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Summary

Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease of the joints, characterized by irreversible destruction of
articular cartilage. The disease process is accompanied by changes of immunological nature, resulting in local
inflammatory reactions, with the production of proinflammatory cytokines and metalloproteinases. There is
currently no effective treatment resulting in repair of degraded cartilage. Clinical application of mesenchymal
cells (MSCs) creates new possibilities in the treatment of incurable diseases. Multipotent MSCs exhibit
immunosuppressive activity and limited immunogenicity and have the potential to differentiate in vitro towards
adipocytes, osteocytes, chondrocytes, myocytes and endothelial cells. Thanks to these biological properties, they
are increasingly used in clinical therapies. In few scientific papers, the safety of cellular therapies in the group of
dogs diagnosed with OA has been confirmed. In patients undergoing treatment with autologous intra-articular
injections, no serious adverse effects were observed, and in the vast majority of patients an improvement in
the clinical condition and reduction of pain and joint pain were achieved. The paper presents the current state
of knowledge on osteoarthritis in dogs, on the biological properties of adipose tissue stem cells and their use
in OA therapy and on monitoring the progress of treatment by imaging diagnostics.
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Choroba zwyrodnieniowa 1 zapalenie stawOw to su patofizjologii artrozy, mozliwosci wprowadzenia

obecnie najczestszy problem ortopedyczny u psow.
Zmiany zachodzace w stawie w wyniku procesu cho-
robowego sg niecodwracalne i wcigz brakuje markerow
wczesnej diagnostyki, jak réwniez skutecznych opcji
terapeutycznych. Dotychczas przeprowadzono nie-
liczne badania z zakresu medycyny regeneracyjnej
psow, poswigcone badaniu potencjatu osteo- i chon-
drogennego w kierunku zapobiegania wadom kosci
1 chrzastki oraz chorobom zapalnym. W niniejsze;j
pracy zaprezentowano aktualny stan wiedzy z zakre-

nowej terapii w oparciu o komoérki mezenchymalne,
jak réwniez monitorowania terapii i oceny postepu
leczenia na podstawie badan obrazowych i markerow
biologicznych (biochemia, immunologia, genetyka).

Choroba zwyrodnieniowa stawow u psow

Choroba zwyrodnieniowa (osteoarthritis — OA)
nalezy do najczgsciej diagnozowanych schorzen orto-
pedycznych, ostatecznie prowadzacych do pogorszenia
sprawnosci fizycznej u psow (74). Z jej powodu psy
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Ryec. 1. Etapy rozwoju osteoartrozy u psow (na podstawie https://www.jointperformance.com.au/wp-content/uploads/2016/09/

canine-degenerative-osteoarthritis.jpg; zmodyfikowano)

cierpig znacznie czg¢$ciej niz w nastepstwie reumato-

idalnego zapalenia stawow (42). Osteoartroza dotyczy

20% rocznych psoéw, 35% w wieku ponizej 4 lat i az
45%-80% psow w wieku 8-12 lat (2).

Cechg charakterystyczng OA jest zniszczenie
chrzastki stawowej, tworzenie si¢ wyrosli kostnych
(osteofitow) oraz przebudowa kosci. Zmiany patolo-
giczne zachodzg takze w sktadzie ptynu stawowego
oraz w blonie maziowej, kosci podchrzgstnej, migs-
niach, $ciggnach i wiezadtach (ryc. 1). Zmianom tym
towarzyszy réznego stopnia proces zapalny tkanek
migkkich. Staw moze by¢ okreSlany jako ,.organ”,
ktorego wszystkie sktadowe ulegaja procesowi choro-
bowemu. W przebiegu osteoarthritis czgsto wystepuja
typowe komponenty stanu zapalnego (32, 61).

Choroba zwyrodnieniowa jest uwarunkowana wie-
loczynnikowo, a czynniki prowadzace do jej rozwoju
moga mie¢ charakter idiopatyczny lub wtorny (49).
Jej rozwoj uzalezniony jest od réznych czynnikow,
takich jak: czynniki dziedziczne, obcigzenia mecha-
niczne oraz choroby metaboliczne (17, 70). U pséw
OA najczgs$ciej rozwija si¢ wtornie w dwoch przypad-
kach: jako nastepstwo przecigzen prawidlowego stawu
(urazy mechaniczne, niestabilnos$¢ stawu) lub w kon-
sekwencji normalnego obcigzenia nieprawidlowego
anatomicznie stawu (dysplazja, choroby rozwojowe)
(2, 23, 48, 61, 70, 75).

Potwierdzono réowniez predyspozycje osobnicze
i rasowe do rozwoju osteoartrozy. W grupie ryzyka sg
przede wszystkim psy otyte (nadmierne obcigzenie
stawow) 1 w podesztym wieku (starzenie si¢ chrzastki).
Niektore rasy, takie jak labrador retriever i owczarek
niemiecki, sg predysponowane do rozwoju zapalenia
stawOw, przewyzszajac czestos¢ wystepowania zmian

zwyrodnieniowych stawow u innych ras. Choroba
zwyrodnieniowa moze dotyczy¢ kazdego ze stawow,
niemniej jednak najczgsciej obejmuje stawy: biodrowy,
kolanowy, ramienny i tokciowy (23). Psy ras olbrzy-
mich predysponowane sg do wystgpowania chorob roz-
wojowych — dysplazji w obrebie stawow biodrowych
itokciowych, a z kolei u pséw ras miniaturowych cze-
Sciej diagnozowane sg schorzenia obejmujace stawy:
kolanowy 1 biodrowy. U psow rasy labrador retriever
w wieku > 8 lat proces zwyrodnieniowy czesto obej-
muje kilka stawdw, np. tokie¢, ramie, biodro, kolano
(39, 40, 66).

Na poziomie molekularnym osteoartroza moze by¢
postrzegana jako zaburzenia rownowagi pomigdzy
szlakami prozapalnymi katabohcznyml 1 naprawczy-
mi anabolicznymi z zaburzong rdwnowaga cytokin
prozapalnych (w tym IL-1 i TNF). Zaburzenia ho-
meostazy cytokin prowadza do aktywacji enzymow
proteolitycznych, a w konsekwencji do niszczenia
chrzastki. Nastepstwami sg: zapalenie btony maziowe;,
zwyrodnienie chrzastki stawowej, utrata macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 ostatecznie catkowita erozja
powierzchni chrzastki. Zmianom towarzyszy nasilenie
objawow bolowych, jak réwniez uposledzenie czyn-
nosciowe (26).

Utrzymanie prawidtowej homeostazy wymaga sko-
ordynowanej syntezy i degradacji makroczasteczek
macierzy chrzastki stawowej. Udzial w powstaniu
zaburzen rownowagi w syntezie 1 destrukcji chrzastki
stawowej majg liczne czynniki: mechaniczne, bioche-
miczne 1 genetyczne (57, 79). Zniszczenie chrzastki
jest powszechng cechg patologiczng réznych typow
zapalenia stawow (w tym OA) 1 stanowi gldwna przy-
czyn¢ dysfunkcji stawow (11, 20, 54). W degradacji
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chrzastki stawowej uczestniczg 2 szlaki. Pierwszy jest
wewnetrznym szlakiem, w ktorym same chondrocyty
rozktadaja macierz zewnatrzkomorkowa chrzastki
(extracellular matrix — ECM). Drugi to zewngtrzna
sciezka, przez ktorg tkanki lub komorki inne niz chon-
drocyty, zlokalizowane w blonie maziowej, tkance
tuszczki lub naciekajgce komorki zapalne rozktadaja
ECM chrzastki przez ptyn maziowy. W obu $ciezkach
enzymatyczne trawienie ECM powoduje zniszczenie
chrzastki. Progresja choroby zwyrodnieniowej obej-
muje trzy etapy: proteolityczny rozktad macierzy
chrzastki, fibrylacj¢ i erozj¢ powierzchni chrzastki,
ktérym towarzyszy uwalnianie produktow rozpadu
do ptynu maziowego oraz zapalenie blony maziowej,
na skutek dziatalno$ci proteaz i cytokin prozapalnych
(ryc. 1). Proces zwyrodnieniowy poprzedzony jest
zwickszeniem objetosci kolagenu oraz zmianami
poziomu proteoglikanu. Kluczowg role w indukcji
1 progresji choroby zwyrodnieniowej stawow odgry-
waja cytokiny i czynniki wzrostu. Cytokiny, ktore
maja wpltyw na metabolizm chrzastki stawowej, mozna
podzieli¢ na trzy grupy: kataboliczne (IL-1a, IL-1,
TNF-a), regulatorowe i inhibitory enzymow (IL-4, -6,
-8, -10, IFN-y) oraz anaboliczne (IGF, COMPs, TGF-p)
(31, 33). Cytokiny prozapalne, w tym interleukina-1a
1 B oraz czynnik martwicy nowotworow a, indukujg
powstanie uszkodzen chrzastki stawowe] poprzez
zwiqkszenie syntezy enzymow degraduj acych macierz
1 zmniejszenie syntezy biatek macierzy (63, 77). Do
glownych enzyméw zwigzanych z degradacja macie-
rzy w chrzastce, naleza: metaloproteinazy, agreka-
nazy, proteazy serynowe, proteazy asparaginianowe
oraz proteazy cysteinowe. Interleukina-1 i czynnik
martwicy nowotworu indukuja synteze IL-6, ktorej
podwyzszone stgezenie moze prowadzi¢ do rozwoju
osteoartrozy (11, 20, 54, 77).

Zmiany w stawie powstate w wyniku procesu choro-
bowego sg nieodwracalne i towarzyszy im chroniczny
bol. Ze wzgledu na brak mozliwosci catkowitego
wyleczenia terapia ma charakter prewencyjny, a jej
celem jest powstrzymanie progresji i zmniejszenie
dolegliwosci bolowych (3, 24). W tradycyjnej terapii
OA (multimodalnej) stosuje si¢ leczenie farmakolo-
giczne (w celu zwalczania bolu oraz stanu zapalnego)
oraz fizjoterapi¢ (wraz ze Srodkami ortopedycznymi)
(61). W terapii choroby zwyrodnieniowej stawow
podejmowane sg proby wzmocnienia struktury, odbu-
dowy 1 przywrocenia funkcji chrzastki stawowej. Jak
dotad nie ma mocnych dowodow potwierdzajacych
skuteczno$¢ tych metod. Wsréd nowych koncepcji
terapeutycznych znajduja si¢: inhibitory cytokin pro-
zapalnych, inhibitory 5-lipooksygenazy, metaloproteaz
oraz czynn1k1 wzrostu uktadu nerwowego i angioge-
nezy, jak réwniez indukcja wytwarzania endogennych
opioidow oraz wiaczenie statyn, ktore opozniatyby
proces starzenia chondrocytéw (70, 78).

Znaczacy postep diagnostyki genetycznej i1 obra-
zowej umozliwia lepsze scharakteryzowanie etiopa-
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togenezy osteoarthritis oraz lepsza charakterystyke
zmian obejmujacych stawy. W pofaczeniu zklasyczng
diagnostyka laboratoryjng biochemiczng i immunolo-
giczng, gldwnie ptynu stawowego, stwarza mozliwos¢
wprowadzenia nowych koncepcji profilaktyki, terapii
oraz monitorowania wynikéw leczenia. Szczegolne
znaczenie ma wykrywanie wczesnych etapow, obej-
mujacych dyskretne zmiany, co umozliwia obrazo-
wanie z wykorzystaniem MRI oraz monitorowanie
poziomu biomarkeréw w ptynie stawowym. Rownie
istotne znaczenie ma wdrozenie terapii umozliwiajacej
nie tylko zatrzymanie progresji choroby, ale rowniez
odbudowe chrzastki. Taki potencjat wykazuje terapia
z wykorzystanie iniekcji dostawowych z MSC/SVF.

Monitorowanie progresji choroby i postepu terapii

OA jest chorobg zroznicowang pod wzgledem
czynnikow etiologicznych, ktore w konsekwencji
prowadza do rozwoju charakterystycznych zmian
w chrzastce, kosci podchrzestnej i blonie maziowe;.
W przeciwienstwie do ludzkiego OA, genomiczne pod-
loze choroby stawdw u psow nie zostato dotychczas
dobrze scharakteryzowane. Ze wzgledu na dyskretny
przebieg wczesnych faz rozwoju choroby znacznie
utrudnione jest zardwno jej wczesne rozpoznanie,
jak 1 wdrozenie postepowania terapeutycznego, ktore
mogtoby zapobiec zmianom strukturalnym w chrzastce
1 rozwojowi niewydolnos$ci stawu. Stad tez potrzeba
poszukiwania biochemicznych i1 genetycznych mar-
keréw monitorowania poczatkowych faz patogenezy
choroby zwyrodnieniowej oraz stworzenie wysokoczu-
fej 1 swoistej metody weryfikacji leczenia. Wiadomo,
ze nie ma mozliwos$ci identyfikacji jednego czutego
i specyficznego markera predykcyjnego dla OA, ktory
korelowalby ze stopniem zniszczenia chrzastki, stad
tez prowadzone sg badania w kierunku identyfikacji
kombinacji markerow (7, 25, 53).

Determinantéw stanu zapalnego OA poszukuje si¢
wsrod genow zaangazowanych w szlaki komorkowe,
ktérych zaburzenia moga prowadzi¢ do degradacji
macierzy chrzastki stawowej. W grupie tej znajduja
si¢ przede wszystkim degradujace enzymy kolageno-
lityczne, w tym katepsyny K, katepsyny S i metalo-
proteinazy macierzy (MMP), ktorych ekspresja jest
charakterystyczna dla komorek jednojadrzastych btony
maziowe] (TRAP-dodatnich). Uwaza si¢, ze posrod
proteinaz kluczowa rolg odgrywaja metaloproteinazy.
MMP sa proteazami, ktore uczestniczg w degradacji
1 przebudowie ECM. Aktywnos¢ proteolityczna MMP
jest regulowana przez specyficzne inhibitory znane
jako tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP).
Dobrze udokumentowano, ze osteoblasty eksprymuja
1 wydzielaja duza ilo§¢ kwasnej fosfatazy (TRAP).
Wykazano, ze ten czynnik jest uzytecznym marke-
rem histochemicznym do identyfikacji osteoklastow
1 wskaznikiem biochemicznym resorpcji osteoklastow.

Alam 1 wsp. (1) podjeli probe monitorowania
zmian stezen TRAP, MMP-2 i TIMP-2 w plynie sta-
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wowym 1 surowicy, we wczesnych stadiach zmian
zwyrodnieniowych u pséw. Pomimo iz w badaniu
potwierdzono udziat tych markeréw w progresji cho-
roby, sami badacze sugeruja, ze istnieje konieczno$¢
dalszych badan w celu okreslenia roli tych enzymow
jako celéw terapeutycznych w leczeniu OA u psow.
Obserwacje Hegemann i wsp. (41) potwierdzaja, ze
poziom TIMP-1 w surowicy moze by¢ potencjalnym
czynnikiem wykrywania wezesnych zmian zwyrodnie-
niowych w chrzastce, a takze sugeruja, ze w OA u psow
zniszczenie macierzy za posrednictwem MMP-3 nie
ma wiekszego znaczenia. Jednak MMP-3 wydaje si¢
by¢ czutym markerem miejscowego stanu zapalnego
w psim zapaleniu stawoéw. Garner 1 wsp. (29) opraco-
wali panel biomarkeréw do diagnozy wczesnej OA
u psoéw. Panel ten sktada si¢ z biatka chemotaktycznego
monocytow 1 (MCP1), interleukiny 8 (IL-8), substancji
pochtaniajacej pochodne keratynocytow (KC), meta-
loproteinazy macierzy 2 (MMP2), metaloproteinazy
macierzy 3 (MMP3) i metaloproteinazy macierzy 13
(MMP13). Analiza poziomu 3 chemokin (MCP1, IL-8
1 KC) w ptynie maziowym umozliwia specyficzne
odrdznianie prawidtowych i objetych zwyrodnieniem
stawéw kolanowych. Panel ten wykazal podobna
skuteczno$¢ diagnostyczng u pséw ze spontaniczng
chorobg zwyrodnieniowg stawow, a wtgczenie MMP2
1 MMP3 zwiekszyto uzytecznos¢ panelu w diagnostyce
1 monitorowaniu leczenia.

Poniewaz stan zapalny jest coraz czesciej uwazany
za jeden z kluczowych czynnikow rozwoju OA, cytoki-
ny s3 oceniane jako potencjalni kandydaci na markery
biochemiczne. Cytokiny prozapalne, przeciwzapalne,
angiogenne i chemotaktyczne sg coraz czgsciej badane
pod katem korelacji z progresja OA (31, 56). Obecnie
najsilniejszg moc diagnostyczng potwierdzono dla in-
terleukiny 6 (IL-6), jak rowniez IL-18, IL-15, czynnika
martwicy nowotworéw-a (TNFa) 1 czynnika wzrostu
srodbtonka naczyn (VEGF). W kombinacji z czynni-
kami degradacji ko$ci i chrzastki mogg stanowi¢ czute
narzedzie diagnostyczne i prognostyczne. Potrzebne
sg jednak dalsze badania, ktérych celem bytaby iden-
tyfikacja biomarkerow ptynu maziowego, surowicy
1 moczu oraz ocena ich czulo$ci i specyficznosci
w monitorowaniu OA (28).

Matyas 1 wsp. (60) jako czute i specyficzne dla
wczesnych zmian chrzastki zwigzanych z izolowanym
urazem stawoOw typuja 2 inne markery: proteoglikan
(aggrecan proteoglycan, aggrecan 846 epitope) oraz
enzym rozktadajacy kolagen typu II (Col2-3/4C long
mono and Col2CTx). W przypadku wczesnego stadium
ich poziom jest podwyzszony. Z kolei Zhou i wsp. (85)
zidentyfikowali polimorfizmy skojarzone z genami
PTPRD, PARD3B i COLI5AI1, ktorych ekspresja
jest zwigzana z OA stawu biodrowego. Wilke i wsp.
(82) nie zdotali okresli¢ korelacji wystgpowania SNP
w 4 genach kandydackich (fibronektyna 1, tancuch
alfa 1 kolagenu typu 9, tancuch alfa 2 kolagenu typu 9
1 biatko oligometryczne chrzastki) w przebiegu pek-
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nigcia wiezadla krzyzowego przedniego (bedacego
jedna z przyczyn OA) w populacji psow nowofund-
landzkich. Badanie markeréw mikrosatelitarnych
sasiadujacych z 14 kandydujacymi genami kolagenu
dla dysplazji tokciowej rowniez nie pozwolito ziden-
tyfikowa¢ znaczacych zwigzkoéw z rozwojem choroby
(Salg i wsp. (72)). Marker mikrosatelitarny (FH2320)
na psim chromosomie 3 (CFA3) zostatl powigzany
zrozwojem osteofitozy panewki u portugalskich pséw
wodnych (15). W oddzielnym badaniu obejmujacym
psy labrador retriever i1 greyhound zidentyfikowano
przypuszczalne loci cech ilo§ciowych przyczyniajace
si¢ do makroskopowych objawoéw OA stawu biodro-
wego na chromosomach 5, 18, 23131 (40, 59). Dalsza
ocena ilosciowa tego samego rodowodu ujawnita
rowniez, ze schorzenie jest dziedziczone addytywnie
1 bez dominacji (40).

Diagnostyka obrazowa

Badanie radiologiczne jest nieodzownym elemen-
tem rozpoznania osteoartrozy u psoOw. Moze roéwniez,
w zaleznos$ci od czuto$ci 1 swoistosci wybranej tech-
niki, weryfikowaé skuteczno$¢ terapii, monitorowaé
skuteczno$¢ jej dzialania, ale przede wszystkim by¢
markerem pierwszych objawoéw OA. Obrazy wyko-
nane konwencjonalng technikg (rtg) stanowig podsta-
wowa metode obrazowania uktadu kostnego. Obraz
jest jednowymiarowy i sumaryczny. Duza zawarto$¢
w tkance kostnej wapnia, ktory silnie pochtania pro-
mieniowanie rentgenowskie, sprawia, Ze rentgenogra-
my doskonale uwidaczniajg struktur¢ kosci. Na jego
podstawie mozna okre$li¢ stopien zaawansowania
takich zmian zwyrodnieniowych, jak: (1) wzmozo-
na sklerotyzacja, (2) przewezenie szpary stawowej
(3) przebudowa stawu (osteofity). Tkanki mie;kkie
(mig$nie, wigzadla, chrzastki, scu;gna) majg niski
wspolczynmk pochtaniania promieni rentgenowskich
1 sg stabo widoczne, dlatego tez poczatkowe stadia
choroby czesto sa w nim nieuchwytne. Wnioskowanie
o ich stanie jest mozliwe tylko na podstawie objawow
posrednich np. pogrublema cienia tkanek miekkich czy
zatarcia zarysow migsni. Przy znacznym uszkodzeniu
stawu 1 §cienczeniu warstwy chrzastki szklistej mozna
zaobserwowac przewezenie szpary stawowej. Jak pod-
kreslajg autorzy licznych prac, dopiero dalsze stadia
choroby manifestujg si¢ bardziej charakterystyczny-
mi — wychwytanymi w klasycznym przeswietleniu,
zmianami (13, 14, 55, 69, 84). Obrazowanie metoda
MR jest niezwykle skuteczng technika oceny uktadu
migsniowo — szkieletowego. Co prawda, nie uwidacz-
nia dobrze wapnia czy warstwy korowej kosci, ale ma
znaczaco lepsza kontrastowos$¢ tkanek migkkich niz
jakkolwiek inna metoda obrazowania. Wsrod innych
korzystnych cech badania nalezy jeszcze wymienié
nieinwazyjno$¢, brak promieniowania jonizujacego
oraz obrazowanie wieloptaszczyznowe.

Przed wprowadzeniem do zastosowania klinicznego
badania MR nie istniala zadna nieinwazyjna technika
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pozwalajaca na tak doktadne zobrazowanie chrza-
stek stawowych. W 2007 r. d’Anjou i wsp. (19) na
grupie 8 duzych pséw z eksperymentalnie wywotang
chorobg zwyrodnieniowa porownywali skutecznosé
zastosowania techniki MR (1,5 T) z wielorzedowa
tomografia komputerowg. Uzyskane obrazy zostaly
poddane ocenie morfologicznej i czasowej osteofitozy,
stwardnienia podchrz¢stnego, wysieku w stawie 1 po-
grubienia blony maziowej stawu kolanowego. Badania
przeprowadzono w 4 roéznych punktach czasowych.
Osteofitoza, stwardnienie podchrzestne oraz wysick
byly oceniane w TK, za$ pogrubienie blony maziowe;j
przy pomocy MR. Jako wniosek jednoznacznie wska-
zali, ze MR wykazuje wigksza czuto§¢ w wykrywaniu
pierwszych objawow OA (19).

Przy omawianiu etiologii choroby zwyrodnie-
niowej wiele uwagi poswieca si¢ urazom chrzastki
szkhsteJ Jej uszkodzenie jest przyczyng powsta-
wania zmian o charakterze przewleklym i sprzyja
powstawaniu przedwczesnych zamian o charakterze
zwyrodnieniowym w stawie. Chrzastka szklista jest
stabo unaczyniona, dlatego tez przy uszkodzeniu ma
ograniczone mozliwo$ci samonaprawy. Zastosowanie
odpowiedniego protokotu badania z tréjwymiarowymi
sekwencjami echa spinowego i gradientowego utatwia
zobrazowanie chrzastki szklistej 1 wioknistej oraz
struktury torebkowo-wiezadtowej i Sciegien. Pozwala
rowniez pozyskac bardzo cienkie, ciggle przekroje po-
wierzchni stawowej. W ostatnim czasie ro$nie liczba
technik stosowanych do oceny chrzastki stawowe;.
Wsrod najnowszych technik mozna wymieni¢ obra-
zowanie dyfuzyjne (DWI) oraz mapowanie czasow
relaksacji podtuznej i poprzecznej. DWI 1nformuJe
o gestosci komoérkowej zmian, mapowanie czaséw
T11T2 okreslajg zawartos$¢ kolagenu, proteoglikanow
oraz aminokwasow w chrzastce (13, 14, 55, 69, 84).

Pierwsze doniesienia o wykorzystaniu rezonansu
magnetycznego w diagnozowaniu uszkodzen stawu
kolanowego u psow pojawily si¢ w 1991 r. (5). W ma-
teriale po$miertnym, poza tgkotkami, mozna bylo
oceni¢ typowe symptomy choroby zwyrodnieniowej
stawu, proces zapalny oraz zmierzy¢ grubo$¢ chrzastki
stawowej. Badanie wykonano na skanerze niskopo-
lowym, ale kontrastowo$¢ badanych tkanek byta na
tyle wysoka, ze na podstawie otrzymanych obrazow
stworzono opis anatomii prawidlowe] psiego stawu
kolanowego. W pdzniejszych latach technika MR
okazala si¢ przydatna do oceny zdrowych, jak i cho-
rych stawow kolanowych u psow (5, 83). W jednym
z badan poréwnywano dokladnos$¢ i czuto$¢ nieinwa-
zyjnej diagnostyki obrazowej z inwazyjng artroskopia.
Ostatecznie rezonans magnetyczny okazat si¢ bardzo
precyzyjng technikg diagnozowania uszkodzen takotki
przysrodkowej zwlaszcza u wickszych psow (58).

Rozw¢j diagnostyki obrazowej, zastosowanie
skanerow o wyzszej indukcji pola magnetycznego
(1,5 T/3 T) oraz odpowiednich cewek w znacznym
stopniu wptynely na jako$¢ obrazu MR. Wyniki badan
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opublikowane w 2008 r. wykazaty, Ze na podstawie
obrazow uzyskanych na 1,5 T skanerze rozpoznanie
rozerwania takotki przysrodkowej (meniscal tear)
w nastepstwie uszkodzenia ACL, w sekwencji PD TSE,
mozliwe jest z 100% czutoscig 1 94% swoistoscig (12).
Zadna inna dostepna metoda diagnostyczna nie odzna-
cza si¢ tak wysoka czutoscig. Co wigcej, pozyskane
obrazy MR ujawnily dodatkowe subkliniczne zmiany
w wiezadtach krzyzowych przednich i tylnych oraz
w lakotkach. Wystapita wyrazna statystyczna zgod-
no$¢ miedzy MR a wynikami chirurgicznymi zarow-
no w przypadku uszkodzenia chrzastki, jak i stopnia
zapalenia kosci i stawow. Autorzy pracy bazowali na
specjalnie stworzonym na potrzeby badania protokole
1 potwierdzaja, ze uszkodzenia wigzadta krzyzowego
1 takotek mozna doktadnie oceni¢ w badaniu MR.
Natomiast wada zastosowanego protokotu byta nie-
mozno$¢ oceny stopnia uszkodzenia chrzastki (12).

Obecnie w badaniach skupiono si¢ na trzech gru-
pach biomarkeréw plynu maziowego u pséw: me-
diatorach prozapalnych, enzymach i ich inhibitorach
oraz produktach degeneracji zewnatrzkomorkowej
chrzastki. Zostaly one zbadane w stawach tokciowych,
biodrowych i kolanowych zarowno zdrowych psow,
jak 1 pséw z naturalnie wystepujgcg 1 indukowang
eksperymentalnie OA. Zaden z tych biomarkerow nie
jest obecnie stosowany w praktyce do wykrywania
psiej OA na wczesnym etapie. Wykazano pozytywny
zwigzek miedzy biomarkerami plyndw maziowych
u pséw a OA, jednak jak dotad nie opracowano zad-
nego molekularnego testu diagnostycznego.

Komarki mezenchymalne w weterynarii
regeneracyjnej

Glownym celem medycyny regeneracyjnej jest
naprawa 1 odtworzenie tkanek lub narzagdow uszko-
dzonych w wyniku urazu, choroby nabytej lub wady
wrodzonej, jak réwniez w wyniku fizjologicznych
procesOw starzenia. Wérdd zabiegdw terapeutycznych
zjej zakresu nalezaloby wymieni¢: somatyczng terapi¢
komorkows, inzynieri¢ tkankowa lub biomedyczng
oraz lecznicze terapie genowe (27, 37). W ortopedii
najczesciej zastosowanie znajduja mezenchymalne ko-
morki macierzyste (mesenchymal stem cells — MSCs).
W 2005 r. Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komorkowych ujednolicito nomenklaturg 1 zalecito
uzywanie okreslenia ,,multipotencjalne mezenchy-
malne komorki zrebowe” (multipotent mesenchymal
stromal cells) (43). MSCs sg szeroko stosowane, dzieki
wykazywanym wlasciwosciom immunomodulacyj-
nym, przeciwzapalnym oraz przeciwbolowym.

Mechanizm dzialania MSCs obejmuje przede
wszystkim aktywacje procesOw zapobiegajacych
stanowi zapalnemu, stymulacj¢ mechanizméw rege-
neracyjnych, indukcje odbudowy chrzastki stawowe;j
oraz zwigkszenie ilo$ci ptynéw maziowych w stawach.
Komoérki mezenchymalne identyfikowane i1 charak-
teryzowane sg na podstawie obecnos$ci markerow
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Tab. 1. Wybrane antygeny powierzchniowe mezenchymalnych komérek macierzystych
tkanki thuszczowej (opracowanie na podstawie danych literaturowych (6, 38, 49, 62))
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funkcji limfocytow T, B
1 NK. Ponadto maja wptyw

Typ znacznika

Oznaczane czasteczki

na aktywnos$¢ komorek pre-

Swoiste antygeny powierzchniowe

Powierzchniowe markery multipotencjalnosci | STRO-1, CD105 i CD166

Czasteczki adhezyjne

Cytokiny i czynniki wzrostu stymulujace

wzrost komérek MSC M-CSF

Receptory cytokin i czynnikéw wzrostu

CD105 (SH2), CD73 (SH3/SH4), CDY0 (Thy-1), przy jednoczesnym
braku CD45, CD34, CD14 lub CD11b, CD79a, lub CD19 i HLA-DR

integryny: avp3, avp5, CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2), CD106,
CD166 (ALCAM-1), L-selektyna, CD44

interleukiny: 1a, 6, 7, 8, 11, 12, 14 i 15; LIF, SCF,GM-CSF, G-CSF,

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, CD118 (LIFR), CD117 (SCFR),
CD114 (G-CSFR), IFN-yR, TGF-BIR, bFGFR, PDGFR, EGFR

zentujacych antygeny oraz
stymulacje¢ proliferacji lim-
focytow T supresorowych
(64, 68).

W dotychczasowych ba-
daniach wykazano korzyst-
ny wptyw MSCs przede
wszystkim w leczeniu
uktadu kostno-stawowe-

powierzchniowych (67) (tab. 1). Cechujg si¢ rowniez
ekspresja genow specyficznych dla komorek macie-
rzystych (np Oct4, Sox2, Rex1) (46). Nalezy Jednak
pamlqtac ze ekspresja mektorych marker6w moze si¢
zmienia¢ w warunkach hodowli in vitro wraz z kolej-
nymi pasazami lub zmianami warunkow prowadzenia
hodowli (73, 80).

U osobnikow dorostych MSCs zlokalizowane sg
w wielu tkankach, m.in. w szpiku, tkance thuszczowe;,
okostnej, blonie maziowej, mi¢sniach szkieletowych,
sciegnach skorze, ko$ciach, ptucach, wigzadtach
przyzgbia 1 miazdze zeboéw (4, 52). Z punktu wi-
dzenia zastosowan w ortopedii gtowny rezerwuar
stanowi tkanka tluszczowa (tluszcz otrzewnowy lub
podskérny) lub blona maziowa (65, 86). Homogenna
populacja tych komorek, z racji zrodta pochodzenia
nazywana jest ,,adipose-derived stem cells” (ADSCs,
ASCs) (27, 38).

Wiasciwosci MSCs, obejmujqce zdolnos¢ do wie-
loklerunkowego roznicowania, immunomodulacji
i endogennej regulacji naprawy uszkodzonych tkanek
przyczynily si¢ do coraz szerszego stosowania w wete-
rynarii regeneracyjnej (31, 50). Komorki ma01erzyste
pozyskane z tkanki thuszczowej mogg si¢ roznicowac
w komorki o tym samym pochodzeniu embrionalnym
(multipotencja), a wigc posiadajg zdolno$¢ do réznico-
wania w kierunku komorek ttuszczowych, kostnych,
chrzestnych 1 mig$niowych oraz wykazuja potencjal
naczyniotworczy, zardwno w warunkach in vitro, jak
iinvivo (8, 21,22, 36, 45,47, 71).

MSCs maja zdolnos¢ syntetyzowania i wydzielania
bardzo licznych cytokin i czynnikow wzrostowych
1stotnych W procesie regeneracp (64, 68). W tym
miejscu warto wspomnie¢, ze nie wszystkie cytokiny
i czynniki wzrostu wydzielane majg pozytywny wptyw
na proces regeneracji (np. transformujqcy czynmk
wzrostu beta (TGFB) dziala immunosupresyjnie
1 wspomaga tworzenie chrzastki, ale rowniez stymuluje
proces widknienia) (76). Najprawdopodobniej zwigzki
wydzielane przez MSC dziatajg na sgsiadujgce komor-
ki 1 tkanki, stymulujac neowaskularyzacje, hamujac
proces apoptozy i widknienia, dzialajac promitotycznie
1 chemotaktycznie na inne komorki oraz sterujac ich
roznicowaniem. Wlasciwosci immunomodulacyjne
umozliwiaja zahamowanie proliferacji i regulacje

go. Jednostki chorobowe,
w ktorych badano skutecznos$¢ transplantacji ko-
rnorek macierzystych lub prekursorowych u pséw
z zaburzeniami wywolanymi eksperymentalnie, to:
nietrzymanie moczu, owrzodzenia $luzoéwki, cukrzyca,
dystrofie mig$niowe, ubytki kosci 1 ubytki chrzastek
stawowych. W dziedzinie ortopedii terapia z wykorzy-
staniem MSCs obejmuje przede wszystkim: leczenie
zmian zwyrodnieniowych w obrebie stawdw, naprawe
uszkodzen migéni 1 przyczepow $cigegien oraz rekon-
strukcje chrzastki stawowej. Skuteczne zastosowanie
kliniczne pochodnych MSCs w medycynie regenera-
cyjnej pséw eksperymentalnie wykazano do leczenia
niektorych ortopedycznych zmian, takich jak: torbiel
ko$ci panewki, brak zrostu kosci udowej i choroba
Legg—Perthes—Calve (16, 80).

W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze po
ok. 2 tygodniach mozna zauwazy¢ poprawe sprawno-
Sci fizycznej 1 zmniejszenie dolegliwosci bolowych.
Skutecznos$¢ terapii uzyskano u ok. 80% pacjentow,
a ich trwatos$¢ szacuje si¢ na 6-12 miesiecy (44). Daje
to nadziej¢ na leczenie jednostek chorobowych, dla
ktérych brakuje rozwigzan terapeutycznych wsrod
obecnie stosowanych protokotow. Istota rozwigzan
medycyny regeneracyjnej wydaje si¢ jej interdyscy-
plinarno$¢. W weterynarii terapla z wykorzystaniem
MSCs jest wcigz w fazie rozwoju i nalezy jg traktowac
jako medycyne doswiadczalng. Aby w petni wykorzy-
sta¢ potencjat komorek macierzystych, musza zostaé
spetnione niezbgdne warunki wspomagajace tworzenie
nowych tkanek. Do takich elementow naleza, m.in.
czynniki wzrostu, stymulujace réznicowanie oraz
»szkielet”, na ktorym organizowana bedzie nadbudowa
nowej tkanki wraz z siecig naczyn krwionos$nych.

Zastosowanie terapii MSC w leczeniu osteoartrozy
u pséw

Dotychczas przeprowadzono jedynie kilka badan
z zakresu medycyny regeneracyjnej psow, poswie-
conych badaniu potencjatu osteo- 1 chondrogennego
w kierunku zapobiegania wadom kosci i chrzastki oraz
chorobom zapalnym, w tym chorobie zwyrodnieniowej
stawow (9, 10, 16, 18, 35, 51, 81).

Vilar i wsp. (81) oraz Guercio 1 wsp. (35) ocenili
efekty terapii MSC u pséw dotknigtych chorobg zwy-
rodnieniowg stawow biodrowych i chorobg zwyrod-
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nieniowq stawow kosci ramiennej. W badaniu Guercio
iwsp. (35) wykazano znaczng poprawe w ocenie kula-
wizny i zmniejszenie objawow bolu w zakresie ruchu
po miesigcu leczenia MSC u trzech psow (na podstawie
oceniany przez lekarza weterynarii oraz wlasciciela;
ale nie wprowadzono zadnej grupy kontrolnej). W ko-
lejnej pracy Guercio i wsp. (34) oceniali stan czterech
pacjentow z OA stawow tokciowych, do ktorych poda-
no namnazane i oceniane w warunkach in vitro MSCs,
pozyskane z tkanki thuszczowe;j. Jako ich no$nika uzyto
osocza bogatoptytkowego lub kwasu hialuronowego.
Komorki przeznaczone do iniekcji badano pod katem
mikrobiologicznym i wirusologicznym oraz w kierun-
ku potencjalnego ryzyka transformacji nowotworowe;.
Zastosowane leczenie wywolalo wyrazng poprawe
kliniczng. Poniewaz w badaniu nie zastosowano gru-
py kontrolnej, nie mozna jednoznacznie potwierdzic¢
efektu terapeutycznego iniekcji dostawowych MSC.
Dwie inne grupy badaczy analizowaty porownawczo
wyniki dla 18, 14 i 8 psow poddanych terapii MSC,
0dp0w1edn10 po okresie trzech lub sze$ciu miesiecy,
W poroéwnaniu z grupg placebo, w ktérej nie uzyskano
poprawy (9, 10, 81). Black i wsp. (10) opublikowali
wyniki badania klinicznego, w ktorym ocenili efekty
autologicznych dostawowych wstrzyknie¢ komo-
rek zrebowej frakcji naczyniowej (stromal vascular
fraction — SVF) z tkanki tluszczowej u 21 psow
(w wieku od 1 do 11 lat), z diagnoza obustronnego
OA, trwajacego ponad 6 miesi¢cy. Badanie mialo
charakter wieloo$rodkowy, byto randomizowane, po-
dwdjnie zaslepione. W grupie badanej zastosowano
iniekcje dostawowe 4-5 mln jadrzastych komorek
SVEF. Kontrole stanowity psy, u ktoérych zastosowano
placebo (pobierano tkanke tluszczowa, ale iniekcje
dostawowe przeprowadzano z wykorzystaniem PBSu).
U wszystkich pséw przerwano terapi¢ steroidowymi
lekami przeciwzapalnymi oraz chondroprotektantami.
W badaniu oceniano za pomocg skali numerycznej pigé
kryteriow u kazdego z pacjentéw — kulawizne w cho-
dzie, kulawizn¢ w biegu, bol w trakcie manipulacji
stawem, zakres ruchow oraz ogélne funkcjonowanie
zwierzecia. Testy wykonywano przed rozpoczgciem
terapii komorkowej oraz 30, 60 1 90 dni po niej. W ana-
logicznych punktach czasowych na pytania dotyczace
13 parametrow, m.in. chodu, biegania, skakania, wcho-
dzenia po schodach, wstawania czy ogdlnej checi do
ruchu i1 zabawy odpowiadali wtasciciele. W badaniu
wykazano, ze terapia komorkami SVF tkanki thusz-
czowej moze da¢ dobre efekty w leczeniu psow z OA
stawow biodrowych. Zgodnie z oceng lekarzy w grupie
badanej wykazala statystycznie istotny wzrost ocen
w czterech z pigciu parametrow (z wyjatkiem ogolnej
funkcjonalno$ci zwierzat). Wedlug oceny opiekunow,
poprawa stanu ich pso6w byta widoczna w obu grupach
(co dowodzi subiektywnos$ci ocen wiascicieli). W ko-
lejnym badaniu przeprowadzonym przez Black i wsp.
(9) na 18 psach wykazano skuteczno$¢ terapeutyczng
(utrzymujacg si¢ 180 dni po zabiegu) ,,macierzy-

stych komoérek mezenchymalnych i regenerujacych”
w leczeniu zapalenia stawdéw tokciowych. Iniekcje
dostawowe wykonywano z wykorzystaniem populacji
heterogennych komoérek §wiezo izolowanych z tkanki
thuszczowej. W badaniu prowadzono hodowle in vitro
w celu namnazania 1 oczyszczania oraz identyfikacji
1 oceny ilosci zawartych komorek w pozyskiwanych
frakcjach lipoaspiratu. Kriston-Pal i wsp. (51) zasto-
sowali trzewng tkanke tluszczowa jako zrodto MSC
w terapii dysplazji tokciowej 1 osteortrozy u 30 psow.
W badaniu podawano dostawowo allogeniczne MSC
zawieszone w 0,5% kwasie hialuronowym. Znaczaca
poprawe osiggnigto bez stosowania zadnych lekow,
co oceniono na podstawie stopnia kulawizny w toku
rocznej obserwacji. Artroskopia kontrolna u jednego
psa po iniekcji komoérek wskazywata na regeneracje
chrzgstki. Analiza histologiczna biopsji chrzastki
potwierdzita, ze zregenerowana chrzastka byta typu
szklistego. Wyniki te pokazuja, ze przeszczep alloge-
nicznych mezenchymalnych komoérek macierzystych
pochodzacych z tkanki tluszczowej jest nowym,
nieinwazyjnym i wysoce skutecznym narzedziem te-
rapeutycznym w leczeniu dysplazji fokciowej u psow

Osteoartroza jest czestym zaburzeniem u psoOw.
Jej dyskretny poczatek uniemozliwia postawienie
wczesnego rozpoznania i opoznia wdrozenie leczenia.
Analiza biomarkeréw plynu stawowego moze umoz-
liwi¢ wykrywanie OA na wczesnym etapie, przed
pojawieniem si¢ objawow radiograficznych. Ponadto
specyficzne determinanty mogga pomoc w prognozo-
waniu choroby, monitorowaniu odpowiedzi na leczenie
1 by¢ wykorzystane do oceny stopnia zaawansowania
choroby. Wydaje si¢, ze w przysztosci komorki ma-
cierzyste moga mie¢ bardzo szerokie zastosowanie
rowniez w weterynarii. Wyniki nielicznych prac na-
ukowych potwierdzajg bezpieczenstwo terapii z wyko-
rzystaniem MSC/SVF w grupie pséw z rozpoznaniem
OA. Wsrdd pacjentéw poddanych leczeniu z wyko-
rzystaniem iniekcji dostawowej nie zaobserwowano
powaznych efektow niepozadanych, a u przewaza-
jacej wigkszosci pacjentdéw uzyskano poprawg stanu
klinicznego oraz redukcje dolegliwosci bolowych
1 stawowych. Wydaje si¢ zatem, iz terapia miejsco-
wa z wykorzystaniem komodrek mezenchymalnych
z thuszczu moze by¢ efektywna 1 bezpieczng metoda,
alternatywna dla tradycyjnych opcji leczniczych. Jest
to rowniez mato inwazyjna i stosunkowo tania metoda
(w porownaniu do pozyskiwania komorek z frakcji
szpiku kostnego), umozliwiajaca ekstrakcje MSCs
w duzych ilosciach. Wprowadzenie iniekcji MSC/
SVF do rutynowej praktyki weterynaryjnej wymaga
jednak dalszych badan podstawowych (w zakresie
weryfikacji markeréw, umozliwiajacych monitorowa-
nie postepdw terapii) oraz opracowania kompletnych
protokotdéw obrazowania (w celu opisania mechanizmu
terapeutycznego dziatania dostawowych wstrzyknigc
komorkowych). Celem wielu badan przedklinicznych
na psach jest testowanie metody przed wprowadzeniem
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jej do medycyny cztowieka, w licznych przypadkach
jednak wyniki badan moga stuzy¢ réwniez rozwojowi
medycyny weterynaryjne;j.

Dotychczasowe badania wykonywane byly na
nielicznych grupach pacjentow, co przektada si¢ na
niska istotno$¢ statystyczng wynikow. W wiekszosci
przypadkow proby nie byly randomizowane, za-
slepione 1 nie stosowano grupy kontrolnej, a ocena
korzysci miata charakter subiektywny i zyczeniowy.
W badaniach stosowane sg rowniez rozne jakosciowo
1 ilosciowo iniekcje: zarowno heterogenne frakcje
komorkowe pochodzace z bezposredniej lipoaspiracji,
jak i hodowane, i dobrze scharakteryzowane immuno-
fenotypowo komorki z pasazy in vitro. Stad tez wyniki
dotychczasowy prac eksperymentalnych z zakresu
nauki podstawowej, jak 1 prob przedklinicznych oraz
klinicznych sg niewystarczajace dla prognozowania
skali docelowej przydatnosci.
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