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				Biologiczne wspomaganie leczenia ortopedycznego

			

		

		
			
				Streszczenie

				Uszkodzenia narządu ruchu znacząco pogarszają mobilność i jakość życia, ograniczając aktywność życia codziennego. Aby leczenie ortopedyczne zakończyło się sukcesem, należy wziąć pod uwagę czynniki anatomiczne, fizjologiczne i biomechaniczne, ponieważ wszystkie one wpływają na procesy gojenia tkanek. Z tego punktu widzenia niezwykle istotne jest wspieranie tradycyjnych technik leczenia terapiami biologicznymi, gdyż uła-twiają one regenerację właściwej mikroarchitektury tkankowej. Preparaty takie działają na poziomie komórkowym (preparaty bogate w komórki zdolne do różnicowania - komórki mezenchymalne lub czynniki wzrostu) lub na poziomie tkankowym (matryce do naprawy np. tkanki chrzęstnej). W niniejszym artykule przeglądowym opisujemy najczęściej stoso-wane w leczeniu preparaty ortobiologiczne bogate w komórki mezenchymalne (szpik kost-ny, autologiczna tkanka tłuszczowa, tenocyty, pępowina, mocz i kaletka) oraz terapie oparte na preparatach bogatych w czynniki wzrostu prezentując molekularne podstawy ich funk-cjonowania i skuteczność.

				Wprowadzenie

				Ortopedia to dział medycyny, który skupia się na leczeniu wad wrodzo-nych, chorób i urazów układu ruchu, na który składają się kości, stawy, więza-dła, ścięgna, mięśnie, nerwy i naczynia. Z ortopedią ściśle związana jest trau-matologia, tj. chirurgia urazowa, której istotą jest operacyjne leczenie układu kostno-stawowego po urazach. Skuteczność leczenia ortopedycznego zależy przede wszystkim od prawidłowej diagnozy i wyboru właściwego postępo-wania przez lekarza, podczas którego wykorzystywane są zarówno metody leczenia zachowawczego, jak i operacyjnego. Niezależnie od sposobu, leczenie ortopedyczne musi uwzględniać czynniki anatomiczne, fizjologiczne i biome-chaniczne, które wpływają na procesy gojenia tkankowego. Stąd w nowocze-snej ortopedii stosuje się holistyczne podejście do terapii, bazujące na leczeniu per se tradycyjnymi technikami oraz wspomaganiu tego procesu terapiami biologicznymi, ułatwiającymi regenerację prawidłowej mikroarchitektury tkanki. Wspomaganie biologiczne może odbywać się na poziomie komórko-wym (preparaty bogate w komórki zdolne do różnicowania – komórki me-zenchymalne lub czynniki wzrostu) lub tkankowym (matryce do naprawy np. tkanki chrzęstnej). Istnieje wiele publikacji przeglądowych na temat metod biologicznych, które mogą poprawić gojenie operowanego kolana, łokcia czy ramienia. W publikacjach tych nie ma jednak podziału na metody stosowane w codziennej praktyce chirurga i metody, które w przyszłości będą mogły stano-wić dobrą alternatywę, ale obecnie pozostają na etapie analiz molekularnych. W niniejszej pracy podjęliśmy próbę usystematyzowania istniejącej wiedzy i przybliżenia Czytelnikom najczęściej stosowane preparaty ortobiologiczne z dwóch punktów widzenia: biologa molekularnego, opisując podstawy mole-kularne działania terapii wspomagania biologicznego oraz ortopedy, wskazu-jąc które z metod biologicznych są efektywne we wspomaganiu leczenia orto-pedycznego.

				Terapie oparte na preparatach bogatych w komórki mezenchymalne

				Techniki wspomagania komórkowego dotyczą wykorzystania preparatów o dużej koncentracji pluripotencjalnych komórek macierzystych. Komórki ma-cierzyste to niezróżnicowane komórki, które mają potencjał różnicowania się w określone typy komórek pochodzenia mezenchymalnego (tj. kości, tkanki tłuszczowej, ścięgien, mięśni, chrząstki) i namnażania się w nieskończoność [1] (Ryc. 1).

				Mezenchymalne komórki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells, MSC) to bardzo obiecujące narzędzia inżynierii tkankowej, ortopedii i medycynie rege-
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				neracyjnej, wykazujące wyjątkową skuteczność terapeu-tyczną [2,3]. Zastosowanie MSC opiera się na ich aktywacji przez cytokiny zapalne, przemieszczaniu do miejsca uszko-dzenia i kontrolowaniu procesu regeneracji tkanki poprzez uwalnianie szeregu czynników ułatwiających różnicowanie i proliferację komórek progenitorowych, hamując jednocze-śnie reakcje zapalne. Stąd, zastosowanie MSC do wspoma-gania gojenia i leczenia schorzeń mięśniowo-szkieletowych barku i kolana zyskało na popularności ze względu nie tylko na ich potencjał różnicowania w kierunku różnych komórek docelowych, ale również ich właściwości przeciwzapalne i angiogenne [4]. Wydzielane przez komórki mezenchymal-ne cytokiny przeciwzapalne i immunomodulacyjne zebrane zostały w Tabeli 1.

				Zidentyfikowano różne źródła MSC, w tym szpik kostny, tkankę tłuszczową, mięśnie, błonę maziową, okostną, ścię-gno, skórę właściwą i pępowinę lub krew obwodową [5]. Główne typy MSC zebrano w Tabeli 2.

				Szpik kostny jako źródło komórek mezenchymalnych

				Szpik kostny jest pierwszym poznanym i wykorzy-stywanym źródłem komórek mezenchymalnych w me-dycynie. W ortopedii BM-MSC (ang. bone marrow-derived mesenchymal stem cells) mogą być podawane jako aspirat lub koncentrat szpiku kostnego (ang. bone marrow aspi-rate, BMA, lub bone marrow concentrate, BMC). Aspirat 

			

		

		
			
				pozyskuje się głównie z talerza biodrowego, końca dal-szego kości udowej lub końca bliższego kości ramiennej i podaje w postaci zastrzyku w operowane miejsce (Ryc. 2A). Koncentrat uzyskuje się poprzez poddanie aspiratu separacji na frakcje poprzez wirowanie, a w operowane miejsce podaje się zastrzyk frakcji aspiratu, w której ko-mórki macierzyste są zagęszczone (Ryc. 2B). Od wielu lat najczęściej stosowaną metodą dostarczania BM-MSC jest stymulacja szpiku kostnego (ang. bone marrow stimulation, BMS), z wykorzystaniem mikrozłamań (ang. microfractu-res) lub mikronawiertów (ang. chanelling). Wówczas szpik kostny z wywierconych otworów może przemieścić się w uszkodzoną okolicę (Ryc. 2C).

				Autologiczna tkanka tłuszczowa jako źródło komórek mezenchymalnych

				Autologiczna tkanka tłuszczowa (ang. autologous adi-pocyte tissue, AAT) jest równie częstym źródłem komórek mezenchymalnych wykorzystywanym w ortopedii co szpik kostny. A-MSC (ang. adipocyte-derived mesenchymal stem cells) pozyskuje się z podskórnej tkanki tłuszczowej lub aspiratów po liposukcji [6]. Procedura izolacji prepara-tu bogatego w A-MSC odbywa się podczas operacji orto-pedycznej, najczęściej w znieczuleniu ogólnym. Najpierw pobiera się tkankę tłuszczową (około 100 ml) metodą li-poaspiracji lub liposukcji. Lipoaspirat poddawany jest na-stępnie obróbce mechanicznej (filtrowanie, rozdrabnianie) w celu zmniejszenia wielkości skupisk tkanki tłuszczowej, 

			

		

		
			
				Rycina 1. Potencjał różnicowania komórek mezenchymalnych.
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				Tabela 1. Cytokiny wydzielane przez mezenchymalne komórki macierzyste i ich komórki docelowe. (na podstawie [32].

				
					Cytokina

				

				
					Pełna nazwa

				

				
					Komórki docelowe

				

				
					IL-10

				

				
					Interleukina 10

					(ang. Interleukin 10)

				

				
					makrofagi, neutrofile, komórki dendrytyczne, limfocyty T pomocnicze, regulatorowe limfocyty T (Treg), komórki nowotworowe

				

				
					IL-6

				

				
					Interleukina 6

					(ang. Interleukin 6)

				

				
					neutrofile, monocyty, komórki dendrytyczne, limfocyty B, limfocyty T pomocnicze, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

				
					TGFβ

				

				
					Czynnik transformujący wzrostu β

					(ang. Transforming growth factor β)

				

				
					makrofagi, komórki NK, komórki dendrytyczne, limfocyty B, limfocyty T, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

				
					chemokiny

				

				
					ang. chemokines

				

				
					neutrofile, monocyty, komórki NK, eozynofile, bazofile, limfocyty

				

				
					CCL-2/

					MCP-1

				

				
					Ligand chemokiny 2/

					chemotaktyczne białko monocytów 1 (ang. chemokine ligand 2/

					Monocyte chemotactic protein 1)

				

				
					makrofagi, komórki śródbłonka naczyń, komórki plazmatyczne, limfocyty T pomocnicze

				

				
					CCL-5/

					RANTES

				

				
					Ligand chemokiny 5/

					RANTES (ang. chemokine ligand 5/ Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted)

				

				
					neutrofile, monocyty, komórki dendrytyczne, limfocyty T pomocnicze, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

				
					IDO

				

				
					Indoleamina-2,3-dioksygenaza

					(ang. Indoleamine-2,3-dioxygenase)

				

				
					Mo, komórki dendrytyczne, limfocyty B, limfocyty T, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

				
					VEGF

				

				
					Czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego

					(ang. Vascular endothelial growth factor)

				

				
					komórki dendrytyczne, komórki śródbłonka naczyń, limfocyty T pomocnicze, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

				
					ICAM

				

				
					Międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna

					(ang. Intercellular adhesion molecule)

				

				
					limfocyty B, komórki mezenchymalne

				

				
					PGE2

				

				
					Prostaglandyna E2

					(ang. Prostaglandin E2)

				

				
					makrofagi, monocyty, komórki NK, komórki dendrytyczne, limfocyty T, regulatorowe limfocyty T (Treg)

				

			

		

		
			
				Tabela 2. Główne typy komórek mezenchymalnych.

				
					Zródło komórek mezenchymalnych

				

				
					Nazwa komórek w języku polskim

				

				
					Nazwa komórek w języku angielskim

				

				
					Skrót

				

				
					Szpik kostny

				

				
					MSC pochodzące ze szpiku kostnego

				

				
					bone marrow-derived mesenchymal stem cells

				

				
					BM-MSC

				

				
					Tkanka tłuszczowa

				

				
					MSC pochodzące z tkanki tłuszczowej

				

				
					adipocyte-derived mesenchymal stem cells

				

				
					A-MSC

				

				
					Tenocyty (komórki ścięgna)

				

				
					MSC pochodzące z tenocytów

				

				
					tenocyte-derived mesenchymal stem cells

				

				
					T-MSC

				

				
					Pępowina

				

				
					MSC pochodzące z pępowiny

				

				
					umbilical cord-derived mesenchymal stem cells

				

				
					UCB-MSC

				

				
					Mocz

				

				
					MSC pochodzące z moczu

				

				
					urine-derived stem cells

				

				
					UDSC

				

				
					Kaletka

				

				
					MSC pochodzące z kaletki

				

				
					bursa-derived mesenchymal stem cells

				

				
					BD-MSC
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				Rycina 2. Pozyskiwanie preparatów bioortopedycznych bogatych w komórki mezenchymalne szpiku kostnego. (A) Pobranie aspiratu szpiku kostnego (BMA). (B) Przy-gotowanie koncentratu szpiku kostnego (BMC) bogatego w komórki mezenchymalne z aspiratu. (C) Stymulacja szpiku kostnego (BMS) przy pomocy mikrouszkodzeń kości ramiennej.
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				Tabela 3. Wybrane zastosowania preparatów zawierających komórki mezenchymalne w ortopedii.

				
					Typ komórek

				

				
					Miejsce podania

				

				
					Leczone schorzenie/uraz

				

				
					Forma podania

				

				
					Wyniki zastosowania

				

				
					Źródło

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw

					ramienny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rota-torów

				

				
					Iniekcja

				

				
					Przyspieszenie gojenia, zapobieganie dalszym uszkodzeniom, po 10 latach obserwacji 87% pacjentów wykazało integralność ścięgna.

				

				
					[33]

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw

					ramienny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rota-torów

				

				
					Augmentacja szwów BMA z talerza biodrowego

				

				
					Całkowite wygojenie 12 miesiące po terapii.

				

				
					[34]

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Szpotawość strukturalna kości piszczelowej

				

				
					BMS metodą mikrozłamań

				

				
					Lepsze wyniki w KSS, ICRS-CRA, IKDC, WOMAC.

				

				
					[35]

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Szpotawość strukturalna kości piszczelowej

				

				
					Iniekcja BMA

				

				
					Lepsze wyniki w Koshino, ICRS-CRA, IKDC.

				

				
					[36]

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Szpotawość strukturalna kości piszczelowej

				

				
					Iniekcja BMA

				

				
					Lepsze wyniki w, ICRS-CRA, WOMAC

				

				
					[37]

				

				
					BM-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Uszkodzenie łąkotki

				

				
					Augmentacja szwów BMA z talerza biodrowego

				

				
					Powrót do funkcjonalności, stabilne wyniki w obserwacji dwuletniej.

				

				
					[38]

				

				
					A-MSC

				

				
					Staw

					ramienny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rota-torów

				

				
					Iniekcja AAT

				

				
					Zagojenie kaletki barkowej po 12 miesiącach, stabilne wyniki przez 2 lata.

				

				
					[39]

				

				
					A-MSC

				

				
					Staw

					ramienny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rota-torów

				

				
					Iniekcja AAT

				

				
					Lepsze wyniki w ASES w 24. i 52. tygodniu.

				

				
					[40]

				

				
					A-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Osteoartroza

				

				
					Iniekcja AAT

				

				
					Mniejszy ból odczuwalny (KOOS, VAS).

				

				
					[41]

				

				
					A-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Osteoartroza

				

				
					Iniekcja AAT

				

				
					Lepsze wyniki w KOOS, IKDC, WOMAC. Powrót do funkcjonalności (TUG, 5xSTS, 10mWT). Poprawa siły mięśniowej (MVIC).

				

				
					[42]

				

				
					A-MSC

				

				
					Staw kolanowy

				

				
					Osteoartroza

				

				
					Iniekcja AAT

				

				
					Lepsze wyniki w KOOS, IKDC, mniejsze dolegliwości bólowe.

				

				
					[43]

				

				5xSTS – test funkcjonalny kończyny dolnej 5 times Sit-to-Stand, 10 mWT – test funkcjonalny kończyny dolnej 10m Walk Test, ASES – formularz standaryzowanej oceny stawu barkowego American Shoulder and Elbow Surgeons, ICRS-CRA – formularz standaryzowanej oceny stawu kolanowego International Cartilage Repair Society – Cartilage Assessment, IKDC – formularz standaryzowanej oceny stawu kolanowego International Knee Documentation Committee, KOOS – Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score, KSS – formularz standaryzowanej oceny chrząstki Koshino Staging System, MVIS – izometryczny test siły mięśni zginaczy i prostowników Maximal Isometric Voluntary Contraction, TUG – test funkcjonalny kończyny dolnej The Timed Up and Go, VAS – Visual Analogue Scale, WOMAC – formularz standaryzowanej oceny stawu kolanowego Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index.
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				Rycina 3. Pozyskiwanie preparatów bioortopedycznych bogatych w komórki mezenchymalne z tkanki tłuszczowej (A-MSC). Opis procedury w tekście.
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				oddzielenia frakcji oleistej oraz wyeliminowania pozosta-łości elementów morfotycznych krwi, które działają pro-zapalnie (Ryc. 3). Obecnie dostępne są gotowe zestawy komercyjne, które różnią się procesem pobierania oraz przygotowania preparatu bogatego w A-MSC. Powstałą 

			

		

		
			
				rozfragmentowaną tkankę tłuszczową bogatą w A-MSC zbiera się i wstrzykuje w leczone miejsce.

				Efekty terapeutyczne A-MSC przypisuje się pośred-niczeniu w ostrym zapaleniu ze zmniejszoną obecnością obrzęków i neutrofili [7], odwróceniu odpowiedzi blizny 

			

		

		
			
				Tabela 4. Wybrane zastosowania preparatów zawierających komórki mezenchymalne w modelach zwierzęcych schorzeń i urazów ortopedycznych stawu ramiennego.

				
					Typ komórek

				

				
					Miejsce podania

				

				
					Leczone schorzenie/uraz

				

				
					Model

				

				
					Forma podania

				

				
					Wyniki zastosowania

				

				
					Źródło

				

				
					T-MSC

				

				
					Staw rami-enny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rotatorów

				

				
					Szczur

				

				
					Iniekcja

				

				
					Znaczna poprawa naprawy ścięgien, zwiększenie produkcji kolagenu, poprawa orientacji włókien kolagenowych.

				

				
					[44]

				

				
					T-MSC

				

				
					Staw rami-enny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rotatorów

				

				
					królik

				

				
					Iniekcja

				

				
					Zmniejszenie nacieku limfocytów we wczesnej fazie naprawy, poprawa właściwości histologic-znych i biomechanicznych.

				

				
					[45]

				

				
					UCB-MSC

				

				
					Staw rami-enny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rotatorów

				

				
					królik

				

				
					Iniekcja

				

				
					Częściowa regeneracja ścięgien rotatorów, poprawa histologiczna.

				

				
					[46]

				

				
					UCB-MSC

				

				
					Staw rami-enny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rotatorów

				

				
					pies

				

				
					Iniekcja

				

				
					UDSC indukowane TGF-β3 pozostały żywe przez 6 tygodni po operacji. Większy obszar chrząstki włóknistej, większe odkładanie pro-teoglikanów i wyższa dwójłomność kolagenu w porównaniu z grupą kontrolną już po 12 tygodniach od naprawy.

				

				
					[47]

				

				
					BD-MSC

				

				
					Staw rami-enny

				

				
					Uszkodzenie pierścienia rotatorów

				

				
					mysz

				

				
					Augmentacja na rusztowanie ceramiczne

				

				
					Multipotencjalne różnicowanie in vitro oraz rozległe tworzenie się tkanki kostnej i ścięgnistej.

				

				
					[48]
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				Rycina 4. Pozyskiwanie preparatów bioortopedycznych bogatych w płytki krwi. (A) Pobranie krwi obwodowej. (B) Przygotowanie osocza bogatopłytkowego (PRP) bogatego w leukocyty i płytki krwi.

			

		

		
			
				Tabela 5. Czynniki wzrostu wydzielane przez płytki krwi i pełnione przez nie funkcje we wspomaganiu leczenia ortopedycznego [49-51].

				
					Czynnik wzrostu

				

				
					Pełna nazwa

				

				
					Funkcja czynnika we wspomaganiu leczenia ortopedycznego

				

				
					PDGF

				

				
					płytkopochodny czynnik wzrostu

					(ang. platelet-derived growth factor)

				

				
					Kluczowy czynnik regulacyjny w naprawie i regeneracji tkanek, stymuluje replikację (mitogenezę) i promuje angiogenezę. Zwiększa populację komórek gojących się, w tym mezenchymalnych komórek macierzystych i komórek osteoprogenitorowych, dlatego PDGF może wspomagać regenerację kości opartą na komórkach macierzystych.

				

				
					TGF-β

				

				
					Czynnik transformujący wz-rostu β

					(ang. Transforming growth factor β)

				

				
					Moduluje syntezę macierzy kostnej poprzez zwiększenie liczby komórek zdolnych do ekspresji osteoblastów i zmniejsza resorpcję kości poprzez indukcję apoptozy osteoklastów. Indukuje fibro-blasty do tworzenia kolagenu, komórki śródbłonka do angiogenezy, komórki chondroprogenitor-owe do chrząstki i komórki mezenchymalne w celu zwiększenia populacji komórek gojących się ran.

				

				
					VEGF

				

				
					Czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego

					(ang. Vascular endothelial growth factor)

				

				
					Podrodzinę VEGF stanowią białka sygnalizacyjne zaangażowane zarówno w waskulogenezę, jak i angiogenezę, co toruje drogę do gojenia.
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				włóknisto-naczyniowej w ostrym gojeniu ścięgien i ko-ści [8], zwiększeniu gęstości mineralnej kości [9], popra-wianiu funkcjonowania mięśni i zmniejszaniu nacieków tłuszczowych w mięśniach oraz zwiększeniu powierzch-ni chrząstki włóknistej [10].

				Obecnie we wspomaganiu leczenia ortopedycznego pacjentów zastosowanie znalazły preparaty biologicz-ne zawierające komórki mezenchymalne pochodzące ze szpiku kostnego i tkanki tłuszczowej (Tabela 3).

				Tenocyty, pępowina, mocz i kaletka jako źródło komórek mezenchymalnych

				Komórki macierzyste pochodzące z tenocytów (znane również jako komórki macierzyste pochodzące ze ścięgien, T-MSC, ang. tenocyte-derived mesenchymal stem cells) charak-teryzują się potencjałem wielokrotnego różnicowania w tenocyty, chondrocyty, osteocyty i adipocyty, wysoką klo-nogennością i zdolnością do samoodnawiania [11]. Cechy te, jak również zdolność do wytwarzania tropicznych czyn-ników parakrynnych, odgrywają kluczową rolę w poprawie regeneracji połączenia ścięgno-kość [12,13]. Zaproponowa-no, że wysoki poziom ekspresji genów związanych ze ścię-gnami (takich jak COL1A1, tenascyna C (TNC), Scleraxis (Scx) i tenomodulina (TNMD) w TDSC może przyczyniać się do spontanicznego różnicowania tenogennego [14]. Co więcej, wydzielanie genu/białka 6 stymulowanego TNF-α (TSG-6) przez T-MSC może sprzyjać gojeniu ścięgna z ko-ścią poprzez modulowanie odpowiedzi na sygnały uszko-dzenia, zmniejszanie stanu zapalnego i zapobieganie two-rzeniu się tkanki włóknisto-naczyniowej [15].

				Preparaty bogate w komórki T-MSC można wyizolo-wać ze ścięgna mięśnia nadgrzebieniowego, a także z gło-wy długiej ścięgna mięśnia dwugłowego ramienia podczas artroskopowych zabiegów naprawczych [16,17]. Niemniej jednak kliniczne zastosowanie T-MSC jest raczej trudne, ponieważ ich stężenie jest stosunkowo niskie, a szybkość proliferacji komórek jest niewielka [18]. Dodatkowo wy-kazano, że w hodowlach in vitro T-MSC stopniowo traciły swój fenotyp, zwiększał się udział syntezy kolagenu typu III i zmniejszał się poziom ekspresji genów związanych z tenocytami (takich jak TNMD) [19].

				Mezenchymalne komórki macierzyste pochodzące z pę-powiny (UCB-MSC, ang. umbilical cord-derived mesenchymal stem cells) mają wysoce samoodnawiający, wielokierunko-wy potencjał różnicowania, wysoką zdolność proliferacji, niską immunogenność i można je łatwo uzyskać z pępowi-ny [20,21]. Istotnymi zaletami komórek macierzystych po-chodzących z moczu (UDSC, ang. urine-derived stem cells), poza silną zdolnością do proliferacji i wielopotencjalnego różnicowania (w osteocyty, chondrocyty, adipocyty, neuro-cyty i miocyty), są nieinwazyjna i łatwa metoda pobierania [22]. Natomiast odkrycie potencjału komórek macierzy-stych pochodzących z kaletki (BD-MSC, ang. bursa-derived mesenchymal stem cells) przyczyniło się do wyjaśnienia funk-cji kaletki podbarkowej – może ona zwiększać właściwo-ści regeneracyjne sąsiadujących tkanek [23]. Komórki BD--MSC charakteryzują się różnicowaniem osteoblastycznym, adipogennym, chondrogennym i tenogennym in vitro i in 

			

		

		
			
				vivo, wysoką zdolnością proliferacyjną i różnicowaniem w kierunku komórek linii mezenchymalnych z dużą wydaj-nością [24]. Co więcej, komórki poddane działaniu białka morfogenetycznego kości-12 (BMP-12) wykazały ekspresję markerów tenocytów i przyjęły w hodowli wyrównaną morfologię, a po wysianiu na rusztowania ceramiczne in vivo utworzyły kość, a także tkankę przypominającą ścięgno [23,25]. Kilka cech BD-MSC, takich jak ścisła sieć włóknisto--naczyniowa, wysoka zawartość czynników wzrostu i duży potencjał progenitorowy komórek pochodzących z kaletki, może przyspieszać proces gojenia w ortopedii [23,25].

				Preparaty biologiczne zawierające komórki mezenchy-malne pochodzące z tenocytów, pępowiny, moczu i kaletki znalazły zastosowanie w badaniach schorzeń i urazów or-topedycznych stawu barkowego w modelach zwierzęcych (Tabela 4).

				Terapie oparte na preparatach bogatych w czynniki wzrostu

				Osocze bogatopłytkowe (ang. platelet-rich plasma, PRP) to produkt biologiczny definiowany jako część osocza krwi autologicznej o dużej koncentracji płytek krwi (trombocy-tów). Powszechnie przyjętą definicją PRP jest produkt o stę-żeniu 1,5 mln płytek krwi na 1 µl osocza [26]. Proces przygo-towania PRP (Ryc. 4) polega na pobraniu krwi obwodowej (zwykle 10 ml), a następnie jej odwirowaniu w celu separa-cji warstw: dolna warstwa (czerwona) zawiera erytrocyty, środkowa warstwa (biała) zawiera leukocyty i płytki krwi (PRP), a górna warstwa (żółta) stanowi osocze ubogopłyt-kowe (ang. platelet-poor plasma, PPP). Następnie PRP zostaje zebrane i wstrzyknięte w żądane miejsce, zazwyczaj jedno-razowo podczas operacji i dodatkowo 2-3 razy podczas wi-zyt kontrolnych.

				Potencjał wspomagania leczenia ortopedycznego osocza bogatopłytkowego leży przede wszystkim w granulkach α, które zawierają ponad 30 bioaktywnych białek, z których wiele odgrywa zasadniczą rolę w hemostazie i/lub gojeniu tkanek [27]. Białka te obejmują m.in. czynniki wzrostu, che-mokiny i cytokiny [28] (Tabela 5). Po uszkodzeniu tkanki lub bodźcu chirurgicznym, płytki krwi ulegają agregacji (aktywacja), a granulki α uwalniają do otoczenia część bia-łek (degranulacja) już w ciągu 10 minut po skrzepnięciu, przy czym ponad 95% czynników wzrostu jest wydziela-nych w ciągu 1 godziny [29]. Po tym początkowym „wyrzu-cie” czynników wzrostu, płytki krwi syntetyzują i wydzie-lają dodatkowe czynniki wzrostu przez kilka pozostałych dni swojego życia.

				Choć w publikacjach naukowych zazwyczaj nie są za-warte informacje na temat parametrów molekularnych PRP stosowanych u pacjentów (np. stężenia płytek krwi bądź poziomu ekspresji genów kodujących czynniki wzrostu), wiele z nich wskazuje na pozytywne efekty PRP we wspo-maganiu leczenia ortopedycznego. Każdego roku przyby-wa znacząca liczba doniesień literaturowych dotyczących wykorzystania PRP w ortopedii. Nasze wyszukiwanie pu-blikacji w bazie PubMed w dniu 3 listopada 2023 roku przy użyciu słów kluczowych „platelet-rich plasma” oraz „knee” wskazało na istnienie blisko 1 300 publikacji ukazujących się 
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				systematycznie od roku 2009, w tym 126 randomizowanych badań klinicznych, 81 metaanaliz i 149 systematycznych prac przeglądowych. Podobnie, wyszukiwanie publikacji w bazie PubMed przy użyciu słów kluczowych „platelet-rich plasma” oraz „shoulder” wskazało na istnienie ponad 400 publikacji ukazujących się systematycznie od roku 2007, w tym 59 randomizowanych badań klinicznych, 45 metaanaliz i 56 systematycznych prac przeglądowych. Taka ilość prac jednoznacznie wskazuje na aktualność i ważność tematu. Choć nie sposób przedstawić Państwu wyniki wszystkich prac, dwie najbardziej obszerne analizy systematyczne (obejmujące 42 publikacje z zakresu wykorzystania PRP w chorobie zwyrodnieniowej stawu kolanowego [30] oraz 13 metaanaliz z zakresu wykorzystania PRP w uszkodzeniu pierścienia rotatorów [31]) wskazują jednoznacznie na ko-rzyści kliniczne zastosowania osocza bogatopłytkowego w ortopedii, w tym przyspieszenie gojenia, zapobieganie dal-szym uszkodzeniom i poprawę wyników funkcjonalnych pacjentów.

				Podsumowanie

				Uszkodzenia narządu ruchu prowadzą do ograniczenia aktywności życia codziennego (ang. activities of daily living, ADL) i znacznie pogarszają mobilność i jakość życia. Możli-wości kliniczne chirurgii i konwencjonalnych metod lecze-nia są w pewnym stopniu ograniczone, co może przekładać się na niepełną efektywność i mniejsze zadowolenie pacjen-tów. Istnieje wiele badań wskazujących na wspomaganie regeneracji prawidłowej mikroarchitektury przyczepu ścię-gno-kość poprzez zastosowanie terapii ortobiologicznych z wykorzystaniem preparatów zawierających osocze bogato-płytkowe z czynnikami wzrostu czy komórki macierzyste. Wspomaganie ortobiologiczne nie jest zatem metodą leczni-czą, a jedynie elementem wspomagającym właściwy proces leczenia. Obecnie jednym z szeroko badanych zagadnień jest wykorzystanie w ortopedii komórek macierzystych modyfikowanych przed implantacją poprzez ekspozycję na różne czynniki wzrostu lub modyfikację warunków ho-dowli, w celu uzyskania pożądanego fenotypu. Co więcej, nowo poznany przeciwzapalny i przeciwapoptotyczny wpływ komórek macierzystych na gojenie się tkanek może mieć ogromny potencjał w zakresie regeneracji i poprawy funkcjonalności stawów. Niemniej jednak, aby leczenie bio-logiczne było bardziej skuteczne i jeszcze bardziej uspraw-niało gojenie, konieczne jest lepsze zrozumienie molekular-nych mechanizmów fizjologicznego gojenia ścięgien.
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				Abstract

				Damage to the musculoskeletal system significantly impairs mobility and quality of life, limiting everyday activities. For a successful or-thopedic treatment, anatomical, physiological and biomechanical factors must be taken into account as they all influence tissue healing. It is therefore of crucial importance to support traditional treatment with biological therapies, as they facilitate the regeneration of the tissue microarchitecture. Such orthobiologics work at the cellular level (orthobiologics rich in mesenchymal cells or growth factors) or at the tissue level (matrices for repairing e.g. cartilage). In this review, we describe the most frequently used orthobiologics rich in mesenchymal cells (bone marrow, autologous adipose tissue, tenocytes, umbilical cord, urine and bursa) and growth factors, presenting the molecular basis of their functioning and their clinical effectiveness.
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macierzyste pochodzace z moczu (ang. urine-
~derived stem cells)

STRESZCZENIE

szkodzenia narzadu ruchu znaczaco pogarszaja mobilnos¢ i jakos¢ zycia, ograniczajac

aktywnos¢ Zycia codziennego. Aby leczenie ortopedyczne zakoficzylo si¢ sukcesem,
nalezy wziaé pod uwage czynniki anatomiczne, fizjologiczne i biomechaniczne, poniewaz
wazystkie one wplywaja na procesy gojenia tkanek. Z tego punktu widzenia niezwykle
istotne jest wspieranie tradycyjnych technik leczenia terapiami biologicznymi, gdyz ula-
twiaja one regeneracje wlasciwej mikroarchitektury tkankowej. Preparaty takie dzialaja na
poziomie komérkowym (preparaty bogate w komorki zdolne do réznicowania - komérki
mezenchymalne lub czynniki wzrostu) hub na poziomie tkankowym (matryce do naprawy
np. tkanki chrzestnej). W niniejszym artykule przegladowym opisujemy najczesciej stoso-
wane w leczeniu preparaty ortobiologiczne bogate w komérki mezenchymalne (szpik kost-
ny, autologiczna tkanka thuszczowa, tenocyty, pepowina, mocz i kaletka) oraz terapie oparte
na preparatach bogatych w czynniki wzrostu prezentujac molekularne podstawy ich funk-
cjonowania i skutecznosc.

WPROWADZENIE

Ortopedia to dzial medycyny, ktéry skupia sie na leczeniu wad wrodzo-
nych, chordb i urazow ukladu ruchu, na ktéry skladaja sie kosci, stawy, wieza-
dla, sciegna, miesnie, nerwy i naczynia. Z ortopedia scisle zwiazana jest trau-
matologia, §j. chirurgia urazowa, ktérej istota jest operacyjne leczenie ukladu
Kostno-stawowego po urazach. Skutecznosé leczenia orfopedycznego zalezy
przede wszystkim od prawidlowej diagnozy i wyboru wlasciwego postepo-
wania przez lekarza, podczas ktérego wykorzystywane sa zarowno metody
leczenia zachowawczego, jak i operacyjnego. Niezaleznie od sposobu, leczenie
ortopedyczne musi uwzgledniac czynniki anatomiczne, fizjologiczne i biome-
chaniczne, ktore wplywaja na procesy gojenia tkankowego. Stad w nowocze-
snej ortopedii stosuje sie holistyczne podejscie do terapii, bazujace na leczeniu
per se tradycyjnymi technikami oraz wspomaganiu tego procesu terapiami
biologicznymi, ulatwiajacymi regeneracje prawidlowej mikroarchitektury
tkanki. Wspomaganie biologiczne moze odbywac sie na poziomie komorko-
wym (preparaty bogate w komérki zdolne do réznicowania - komérki me-
zenchymalne lub czynniki wzrostu) lub tkankowym (matryce do naprawy np.
tkanki chrzestnej). Istnieje wiele publikacji przegladowych na temat metod
biologicznych, ktére moga poprawic gojenie operowanego kolana, lokcia czy
ramienia. W publikacjach tych nie ma jednak podzialu na metody stosowane w
codziennej praktyce chirurga i metody, ktére w przyszlosci beda mogly stano-
wic dobra alternatywe, ale obecnie pozostaja na etapie analiz molekularnych.
W niniejszej pracy podjelismy probe usystematyzowania istniejacej wiedzy i
przyblizenia Czytelnikom najczesciej stosowane preparaty ortobiologiczne z
dwoch punktow widzenia: biologa molekularnego, opisujac podstawy mole-
kularne dzialania terapii wspomagania biologicznego oraz ortopedy, wskazu-
jac ktére z metod biologicznych sa efektywne we wspomaganiu leczenia orto-
pedycznego.

TERAPIE OPARTE NA PREPARATACH BOGATYCH
‘W KOMORKI MEZENCHYMALNE

Techniki wspomagania komérkowego dotycza wykorzystania preparatéw
o duzej koncentracji pluripotencjalnych komorek macierzystych. Komorki ma-
cierzyste to niezréznicowane komérki, ktére maja potencjal réznicowania sie
w okreslone typy komorek pochodzenia mezenchymalnego (t. kosci, tianki
tluszczowej, sciegien, miesni, chuzastki) i namnazania sie w nieskoriczonosé [1]
(Ryc. 1).

Mezenchymalne komérki macierzyste (ang. mesenclymal stem cells, MSC) to
bardzo obiecujace narzedzia inzynierii tkankowej, ortopedii i medycynie rege-

https:/ / postepybiochemii. ptbioch.edu.pl/
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