with Collagen) tanowi ona nie tylkq ppdpore mechamczn_q dla przeszczepu ale rowniez aktywne rusztowanlelstymululqcel d_o
wytwarzania sktadnikéw ECM. Ocena kliniczna 24 miesiace po zabiegu byta w 74% przypadkéw co najmniej
dobra, jednak w niektorych po pewnym czasie doszto do przerostu [50].
I " AMIC (ang. Autologous Matrix Induced | Pofaczenie tradycyjnej techniki mikroztaman z biomateriatami, m.in. podwojng btong kolagenowej Chondro-
generacjl Chondrogenesis) Guide®. Stwarza dla komérek macierzystych szpiku Srodowisko sprzyjajace chondrogenezie [51].
MACI g?(?n dl\ﬁlg(t;n;(e-lrrﬁult;ergsﬁotr?)logous Metoda polega na implantacji autologicznych chondrocytéw hodowanych in vitro w biomateriatowej macierzy.
Il generacji MACT (ang Ma)':rix As‘;iste d Chondro- Moga by¢ one zbudowane np. z kwasu hialuronowego badz jego pochodnych usieciowanych w struktury
) ) trojwymiarowe (HYALOGRAFT®) [52].
cyte Transplantation)
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Tabelalll

Skale oceny skutecznosci leczenia ubytkow tkanki chrzestnej.

The scales of cartilage lesions treatment efficacy.

Nazwa skali Zakres punktacji Interpretacja Uwagi
Kwestionariusz
Ocena ruchomosci
Czy pacjent utyka?
0-bardzo 7le Czy musi chodzi¢ o kulach?
Lysholm 0-100 L Czy kolano blokuije sie podczas zgiecia/wyprostu?
100-bez dolegliwosci ; M o ,
Czy pacjent ma uczucie uciekania kolana? (ang. ,giving way
Czy wystepuja problemy z chodzeniem po schodach, robieniem przysiadow?
Ocena bélu
Czy wystepuje obrzek?
0-bardzo Zle Kwesfionariusz
Brittberg-Peterson 0-130 o 13 pytan dotyczacych poruszania sig i bolu z tym zwigzanego, ocenianych na
130- bez dolegliwosci : N B . .
podstawie wzrokowej skali analogicznej przez pacjenta, kazde od 0-10 pkt.
0-bardzo zle, pacjent nie moze Kwestionai
: westionariusz
Wall T 0-10 WykonyW;cl prﬁcy \'Nz.gledu na Aktywnosc fizyczna pacjenta.
allgren-egner oleg 'WOSC,' 6-10 moze osiagna¢ tylko pacjent, ktory uprawia sport amatorsko badz
10-bardzo dobrze, pacjent upra- Zawodowo
wia sport zawodowo
) . Kwestionariusz
AOFAS (ang. American Or'tho- 0-100 0-bardzo lee - Pod uwage brana jest ocena bélu (0-40pkt.), funkcji stawu (0-50pkt.) i ustawie-
paedic Foot and Ankle Society) 100-bez dolegliwosci .
nia stopy (0-10)
Kwestionariusz
, 11-komponentéw, w tym: ocena mozliwo$ci wykonywania czynnosci zycia
Lo 0-bardzo Zle ! o
Cincinnati 0-100 o codziennego, uczestniczenia w sportach
100-bez dolegliwosci A
Badanie kliniczne chorego kolana
Badanie rentgenowskie w celu oceny zmian zwyrodnieniowych
Kwestionariusz
ICRS (ang. International 0-100 0-bardzo Zle Ocena aktywnosci fizycznej pacjenta
Cartilage Repair Society) 100- bardzo dobrze Badanie kliniczne
Badanie rentgenowskie i artroskopia w celu oceny zmian zwyrodnieniowych

po uptywie okoto 13 lat od czasu zabiegu
wykazata, iz stan ten utrzymat sie bgdz
poprawit u 73% pacjentéw w poréwnaniu
do kontroli przeprowadzonej po uptywie 3
lat. Swiadczy to o wysokiej trwatosci im-
plantu i skutecznosci zastosowanej metody.
Ponadto 92% badanych deklarowato cheé
ponownego poddania sie tej procedurze ze
wzgledu na znaczng poprawe stanu zdrowia
[36]. Obiecujace wyniki leczenia opisywane
sg nie tylko dla tkanki chrzestnej stawu ko-
lanowego, ale takze np. w uszkodzeniach
powierzchni stawowej kosci skokowej.
Baums i wspotpracownicy opisali badanie, w
ktérym dwunastu pacjentdw z miejscowym
gtebokim ubytkiem chrzastki kosci skokowej
zostato poddanych procedurze ACI. Jako
kryterium oceny leczenia przyjeto skale
AOFAS (Tab. Il) i obrazowanie MRI. Po
uptywie 63 miesiecy sredni wynik w skali
AOFAS wyniost 88,4 pkt w poréwnaniu do
43,5 pkt przed operacja. Pacjenci poddani
procedurze zgtaszali zniesienie dolegliwosci
bolowych, a takze zdecydowang poprawe
w funkcjonowaniu i ustawieniu stawu [37].
W analizie z uzyciem MRI tylko w jednym
przypadku stwierdzono brak regeneraciji
chrzastki. Na podstawie powyzszych wyni-
koéw badan mozna stwierdzic, iz metoda ta
jest efektywna w leczeniu ubytkow tkanki
chrzestnej. O jej skuteczno$ci najlepiej
Swiadczy fakt, iz sportowcy znajdujgcy sie
w grupie badanej, powrdcili do czynnego
uprawiania sportu. ACIl zastosowano réw-
niez w leczeniu pourazowego uszkodzenia
powierzchni stawowej stawu tédeczkowa-
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to-promieniowego. Pomimo uszkodzenia
penetrujgcego przez catg grubosc¢ chrzagstki
metoda okazata sie skuteczna. Uzyskano
petny zakres ruchow, ktére nie powodo-
waty bolu u pacjenta. Dodatkowo badanie
rezonansem magnetycznym wykazato
catkowitg integracje implantu z miejscem
uszkodzenia [38].

Istotng modyfikacjg metody ACI, elimi-
nujgca koniecznos¢ pobierania ptytki okost-
nej z kosci piszczelowej jest implantacja
autologicznych chondrocytéw z membrang
kolagenowa (ACI-C, ang. Autologous Chon-
drocyte Implantation — Collagen, Tabela I).
Podobnie jak w pierwotnej technice (ACI)
podczas pierwszego zabiegu pobierana
jest zdrowa chrzgstka stawowa, z ktorej
w warunkach laboratoryjnych namnazane
sg chondrocyty. Podczas drugiej operacji
wyhodowane komorki wstrzykiwane sg pod
ptatek, ktory zamiast z okostnej wykonany
jestzdwuwarstwowej macierzy zbudowanej
z kolagenu wieprzowego typu I/lll. Gooding
i wspotpracownicy porownali wyniki leczenia
trzydziestu trzech pacjentéw poddanych
procedurze ACI z 35 pacjentami, u ktérych
wykonano ACI-C. Srednia wielko$é po-
wierzchni ubytku wynosita 4,54cm?. Jako
kryterium oceny przyjeto wynik badania
artroskopowego po uptywie jednego roku
oraz badanie kliniczne po dwéch latach od
zabiegu. Podczas kontrolnej artroskopii, az
36% pacjentéow po ACl wymagato wygtadze-
nia chrzastki (ang. shaving) ze wzgledu na
hipertrofie implantu, podczas gdy u pacjen-
téw po ACI-C nie odnotowano takich zmian.

Po 24 miesigcach wynik badania klinicznego
74% pacjentéw poddanych ACI-C okreslono
jako bardzo dobry badz dobry (znaczna
poprawa ruchomosci w dotknietym choro-
ba stawie, brak ograniczenia przez bol).
Rezultat leczenia pacjentéw poddanych
procedurze ACI po 2 latach obserwacji byt
podobny co wskazuje na zblizong skutecz-
nos¢ obu metod. Postuluje sie jednak, aby
zamiast okostnej uzywac btony kolagenowej
do przykrywania ubytkow [39].

Bardziej ztozong i rownie skuteczna, jed-
noetapowg metodg leczenia ubytkéw tkanki
chrzestnej jest zastosowanie tréjwymiarowej
membrany kolagenowej (AMIC, ang. Auto-
logous Matrix-Induced Chondrogenesis),
ktorg wkleja sie nad ubytkiem po uprzednim
wykonaniu mikroztaman (Tab. I). W tej meto-
dzie unika sie dodatkowego zabiegu, jakim
jest pobranie zdrowej chrzgstki do hodowli
chondrocytéw. Jako wieczko dla skrzepu
wytwarzajgcego sie po wykonaniu otwo-
réw uzywana jest dwuwarstwowa macierz
zbudowana z kolagenu wieprzowego typu
I/lll. Wptywa to nie tylko na ograniczenie
kosztoéw, ze wzgledu na krotszy i jednorazo-
wy pobyt w szpitalu, ale réwniez zmniejsza
ingerencje chirurgiczng w zdrowg tkanke.
Gille i wspotpracownicy przeprowadzili ba-
danie, podczas ktérego zastosowano AMIC
u dwudziestu siedmiu pacjentéw. Sredni
okres od zabiegu do ponownej ewaluacji
stanu pacjenta wyniost 37 miesiecy. W
ocenie skutecznosci leczenia postuzono
sie piecioma réznymi skalami (Meyera, Te-
gnera, Lysholma, Cincinnati i ICRS, Tabela
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I1). Srednia powierzchnia ubytku chrzastki
wynosita 4,2cm? (1,3-8,8 cm?). Bioragc pod
uwage wyniki (87% bardzo zadowolonych
pacjentéw) i obrazy uzyskane za pomocg
MRI wykazujgce petne wypetnienie ubytku
w wiekszosci przypadkow, dotgczajgc brak
zanotowanych skutkéw ubocznych, mozna
stwierdzi¢, iz procedura AMIC jest efektywna
i bezpieczna dla pacjenta. Préba przepro-
wadzona we Freiburgu przez Steinwachsa
i Kreuza dotyczyta 63 chorych z petnym
ubytkiem chrzastki stawowej, u ktérych
zastosowano AMIC. Pacjenci zostali podzie-
leni na 3 grupy w zaleznosci od lokalizacji
uszkodzenia (ktykie¢, bloczek, wewnetrzna
powierzchnia rzepki). Do oceny postuzyty
skale ICRS i Cincinnati, a takze badanie
rezonansem magnetycznym. Miejsce
wytworzenia mikroztaman zostato pokryte
macierzg kolagenowg. Stan zdrowia pa-
cjentow oceniany byt trzykrotnie po zabiegu
po uptywie 6,18 i 36 miesiecy. U znacznej
wiekszosci, niezaleznie od miejsca uszko-
dzenia, zaobserwowano poprawe jakosci
zycia i zniesienie dolegliwosci bélowych, a
badanie kliniczne korelowato z poprawng
odbudowg tkanki uwidocznionej podczas
badania MRI. U zadnego z pacjentéw nie
zaobserwowano przerostu chrzgstki w
miejscu wykonywania zabiegu.

Innym zaawansowanym produktem
inzynierii tkanki chrzestnej jest implantacja
hodowanych in vitro, autologicznych chon-
drocytéw na tréjwymiarowej matrycy, ktérg
stanowi np. kwas hialurunowy (Hyalograft)
(MACI, ang. Matrix-induced Autologous
Chondrocyte Implantation, Tab. I). W ba-
daniu przeprowadzonym na uniwersytecie
Zehjiang w Chinach zastosowano metode
MACI u siedmiu dorostych pacjentéow z
miejscowymi ubytkami chrzgstki w stawie
kolanowym. Efekty oceniono po uptywie
roku na podstawie wywiadu klinicznego
i MRI. U szesciu z siedmiu pacjentéw w
badaniu rezonansowym zaobserwowano
praktycznie catkowite odtworzenie chrzgstki
w miejscu ubytku natomiast u wszystkich
poprawe kliniczng. Zadowalajgce wyniki
uzyskano zwlaszcza u tych pacjentéw, u
ktorych ubytek wynosit powyzej 2 cm? [40].
W kolejnym badaniu przeprowadzonym na
uniwersytecie w Wiedniu oceniono stan
dwudziestu jeden pacjentéw poddanych
MACI. Wyniki byty bardzo zadowalajgce,
poniewaz u wszystkich badanych zaobser-
wowano znaczng poprawe zarowno w bada-
niu klinicznym jak i dobre wyniki odbudowy
chrzastki bez skutkéw ubocznych [41].

Zastosowanie chondrocytow apli-
kowanych w macierzy hialuronowej lub
kolagenowej, badz kapsut z biomateriatow
zawierajgcych chondrocyty to z pewnoscia
jedne z ciekawszych i bardzo obiecujgcych
kierunkéw badan.

Innym, réwniez bardzo interesujgcym
podejsciem do regeneracji tkanki chrzestnej
jest stosowanie osocza bogatoptytkowego,
PRP (ang. Plasma Rich Platelets). Ze wzgle-
du na niski koszt i tatwy sposob uzyskiwania
osocza ( po pobraniu krwi petnej od pacjenta
i dodaniu aktywatora probka poddawana jest
odwirowaniu, po ktérym otrzymujemy frakcje
bogatoptytkowg) metoda znajduje coraz
szersze zastosowanie. Nadzieje zwigzane
sg z faktem, iz tak przygotowany preparat
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zawiera specyficzne czynniki wzrostu (np.
TGFB1, IGF-1) niezbedne do procesow
regeneracyjnych chrzgstki. Obecnie PRP
uzywane jest jako augmentacja istniejgcych
juz metod typu mikroztamania czy MACI.
Jednakze ze wzgledu na relatywnie krotki
czas od wynalezienia tej metody w literatu-
rze Swiatowej nie pojawity sie jeszcze prze-
konywujgce badania, ktére potwierdzatyby
skutecznos¢ PRP.

Zastosowanie mezenchymalnych ko-
morek macierzystych w inzynierii tkanki
chrzestnej

W 2007 roku Kuroda i wspotautorzy
opisali przypadek 31-letniego zawodnika
judo, u ktérego zdiagnozowano ubytek
wielkosci 20 x 30 mm penetrujgcy przez
catg grubos¢ chrzastki w obszarze kiykcia
udowego przysrodkowego (IV stopien
wedtug skali ICRS). Zastosowano prze-
szczep autologicznych mezenchymalnych
komérek macierzystych izolowanych ze
szpiku kostnego i namnozonych in vitro.
Komorki podano do ubytku zawieszone w
zelu kolagenowym pokrywajac je okostna.
Po siedmiu miesigcach, podczas kontrolnej
artroskopii zaobserwowano catkowitg od-
nowe chrzgstki, jednak w badaniu histopa-
tologicznym stwierdzono tkanke chrzestng
szklistopodobng, charakteryzujgcag sie
m.in. heterogenng macierzg wzbogacong o
wiokna elastyczne [42]. Mezenchymalne ko-
morki macierzyste juz po dwoch tygodniach
syntezujg substancje miedzykomdrkowg
zawierajgcg kolagen typu Il i proteoglikany.
Po 6-8 tygodniach ubytek jest zapetniany
komérkami podobnymi do chondrocytow i
substancjg miedzykomorkowg zawierajgcg
kolageny typu |, I, proteoglikany i biatka nie-
kolagenowe. Mimo zblizonej do pierwotnej
chrzgstki szklistej budowy histologicznej,
tkanka chrzestna szklistopodobna ma
gorsze witasciwosci biomechaniczne, co
w efekcie moze powodowac jej szybsza
degradacje i czyni jg niepetnowartosciowg
[41,34]. Po uptywie roku objawy kliniczne
ulegty poprawie w stopniu pozwalajgcym pa-
cjentowi powréci¢ do czynnego uprawiania
sportu [42]. W tym samym czasie komorki
macierzyste pochodzace ze szpiku kostne-
go przeszczepiono u trzech pacjentow w
dziewieciu miejscach ubytku przechodza-
cego przez catg grubos¢ tkanki chrzestnej
w stawie rzepkowo-udowym. Po uptywie
szesciu miesiecy od zabiegu transplantacji
komorek macierzystych poprawe kliniczng
zaobserwowano u wszystkich trzech. Stan
ten utrzymat sie podczas nastepnej kontroli,
ktéra przeprowadzona byta po 17-27 mie-
sigcach [43]. Nejadnik i wspotpracownicy
podjeli sie préby poréwnania efektywnosci
przeszczepu macierzystych komoérek me-
zenchymalnych z ACI. Badaniem objeto
siedemdziesigt dwie osoby (podzielono
na 2 grupy). U wszystkich pacjentéow w
obrebie obu grup zaobserwowano poprawe
stanu klinicznego, a wyniki uzyskane w obu
grupach byly podobne. Za zastosowaniem
MSCs przemawia jednak fakt, ze metoda ta
wymaga tylko jednej operacji wykonywanej
na obcigzonym stawie w przeciwienstwie
do ACI [44].

Réwniez grupa prof. Giannini podjeta
probe leczenia zmian w chrzgstce kosci

skokowej z wykorzystaniem przeszczepu
MSCs pochodzgcych ze szpiku kostnego.
Zakwalifikowanych zostato 48 pacjentéw w
wieku 15 do 50 lat z ubytkiem o powierzchni
powyzej 1,5cm?, penetrujgcym na gtebokos¢
wiekszg niz 5mm. Zageszczenie pobranych
komérek macierzystych w warunkach sali
operacyjnej uzyskano za pomocg urzgdze-
nia Smart PReP. Tak przygotowany materiat
byt wszczepiany w miejscowg zmiane w sta-
wie skokowym z wykorzystaniem wczesniej
przygotowanego rusztowania z kolagenu lub
kwasu hialuronowego (w procesie estryfika-
cji kwasu hialuronowego powstaje podtoze
dla mezenchymalnych komoérek macierzy-
stych szpiku kostnego, ktére jednoczesnie
pobudza je do chondrogenezy). Do oceny
postuzyta skala AOFAS, badanie histolo-
giczne i MRI. Kontrola wykonana po $red-
nim okresie 24 miesiecy wykazata istotng
poprawe z 64,4 do 91,4 w skali AOFAS (po
uptywie srednio 11 miesiecy 94% pacjentéw
powrdcito do uprawiania sportu), histologicz-
nie zadna nowopowstata chrzgstka nie byta
w catosci chrzgstkg szklistg, natomiast w
badaniu MRI po 24 miesigcach zaobserwo-
wano petne wypetnienie ubytku u wiekszosci
pacjentéw [45].

Nowoczesne techniki zabiegdéw ortope-
dycznych potagczone z osiggnieciami inzy-
nierii tkankowej, wyznaczajg nowe trendy
w leczeniu i regeneracji uszkodzen tkanki
chrzestnej. Mimo, iz w niektérych przypad-
kach brakuje dtugoterminowych wynikéw
leczenia, to dotychczasowe osiggniecia
pozwalajg twierdzi¢, iz metody te sg coraz
bardziej skuteczne. Znaczna poprawa kom-
fortu zycia, ustgpienie dolegliwosci, poprawa
zakresu ruchow to czynniki przemawiajgce
za stosowaniem dostepnych technik rege-
neracji chrzgstki stawowej.

Podsumowanie

Mimo dynamicznego rozwoju inzynierii
tkankowej i skutecznego jej zastosowania
w medycynie regeneracyjnej, leczenie ubyt-
kow chrzgstki stawowej nadal pozostaje pro-
blematyczne. Optymalizacja rekonstrukcji tej
tkanki z petng kontrolg fenotypu komoérek
jest konieczna do uzyskania wtasciwych
efektow leczenia. Réwniez badania nad
molekularnymi mechanizmami warunkujg-
cymi homeostaze tkanki chrzestnej mogg
dostarczy¢ waznych wskazoéwek do skutecz-
nego pobudzenia jej regeneraciji i optymalnej
rekonstrukgji in vitro.
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