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1. WSTEP

1.1 Definicja choroby zwyrodnieniowej i jej

epidemiologia

Choroba zwyrodnieniowa to najczestsza patologia stawdw, a takze najczestsza
przyczyna boélow i niepetnosprawnosci wsrdd ludnosci krajéw rozwinietych [1]. Jest
ona przewlektym zaburzeniem réwnowagi miedzy procesami degeneracji i regeneracji
w obrebie chrzgstki stawowej z towarzyszacymi zmianami w obrebie pozostatych
struktur stawu, bedacych koncowym stadium wielu heterogennych proceséw
patologicznych. Etiologia jest wieloczynnikowa, a w patogenezie biorg udziat zaréwno
czynniki metaboliczne jak i mechaniczne [2;3].

Populacyjne  badania  dotyczace  czestosci  wystepowania  choroby
zwyrodnieniowej stawdw przeprowadzone w Norwegii wykazaty, ze kliniczne lub
radiologiczne jej cechy stwierdza sie nawet u 12,8% populacji 0séb po 25 roku zycia,
przy czym najczesciej w obrebie stawu kolanowego (7,1%), biodrowego (5,5%) i
drobnych stawdw reki (4,3%) [1]. Z kolei badania prowadzone w USA wykazaly, ze
kliniczne i radiologiczne cechy choroby zwyrodnieniowej stawu biodrowego i
kolanowego stwierdza sie w odpowiednio 5,9% i 7,3% osdb w grupie wiekowej 45-
54 lata, natomiast w grupie powyzej 75 roku zycia jest to juz 17,0% i 32,8%, przy
czym w obu grupach wiekowych radiologiczne cechy choroby zwyrodnieniowej bez
objawdéw Kklinicznych stwierdzano jeszcze czeSciej [4;5]. Badania prowadzone w
Grecji wykazaly Ze odsetek pacjentow ze zmianami zwyrodnieniowymi stawow
kolanowych, biodrowych i reki wynosit w grupie osob w wieku 19-44 lata
odpowiednio 0,3%, 0,1% i 0,1% [6]. W tym samym badaniu dla pacjentéw w wieku
75 — 79 lat udziat ksztattowat sie na nastepujacym poziomie: 27,6%, 3,0%, 6,5%
[6]. Starzenie sie spoteczenstw krajow rozwinietych powoduje, Ze choroba
zwyrodnieniowa stawow stata sie jednym z najwazniejszych schorzen cywilizacyjnych
[1;6].

Jak dotychczas nie opracowano zadnych lekéw modyfikujacych przebieg

choroby zwyrodnieniowej lub skutecznie zatrzymujacych jej przebieg [7].



1.2 Wspotczesne poglady na etiopatogeneze choroby

zwyrodnieniowej

Prowadzone od wielu lat badania pozwolity na okreslenie czynnikdw
wptywajacych na rozwdj i przebieg choroby zwyrodnieniowej. Zalicza sie do nich
czynniki genetyczne, mechaniczne, zapalne oraz zmiany wsteczne zwigzane z
wiekiem [3;8;9].

1.2.1 Udziat czynnikow genetycznych, mechanicznych oraz

wplyw starzenia sie organizmu.

Choroba zwyrodnieniowa stawow charakteryzuje sie dziedzicznoScig o
charakterze zlozonym. Badania nad dziedziczeniem choroby zwyrodnieniowej
wskazujg, ze komponenta genetyczna moze by¢ wspdtodpowiedzialna za rozwdj
choroby zwyrodnieniowej w ok. 35-40% dla stawu kolanowego, natomiast nawet w
60% dla stawu biodrowego [10-14].

Geny, ktdérych uszkodzenia lub warianty majaq wptyw na rozwdj choroby
zwyrodnieniowej stawdw, mozna podzielic na grupy zwigzane ze szlakiem
patogenetycznym choroby (IL1, COX-2, IL6, IL10), tworzeniem mechanicznej
odpornosci  tkanki  chrzestnej  (COL2A1, CLIP, COMP), sygnalizacjq
wewnatrzkomorkowg (FRZB, LRP5), przebudowg i wzrostem kosci (BMP2, BMP5,
GDF5), oraz oddziatywaniem i odpornosciga na dziatanie proteaz (ADAM12, TNA)
[12;13;15;16]. Jak dotychczas najdokfadniej przebadano geny FRZB i GDF5 [15;17-
19]. Geny te kodujg biatka biorgce udziat w szlaku sygnalizacji komdrkowej Wnt,
ktory reguluje kataboliczne przemiany w obrebie chondrocytéw [19;20]. Nie
wszystkie dotychczas opublikowane prace jednoznacznie wskazujg na udziat
okreSlonych alleli tych gendw w rozwoju choroby zwyrodnieniowej, czeS¢ badaczy
wskazuje natomiast wiekszg role, jakg majq petni¢ te geny u kobiet [15;21]. Mimo

duzej dynamiki badan genetycznych dotyczacych  patogenezy choroby



zwyrodnieniowej, nadal nie okreslono precyzyjne gendéw odpowiedzialnych za jej
rozwoj.

Czynniki mechaniczne poczatkowo wskazywane byly jako podstawowa
skladowa tancucha patogenetycznego choroby zwyrodnieniowej. Badania
biomechaniczne prowadzone na hodowlach chrzastki wykazaty, ze przerywane
cykliczne obcigzanie stawu w zakresie wartosci fizjologicznych jest warunkiem
utrzymania homeostazy macierzy zewnatrzkomodrkowej przez chondrocyty, ktére
produkujg wowczas kolagen typu II i agrekan [22-26]. Z kolei obcigzanie ciagte
statyczne lub przerywane, ale w zakresie przekraczajacym wartosci fizjologiczne
przesuwa réwnowage metaboliczng w  kierunku katabolizmu. Chondrocyty
zmniejszajqg wowczas produkcje kolagenu i agrekanu,  zwiekszajq natomiast
produkcje metaloproteinaz i tlenku azotu (NO), ktéry stymuluje ich apoptoze [25-28].
Wzorzec cyklicznego obcigzania tkanki chrzestnej jest takze koniecznym warunkiem
wihasciwej cyrkulacji ptynu stawowego zapewniajacej doptyw tlenu i skladnikéw
odzywczych do chondrocytdw.

Unikalne wiasciwosci wiskoelastyczne chrzastki umozliwiajq jej odksztatcanie
sie w czasie obcigzania, co pozwala pochtong¢ cze$¢ energii kinetycznej, a takze
zwiekszy¢ powierzchnie przylegania kosci tworzacych staw [2;8;29;30]. Do
odksztatcenia plastycznego chrzastki dochodzi jednak wéwczas, gdy sita dziata na nig
odpowiednio dtugo. Tak sama sita przytozona do chrzastki w krotkim czasie
uniemozliwia jej plastyczne odksztatcenie i gdy udar przekracza granice fizjologiczne,
dochodzi do nieréwnomiernego roztozenia sit, uszkodzenia chrzastki, prowadzac
takze do mikroztaman kosci podchrzestnej i dalszej jej przebudowy [8;29;30]. W
warunkach fizjologicznych szczytowe sity obcigzajace chrzastke stawowaq rozktadajq
sie w czasie z uwagi na buforujace rozcigganie miesni oddziatywujacych na staw,
dzieki czemu czeS¢ obcigzen zostaje pochtonieta [31;32]. W badaniach
doswiadczalnych potwierdzono, ze u czesSci populacji w trakcie chodzenia wystepujq
niewielkie zaburzenia odruchowej koordynacji czynnosci miesni dziatajacych na staw
kolanowy, co skutkuje zwiekszeniem przenoszonych sit o 30%. Ponadto czesé
badaczy wskazuje, Ze ostabienie mieSnia czworogtowego moze by¢ jednym z
czynnikdw ryzyka rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego, a nie tylko

jej nastepstwem [2;31;33]. Udziat zaburzen réwnowagi nerwowo — miesSniowej w



rozwoju ChZS nie jest jednak dostatecznie przebadany, a wiec trudno jednoznacznie
ocenic ich udziat w patogenezie tej choroby.

Uzyskano dowody wskazujace, ze niestabilno$¢ stawu, zarowno wrodzona jak i
nabyta, oraz niezborno$¢ z powodu deformacji rozwojowej, czy pourazowej, jest
istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawu [2;32;34-39]. W
tych przypadkach dochodzi do nieprawidiowego dziatania sit biomechanicznych w
obrebie stawu, co skutkuje miejscowym przecigzeniem jego struktur. Obserwacje te
potwierdza szereg badan doswiadczalnych przeprowadzonych na zwierzetach, a
przede wszystkim obserwacja naturalnej historii wtdérnych zmian zwyrodnieniowych
[39-41]. Wykazano ze w przypadku stawu biodrowego istotne znaczenie ma przede
wszystkim niezborno$¢ stawu — jaka obserwuje sie np. w rozwojowej dysplazji stawu
biodrowego, czy konflikcie szyjkowo — panewkowym. Z kolei w przypadku stawu
kolanowego wydaje sie, ze gtdwng role w patogenezie choroby zwyrodnieniowej
odgrywa niestabilnos¢ pochodzenia wiezadtowego [34;38;39;41-43].

Do prawidtowego funkcjonowania chrzastki stawowej konieczna jest stata
synteza skfadnikdw jej macierzy, za co odpowiedzialne sg chondrocyty. Wykazano
jednak, ze ich aktywno$¢ metaboliczna, potencjat regeneracyjny oraz liczba komdrek
chrzastki zmniejsza sie z wiekiem, co skutkuje pogorszeniem wiasciwosci
mechanicznych chrzastki i prowadzi do jej przecigzenia [44-46]. Wraz ze starzeniem
sie organizmu dochodzi takze do zmniejszenia wydzielania czynnikéw wzrostu, takich
jak IGF-1, TGF-beta, BMP-2. Wraz z wiekiem ostabia sie rowniez wrazliwos¢
chondrocytéw na te czynniki, co upoSledza procesy regeneracji w obrebie chrzastki.
Jednym z istotnych dla homeostazy macierzy chrzastki czynnikow wzrostowych jest
IGF-1, ktéry stymuluje synteze kolagenu i proteogilikandw. Jego oddziatywanie na
chrzastke uzaleznione jest od poziomu biatek wigzacych IGF (IGF-BP), ktdrych
stezenie wzrasta wraz z wiekiem i rozwojem choroby zwyrodnieniowej stawow
[47;48]. W tych warunkach w obrebie chondrocytdw nasilajg sie procesy
kataboliczne, w obrebie macierzy narasta stezenie wolnych rodnikéw tlenowych oraz
czynnikdw hamujacych wydzielanie kolagenu II i agrekandéw. Réwnolegle dochodzi
do akumulacji zestarzatych chondrocytdw o bardzo ograniczonym potencjale

metabolicznym, niezdolnych do utrzymania homeostazy chrzastki stawowe;.



Rozlegte uszkodzenia chrzastki obserwuje sie w chorobach stawow o podiozu
zapalnym, takich jak reumatoidalne zapalenie stawow (RZS), zesztywniajace
zapalenie stawow kregostupa (ZZSK) czy tuszczycowe zapalenie stawdw [2;3;7;49].
Wykazano, ze w tych jednostkach chorobowych dochodzi do stanu zapalnego w
obrebie maziowki i wzmozonego wydzielania przez nig prozapalnych cytokin
uwalnianych do ptynu stawowego. Obecne w nim cytokiny oddziatujg na chondrocyty
powodujac w ich obrebie aktywacje szeregu szlakdw biochemicznych o charakterze
katabolicznym, co z kolei prowadzi do degradacji macierzy chrzastki. Dotychczas
choroba zwyrodnieniowa stawdw w swojej definicji okreslana byta jako niezapalna, w
odrdéznieniu od choréb o podtozu reumatycznym. Uznawano, ze z uwagi na brak
unaczynienia tkanki chrzestnej nie moze dochodzi¢ w jej obrebie do zapalenia wedtug
klasycznej definicji. Ponadto w dostepnych wowczas badaniach takich jak OB, CRP,
liczba leukocytow we krwi krazacej, nie stwierdzono zmian przemawiajacych za
zapalnym podtozem tego schorzenia. W ostatnich latach dzieki nowym mozliwosciom
w zakresie diagnostyki immunologicznej i histopatologicznej wykazano obecnos¢ w
ptynie i tkankach stawowych oséb z chorobg zwyrodnieniowg stawow takich samych
cytokin, jak w przypadku chordb reumatycznych [2;9;49-51]. Zaobserwowano, ze ich
stezenie choC jest nizsze niz w przypadku zapalnych choréb stawdw, przekracza
jednak wartosci fizjologiczne. Wskazuje to na udziat przewlektego procesu zapalnego
o niewielkim nasileniu w rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawow.

Obecne badania wskazujg, ze w roznych sytuacjach poszczegdlne czynniki
odgrywajg wiodacq role, jednakze w bardziej zaawansowanych stadiach choroby
zwyrodnieniowej tancuch patogenetyczny jest zblizony i wigze sie z aktywacjq

prozapalnych czynnikéw prowadzacych do degradacji chrzastki stawowej [3;8;9;49].



1.2.2. Rola mediatorow zapalnych w rozwoju choroby

zwyrodnieniowej stawow

Obecnie zapalenie definiowane jest jako proces, w ktorym po stymulacji
komorek przez bodziec zapalny nastepuje ich wzmozona aktywacja i wydzielanie
mediatoréw zapalenia. Wyniki badan ostatnich lat wskazujg, ze w chorobie
zwyrodnieniowej stawdw zapalenie ma charakter wtorny do uszkodzen chrzastki,
jednak w istotny sposdb przyczynia sie do rozwoju choroby. Proces zapalny
przebiega z udziatem mediatordw, takich jak interleukiny (IL-1beta, IL-6, IL-17, IL-
18), czynnik martwicy guza (TNF alfa), tlenek azotu (NO), prostanoidy (PGE2),
peroksynitrat czy reaktywne formy tlenu. Niedawno przeprowadzone badania
wskazujg na istotng role biatek z grupy adipocytokin, takich jak leptyna,
adiponektyna, rezystyna w patogenezie zmian zwyrodnieniowych stawow. Mediatory
te odkryto w obrebie tkanki ttuszczowej, nastepnie wykazano ich powigzanie z
otytoScia, oraz role w rozwoju stanu zapalnego o niskim nasileniu w przebiegu
nadci$nienia tetniczego, miazdzycy, a w ostatnich latach réwniez w chorobie

zwyrodnieniowej stawow.

Interleukina 1 — beta (IL — 1 beta)

Interleukina 1-beta jest cytoking, ktérej udziat w rozwoju choroby
zwyrodnieniowej zostat jak dotad najdoktadniej poznany [2;9]. Produkowana jest
przez szereg komdrek w obrebie stawu, takich jak chondrocyty oraz synowiocyty
typu fibroblastow i makrofagdw [9;52]. Cytokina ta oddziatuje na komérki docelowe
za posrednictwem btonowego receptora IL1-RI. Jej biologiczne dziatanie hamowane
jest przez naturalne inhibitory : IL1-RII zlokalizowany na btonach komodrkowych, oraz
antagoniste receptora IL1 (IL1-Ra), ktdry obecny jest w ptynie stawowym [2;52;53].
Bardzo wysokie stezenia IL-1beta w ptynie stawowym zaobserwowano dotychczas w
przebiegu RZS i ChZS, natomiast mniej podwyzszone poziomy stwierdzono w
probkach ptynu stawowego pobranych ze stawdw kolanowych z catkowicie zerwanym

wiezadtem krzyzowym przednim [9;54-57]. W badaniach immunohistochemicznych



stwierdzono, ze najwieksze stezenie w obrebie chrzastki stawowej cytokina ta osigga
w warstwie powierzchownej [58].

IL1-beta oddziatuje gtownie na chondrocyty, w badaniach z uzyciem
mikromacierzy wykazano, ze istotnie wptywa na ekspresie 79 genéw w tych
komorkach [58;59]. Doprowadza ona do ich aktywacji katabolicznej, co skutkuje
zmniejszong produkcjg kolagenu typu II i proteoglikandw i pobudza apoptoze
chondrocytéw [52]. Oprocz tego wykazano, ze IL1-beta stymuluje wydzielanie przez
chondrocyty i synowiocyty metaloproteinaz (m. in. MMP-1 , -3, -13) i agrekanaz
(ADAMTS -4, -5). IL1-beta nasila réwniez wydzielanie innych mediatoréw zapalnych
(TNF-alfa, IL-6, IL-8, PGE2, NO), czynnikdw wzrostu, takich jak czynnik wzrostu
Srodbtonka naczyn (VEGF), a takze chemokin — np. RANTES (Regulated on
Activation, Normal T-cell Expression and Secreted), ktdre z kolei stymulujq infiltracje
mazidwki przez monocyty [2;9;49-51;60-62].

Biologiczne dziatania IL1-beta potwierdzajg badania na modelach zwierzecych.
Na ich podstawie wykazano, ze dostawowe podanie tej cytokiny powoduje zmiany
typowe dla ChZS, takie jak zmniejszenie zawartosci proteoglikandw w chrzastce, jej
fibrylacje, erozje i pojawienie sie nacieku zapalnego w obrebie btony maziowej
[50;53].

Z uwagi na wielokierunkowe dziatanie IL-lbeta w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawdw wysunieto hipoteze, ze jej zablokowanie moze spowolni¢
lub nawet zahamowaé rozwdj choroby. Niemal wszystkie stosowane w leczeniu
choroby zwyrodnieniowej leki, jak na przyktad NLPZ, sterydy, kwas hialuronowy
powodujg zmniejszenie stezenia IL1-beta w ptynie stawowym. Obecnie
prowadzonych jest szereg badan nad skutecznoscig dostawowego podawania
inhibitora IL1-beta oraz syntetycznych analogéow IL-1, takich jak diacereina czy
anakinra [60;63-65]. Uzyskane wyniki wskazujq na poprawe kliniczng i zmniejszenie
bélu u czesci chorych, jednak brak jest dostatecznych dowoddw klinicznych, aby leki
te wprowadzi¢ do standarddéw leczenia choroby zwyrodnieniowej stawdw. Ponadto
Richette i wspotpracownicy zaobserwowali, ze w zaawansowanej chorobie
zwyrodnieniowej stezenie IL1-Ra wzrasta réownolegle ze wzrostem stezenia IL1-beta,

osiggajac poziom pozwalajacy na zahamowanie jej dziatania [53]. Wydaje sie wiec,



ze samo zablokowanie szlaku IL1-beta moze nie by¢ wystarczajace do zahamowania

rozwoju choroby zwyrodnieniowej.

Czynnik martwicy guza alfa (TNF-alfa)

TNF-alfa jest réwniez istotng cytoking bioraca udziat w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawdw. Jest on produkowany przez synowiocyty typu fibroblastéw
oraz chondrocyty, miedzy innymi w odpowiedzi na czynniki mechaniczne, takie jak
kompresja, czy podwyzszone ci$nienie hydrostatyczne [3;9;49;61;62]. W badaniach
immunohistochemicznych wykazano, ze w chondrocytach ze stawdw objetych
procesem zwyrodnieniowym wystepuje zwiekszona ilo$¢ receptoréw tej cytokiny. Z
kolei w badaniach doswiadczalnych podczas inkubacji probek zdrowej chrzastki w
Srodowisku ptynu stawowego i medium pobranego z hodowli synowiocytéw ze
stawdw objetych procesem zwyrodnieniowym zaobserwowano zwiekszenie liczby
receptorow TNF-alfa na powierzchni chondrocytow [7]. Moze to wskazywac na
podwyzszong wrazliwoS¢ komorek chrzastki na dziatanie czynnika martwicy guza w
przebiegu choroby zwyrodnieniowej. Aktywnos¢ biologiczna TNF-alfa jest zblizona do
aktywnosci IL-1beta, dziata bowiem stymulujaco na produkcje metaloproteinaz
degradujacych macierz chrzastki, indukuje syntetaze tlenku azotu, wzmaga
wydzielanie innych prozapalnych cytokin, chemokin oraz czynnikéw wzrostu [3;49-
51;61;62;66]. TNF-alfa powoduje w chondrocytach zahamowanie syntezy kolagenu,
ma zdolno$¢ do indukowania ich apoptozy. W badaniach na modelach zwierzecych
wykazano synergistyczne dziatanie TNF-alfa i IL-1. Dostawowe podanie obu tych
cytokin istotnie nasila ich biologiczne dziatanie prowadzace do uszkodzenia chrzastki

stawowej [7].



Interleukina 6 (IL — 6)

Interleukina 6 jest cytoking, nalezacg do tzw. rodziny IL-6, do ktorej zalicza sie
rowniez takie biatka jak IL-11, onkostatyne M, czy LIF (czynnik hamujacy biataczke).
IL-6 produkowana jest zaréwno przez chondrocyty, jak i synowiocyty i oddziatuje na
komorki za posrednictwem specyficznego receptora btonowego IL-6R [67]. Pomimo,
iz receptor ten nie wystepuje w wielu typach komorek wykazano, ze IL-6 moze na
nie oddziatywa¢ w potaczeniu z rozpuszczalnym receptorem sIL-6R. W probkach
ptynu stawowego pobranych od o0so6b z chorobg zwyrodnieniowq stwierdzono
podwyzszone stezenia zaréwno IL-6, jak i sIL-6R. Wykazano takze korelacje tych
stezen z nasileniem infiltracji btony maziowej przez leukocyty [3;49]. Wyniki badan
dotyczacych oddziatywania IL-6 na chondrocyty s niejednoznaczne, co
spowodowane jest miedzy innymi faktem, ze w obrebie chondrocytdow stwierdza sie
niewielkg iloS¢ receptorow btonowych IL-6, a nie wszyscy autorzy w badaniach
doswiadczalnych stosowali jednoczesnie IL-6 i SIL-6R [67]. Dotychczas wykazano, ze
IL-6 oddziatuje na chondrocyty prowadzac do zmniejszenia syntezy proteoglikandw i
kolagenu typu II, cho¢ w przypadku tego drugiego molekularne podtoze regulacji
wewnatrzkomorkowej nie jest w petni poznane. W badaniach in vitro wykazano
ponadto, ze IL-6 dziata stymulujaco na synteze MMP -1,-3,-13 oraz ADAMTS -4, -5
[9;67;68].

Inne cytokiny prozapalne

Prowadzone dotychczas badania wskazujg, ze oprécz wymienionych, w
rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawow uczestnicza takze inne cytokiny
prozapalne. Przyktadem moze by¢ IL-8, ktora jest silnym chemoatraktantem, dziata
pobudzajaco na neutrofile, powoduje hipertrofie chondrocytéw, stymuluje synteze
innych prozapalnych cytokin [9]. Interleukina 17 i 18 sq mediatorami, ktérych udziat
w patogenezie choroby zwyrodnieniowej badany jest od niedawna [3;9;49;54]. IL-17
wydzielana jest przez aktywowane limfocyty T, zwieksza w chondrocytach produkcje
metaloproteinaz, pobudza synteze NO, stymuluje takze produkcje innych cytokin

prozapalnych, takich jak IL-1beta, TNF-alfa i IL-6. Mediator ten, synergistycznie z IL-



6 i TNF-alfa, zwieksza wydzielanie MMP -1,-3,-13 [2;9;49;54;62]. Z kolei IL-18
produkowana jest przez makrofagi i synowiocyty typu fibroblastéw. Cytokina ta
oddziatujgc na chondrocyty powoduje w tych komdrkach zmniejszenie produkciji
skfadnikdw macierzy pozakomorkowej, zwieksza produkcje tlenku azotu, indukuje
takze ich apoptoze [3;9;49;62]. LIF jest cytoking nalezacg do rodziny IL-6. Wykazano
ze mediator ten powoduje zwiekszong produkcje metaloproteinaz, nie wptywajac na
produkcje tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMP) . W obrebie chondrocytow
powoduje takze zwiekszenie produkcji NO, oraz stymuluje wydzielanie cytokin

prozapalnych [3;9;49].

1.2.3 Rola mediatorow lipidowych, wolnych rodnikéow i tlenku

azotu w patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawow

Mediatory lipidowe

W ostatnich latach zwrdcono uwage na udziat mediatoréw lipidowych, takich
jak prostanoidy, leukotrieny i czynnik aktywacji ptytek (PAF) w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawdw [3;69;70]. Istotnq role w tym szlaku metabolicznym
odgrywajq dwie izoformy enzymu cyklooksygenazy (COX1, COX2), katalizujace
przemiane kwasu arachidonowego do prostaglandyn [71]. COX-1 jest konstytutywng
izoformg, ktdérej aktywnos$¢ utrzymuje sie w wiekszosci tkanek na statym, niskim
poziomie, natomiast COX-2 jest forma indukowalna, ktérej aktywnosSC istotnie
wzrasta miedzy innymi w przypadku uszkodzenia tkanek [72]. Wykazano, ze
aktywnosS¢ drugiej izoformy istotnie wzrasta w chondrocytach powierzchownej
warstwy chrzastki oraz w komérkach maziéwki [70]. Do wzrostu dochodzi pod
wptywem IL-1beta, TNF-alfa, IL-6, NO i czynnikdw mechanicznych, a takze na skutek
dysfunkcji mitochondriow chondrocytow [69]. Enzym ten odpowiada za produkcje
prostaglandyn, posrod ktérych najistotniejsza role w rozwoju choroby
zwyrodnieniowej wydaje sie odgrywac prostaglandyna E2 [3;9;49]. W warunkach
fizjologicznych, przy niskich stezeniach wykazuje ona w obrebie chrzastki dziatanie
anaboliczne, wzmaga synteze proteoglikandw, kolagenu, pobudza proliferacje

chondrocytéw. Wykazano réwniez, ze w tych warunkach PGE2 dziata hamujgco na
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synteze IL-1beta, TNF-alfa, MMP -1,-3 [3;61;70;72-74]. Jednakze w przebiegu
choroby zwyrodnieniowej mediator ten wystepuje w podwyzszonych stezeniach w
obrebie chrzastki, ptynu stawowego i mazidwki, a jego profil dziatania biologicznego
ulega odwrdceniu i wowczas moduluje on proces zapalny, nasila dziatanie cytokin
prozapalnych oraz synteze metaloproteinaz. W obrebie chondrocytéw powoduje
zmniejszenie produkcji kolagenu typu II, wzmaga synteze tlenku azotu,
prawdopodobnie uwrazliwia te komdrki na czynniki indukujace apoptoze. Jednakze
wyniki dotychczasowych badan nie sq w ostatniej kwestii jednoznaczne
[3;9;49;69;74;75]. Z uwagi na udziat COX-2 w patogenezie procesu
zwyrodnieniowego stawdw podjeto préby zastosowania selektywnych inhibitoréw
COX-2 w leczeniu tej choroby, jednak dotychczas zebrane do$wiadczenia kliniczne nie
wykazaty, by leki te istotnie modyfikowaty przebieg choroby [71].

Kolejng grupa mediatoréw lipidowych uczestniczacych w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawdw sg leukotrieny produkowane przez enzym 5-lipooxygenaze
(5-LOX). Stwierdzono, ze w rozwoju procesu zwyrodnieniowego stawdw istotng role
odgrywa leukotrien B4. Wykazano, Ze silnie indukuje on wydzielanie cytokin
prozapalnych, takich jak IL1-beta, TNF-alfa [3;9;49;50;69] .

Tlenek azotu (NO)

Tlenek azotu jest krotkodziatajaca gazowq czasteczkg uczestniczacqa w
regulacji szeregu proceséw zaréwno fizjologicznych, jak i patologicznych. Powstaje
on podczas przeksztatcenia argininy do cytruliny przy udziale syntetazy NO (NOS).
Jak dotad opisano trzy izoformy tego enzymu : NOS1, NOS2, NOS3. Druga izoforma
podlega regulacji z udziatem czynnikdow prozapalnych, stad okreslana jest jako
indukowalna syntetaza NO (iNOS) [72;76]. Szereg badan potwierdzito jej wysoka
aktywnos$¢ w przebiegu choroby zwyrodnieniowej stawdw. Ponadto w badaniach
doswiadczalnych na modelach zwierzecych wykazano, ze zablokowanie tego enzymu
specyficznymi  inhibitorami  hamuje  progresje  choroby  zwyrodnieniowej.
Zaobserwowano wzrost aktywnosci iNOS w odpowiedzi na dziatanie takich cytokin,
jak IL-1beta czy TNF-alfa [9;74;77;78]. Aktywnos$¢ biologiczna tlenku azotu przejawia

sie miedzy innymi poprzez wewnatrzkomorkowe modulowanie dziatania cytokin

-11-



prozapalnych, hamowanie syntezy sktadnikow macierzy, takich jak agrekan, oraz
hamowanie syntezy IL-1Ra. Wykazano takze, Zze tlenek azotu nasila toksyczne
dziatanie wolnych rodnikéw tlenowych, doprowadzajac do apoptozy chondrocytéw
[3;9;75;76;79-84]. W ostatnich latach zaobserwowano, ze NO wzmaga produkcje
PGE2, ktdra wydaje sie odgrywac role modulujacg w procesie indukcji apoptozy przez
tlenek azotu [73;82;85;86].

Aktywne formy tlenu

Z uwagi na fakt, iz chrzastka stawowa nie jest tkankg unaczyniona,
chondrocyty sq metabolicznie zaadoptowane do niskiego cisnienia parcjalnego tlenu .
Czasteczka tlenu w warunkach fizjologicznych, jak réwniez w przebiegu proceséw
patologicznych, moze zosta¢ przeksztatcona w tzw. reaktywne formy tlenu. Zalicza
sie do nich wolny rodnik tlenowy i jego pochodne, takie jak peroksynikrat powstajacy
w reakcji z tlenkiem azotu, czy wolny rodnik hydroksylowy [61;82;86;87]. Badania
doswiadczalne wykazaty, ze czasteczki te w warunkach fizjologicznych wystepujq w
niewielkich stezeniach i odgrywajg role regulacyjng w metabolizmie komdrkowych.
Zrédtem wolnych rodnikéw tlenowych jest wiele proceséw metabolicznych, takich jak
oddychanie komodrkowe, przemiany enzymatyczne z udziatem cytochromu P-450,
oksydazy NADPH, mieloperoksydazy, syntetazy NO [61;82;86;87]. Za utrzymanie
rownowagi oksydacyjnej odpowiadajg enzymy eliminujace wolne rodniki, do ktdrych
zalicza sie miedzy innymi dysmutaze ponadtlenkowg, katalaze, peroksydaze
glutationowg, a takze szereg antyoksydantow, takich jak kwas askorbinowy,
glutation, witamina E, karotenoidy [3;49]. W przebiegu choroby zwyrodnieniowej
stawdw obserwuje sie w obrebie chrzastki stawowej, jak i w blonie maziowej
zaburzenie tej réwnowagi, oraz wzmozong produkcje wolnych rodnikéw tlenowych i
ich pochodnych. Czasteczki te wykazujq duzg reaktywnos$¢, ktdéra przejawia sie
miedzy innymi uszkodzeniem kwasoéw nukleinowych, czynnikéw transkrypcyjnych,
fosfolipiddw  btony  komdrkowej, sktadnikbw  macierzy  zewnatrz i
wewnatrzkomorkowej [3;9;51]. AktywnosS¢ biologiczna wolnych rodnikéw polega
miedzy innymi na indukowaniu apoptozy w chondrocytach. Wydaje sie, ze wazng role

w tym procesie odgrywajq czasteczki tlenku azotu, miedzy innymi poprzez tworzenie
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peroksynitratu [82;86-88]. Oprdécz tego aktywne formy tlenu doprowadzajg w
chondrocytach do zahamowania produkcji sktadnikdw macierzy zewnatrzkomodrkowej
i reagujac z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak biatka kompleksu NF-kappaB,
nasilajq produkcje enzymow niszczacych jq [46;86;87].

Jak dotychczas ustalono, produkcja wolnych rodnikéw tlenowych i ich
pochodnych w obrebie tkanek stawowych zwiekszana jest przez szereg czynnikdw.
Zalicza sie do nich prozapalne cytokiny, ktdre mogg dziata¢ bezposrednio, jak TNF-
alfa, ktéry nasila aktywnos$¢ oksydazy NADPH [82;86;87]. Cytokiny dziatajace
posrednio, jak IL-1, IL-6 zmniejszajq produkcje wymiataczy wolnych rodnikéw,
takich jak dysmutaza ponadtlenkowa i peryksydaza glutationowa. Wykazano réwniez,
ze czynniki mechaniczne, w tym unieruchomienie stawu nasilajg stres oksydacyjny w
jego obrebie [82;86;87]. Wydaje sie rowniez, ze w przebiegu starzenia sie organizmu
rola stresu oksydacyjnego w procesach destrukcyjnych chrzastki odgrywa istotng
role. Swiadczy o tym fakt, ze wraz z wiekiem i progresjq choroby zwyrodnieniowej
stawdw wzrasta w chrzastce stawowej stezenie nitrotyrozyny, bedacej miernikiem

stresu oksydacyjnego [46].
Udziat metaloproteinaz w chorobie zwyrodnieniowej stawow

Do czynnikéw katabolicznych w przebiegu choroby zwyrodnieniowej zalicza sie
takze metaloproteinazy, ktére sg jednymi z najwazniejszych enzymow
uczestniczacych w patogenezie tej choroby. S to endopeptydazy zdolne do
degradacji sktadnikdéw macierzy pozakomdrkowej chrzastki, ktére w zdrowym stawie
sq produkowane przez chondrocyty w niewielkich iloSciach i odpowiadajg za
utrzymanie homeostazy macierzy chrzastki [3;9;49;62]. Domena katalityczna
metaloproteinaz jest bardzo konserwatywna i zawiera jony cynku i wapnia.
WiekszoS¢ metaloproteinaz wydzielana jest w formie nieaktywnej, z dotaczonym do
N-konca peptydem, ktérego usuniecie uczynnia enzym. W zaleznosci od
specyficznosci wzgledem substratu mozna podzieli¢ je na: kolagenazy (MMP-1,-8-13),
gelatynazy (MMP-2. -9) rozktadajace zdenaturowany kolagen macierzy
zewnatrzkomorkowej i kolagen typu IV w btonach komorkowych oraz stromielinazy
(MMP -3,-10,-11) [3;9;49;51;61,62;89]. Wykazano, ze MMP-1,-8 sg aktywne gtdwnie
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w powierzchownych warstwach chrzastki, natomiast MMP-13 wystepuje w
najwiekszych ilosciach w posrednich i gtebokich warstwach chrzastki. Wszystkie te
enzymy wykazujg najwieksze powinowactwo wzgledem kolagenu [3;9;61;89]. MMP-3
posiada szerokie spektrum substratéow, do ktdrych zalicza sie miedzy innymi kolagen,
proteoglikany, elastyne. MMP-3 w zdrowej chrzastce wydaje sie by¢ gtdwnym
enzymem odpowiedzialnym za przebudowe macierzy, jej stezenie wzrasta we
wczesnych stadiach choroby zwyrodnieniowej i obniza sie w miare postepu choroby.
Kolejng klasg enzymdw zaangazowanych w patogeneze ChZS stanowig agrekanazy —
ADAMTS-4, ADAMTS-5, przy czym ta druga wydaje sie by¢ jednym z najwazniejszych
enzymOow degradujacych chrzastke [3;49;61;90]. Oprocz powyzszych enzymow w
przebiegu choroby zwyrodnieniowej stawdw opisano metaloproteinazy zwigzane z
btong komdrkowg chondrocytdw, jednak ich rola w degradacji macierzy nie jest w
petni poznana. Wydzielanie metaloproteinaz przez chondrocyty istotnie rosnie pod
wptywem czynnikdw mechanicznych oraz cytokin prozapalnych takich jak IL-1beta,
IL-6, TNF-alfa, IL-8, -17, -18. Z kolei cytokiny przeciwzapalne, takie jak IL-4, IL-10,
IL-13, oraz inhibitor receptora IL-1beta zmniejszajq wydzielanie metaloproteinaz w
sposob bezposredni lub posredni, hamujac produkcje i aktywnos$¢ cytokin
prozapalnych [3;9;49;61;62].

1.2.4. Adipocytokiny i ich rola w procesie zwyrodnieniowym

W aktualnych publikacjach zwrécono uwage na udziat adipocytokin w
patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawdw. Biatka te produkowane sg w duzych
iloSciach w tkance ttuszczowej, szczegdlnie biatej. Najnowsze badania wykazaty
rowniez ich obecno$¢ w ptynie i tkankach stawowych [91-93]. OtytoS¢ jest
czynnikiem ryzyka choroby zwyrodnieniowej, co zwigzane jest gtéwnie z
przecigzeniem mechanicznym stawow konczyny dolnej i kregostupa. Jednak
stwierdzono réwniez korelacje BMI z rozwojem zmian zwyrodnieniowych dystalnych
stawdw miedzypaliczkowych reki, ktdrych obcigzenie mechaniczne nie jest zalezne od
masy ciata [94]. Obecnie prowadzi sie szereg badan majacych okresli¢, czy

adipocytokiny stanowig ogniwo faczace otytos¢ z chorobg zwyrodnieniowg stawow.
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Leptyna

Leptyna jest hormonem biatkowym odkrytym w 1994 roku i produkowanym
gtdwnie w obrebie tkanki ttuszczowej. Poczatkowo okreslano jg jako hormon sytosci,
z uwagi na jej udziat w regulacji homeostazy energetycznej. Jednakze w toku
dalszych badan zaobserwowano udziat leptyny w innych osiach hormonalnych [95]
oraz w szeregu chordob o charakterze autoimmunologicznych, takich jak cukrzyca
typu I, reumatoidalne zapalenie stawdw [91;92;94;96], a takze w chorobach
nowotworowych [97]. Zwiekszone stezenia leptyny w osoczu stwierdza sie tez w
chorobach zwigzanych z otytoscia, takich jak cukrzyca typu II, nadcisnienie tetnicze,
choroby sercowo — naczyniowe. Obecnos¢ leptyny stwierdzono réwniez w prébkach
ptynu stawowego, przy czym podwyzszone stezenia zaobserwowano w przypadku
choroby zwyrodnieniowej i RZS [92;96;98;99]. OkreSlono, ze hormon ten
produkowany jest przez synowiocyty, chondrocyty chrzastki stawowej i osteofitéw, a
takze komorki ttuszczowe ciata Hoffy [92;93;100;101]. W patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawow leptyna wykazuje dziatanie kataboliczne i prozapalne. W
obrebie chondrocytéw nasila produkcje metaloproteinaz, zwieksza synteze tlenku
azotu w odpowiedzi na IL1-beta. Zaobserwowano takze, Ze leptyna zwieksza
wydzielanie interleukiny 6, a takze enzymdéw z grupy metaloproteinaz Z drugiej
strony w chondrocytach poddanych stymulacji leptyng wzrasta transkrypcja mRNA
dla kolagenu typu II, jednakze w badaniach do$wiadczalnych wykazano, ze podanie
leptyny do hodowli chrzastki skutkuje uszkodzeniem macierzy pozakomodrkowej
[98;99;102].

Adiponektyna

Adiponektyna jest hormonem biatkowym odkrytym w 1995 roku,
produkowanym gtownie przez adipocyty [91;92;92]. Wczesne badania wskazywaty
na istotng role tego biatka w utrzymaniu homeostazy energetycznej, poniewaz jego
stezenie osoczowe ujemnie koreluje z BMI. W kolejnych latach zaobserwowano, ze
obnizone poziomy adiponektyny stwierdza sie u pacjentdow z insulinoopornoscia,

zespotem metabolicznym, a takze miazdzycg i nadciSnieniem tetniczym. Z uwagi na
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powyzsze spektrum aktywnosci biologicznej wysunieto hipoteze, ze adiponektyna
wykazuje dziatanie przeciwzapalne. Zwrocono takze uwage na fakt, ze jej niskie
stezenie w osoczu obserwuje sie w przebiegu przewlektego procesu zapalhego o
niskim nasileniu (low-grade chronic inflammation), ktérego rola w patogenezie
chordb, takich jak nadci$nienie tetnicze, otytos¢ i cukrzyca jest obecnie przedmiotem
intensywnych badan [92;94;103-105]. Pierwsze doniesienia dotyczace roli tego
hormonu w patogenezie choroby zwyrodnieniowej wykazaty ze produkowana jest
ona przez komorki chrzastki, mazidéwki i ciata Hoffy [91;93]. Badania te zdawaty sie
potwierdza¢ teze o przeciwzapalnym charakterze adiponektyny. Powoduje ona
nasilenie wydzielanie TIMP-2, ponadto zmniejsza produkcje MMP-13 w odpowiedzi na
IL-1beta [106;107]. Obserwowany w chorobie zwyrodnieniowej wzrost stezenia
adiponektyny w obrebie pilynu stawowego i tkanek stawowych poczatkowo
tlumaczono jako reakcje obronna. Jednakze dalsze badania wykazaly, ze
adiponektyna stymuluje w chondrocytach niekorzystng w skutkach produkcje IL-6,
MMP-3, MMP-9 [106].

Rola obu przedstawionych adipocytokin w  patogenezie choroby
zwyrodnieniowej nie jest dostatecznie poznana. Z uwagi na ich udziat w rozwoju
choréb bedacych elementami tzw. zespotu metabolicznego z otytoscig na czele, sq
one potencjalnymi ogniwami faczacymi szlaki patogenetyczne otytosci i choroby

zwyrodnieniowej stawow.

1.2.5. Reakcja regeneracyjna tkanek stawowych w przebiegu

procesu zwyrodnieniowego

W odpowiedzi na wydzielanie prozapalnych cytokin dochodzi w obrebie stawu
do szeregu reakcji o charakterze kompensacyjnym [3;9]. W poczatkowym okresie
choroby zwyrodnieniowej réwnolegle do utraty proteoglikandw macierzy chrzastki
dochodzi do niezbyt nasilonej reakcji regeneracyjnej objawiajacej sie wzmozong
proliferacja  chondrocytdw i  wzrostem syntezy  skfadnikdbw  macierzy
zewnatrzkomorkowej. W przebiegu tej reakcji zmienia sie wzorzec produkdcji

kolagenu, w macierzy pojawiajq sie inne jego rodzaje, takie jak kolagen t. III, VI, X
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[61;62]. Jednoczesnie komdrki mazidwki i chrzastki wydzielajg cytokiny o dziataniu
przeciwzapalnym i czynniki wzrostu.

Jedng z najlepiej przebadanych cytokin o charakterze przeciwzapalnym jest
interleukina 4 [3;9;49]. Biatko to produkowane jest miedzy innymi przez chondrocyty
oraz synowiocyty i ma szerokie spektrum aktywnosci biologicznej. Redukuje
ekspresje gendw IL-1beta oraz TNF-alfa, a takze obniza produkcje innych cytokin
prozapalnych. IL-4 oddziatujac na chondrocyty poddane stymulacji IL-1beta
ogranicza produkcje PGE2 i MMP-3, zwieksza jednak produkcje IL-1RA. Cytokina ta
zmniejsza aktywnosS¢ resorpcyjng osteoklastdw, hamuje réwniez proces apoptozy w
obrebie mazidowki, co moze by¢ jednym z czynnikow doprowadzajacych do jej
przerostu obserwowanego w przebiegu choroby zwyrodnieniowej [9;61;62]. Podobne
dziatania wykazujg inne cytokiny z grupy interleukin, do ktérych zalicza sie miedzy
innymi IL-10 oraz IL-14 [3;9;61;62].

W przebiegu choroby zwyrodnieniowej w obrebie stawu dochodzi do produkcji
szeregu czynnikdbw wzrostu, posrdd ktérych najwazniejszg role odgrywaja
transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-beta) i insulinopodobny czynnik wzrostu 1
(IGF-1) [9;108;109]. TGF-beta wykazuje szereg dziatan ochronnych, do ktdrych
zalicza sie miedzy innymi zwiekszenie produkcji proteoglikandw przez chondrocyty,
zmniejszenie wywotanej przez IL1-beta produkcji MMP-3 i kolagenazy, a takze
obnizenie syntezy receptora dla IL-1beta. Biatko to wykazuje jednak szereg dziatan o
charakterze prozapalnym, miedzy innymi indukuje synteze MMP-13 i ADAMTS-4
[3;9;50;51;61]. Zaobserwowano réwniez, ze przyspiesza wzrost osteofitow, dziata
stymulujgco na proces zapalny w obrebie mazidwki, a takze hiperplazje kosci
podchrzestnej [109-111].

IGF-1 jest cytoking, ktéra w warunkach fizjologicznych odpowiada za
utrzymanie homeostazy chrzastki stawowej. Wykazuje dziatanie anaboliczne w
obrebie chondrocytdw, pobudzajac zaréwno w przypadku komorek pobranych ze
stawdw zdrowych, jak i objetych procesem zwyrodnieniowym produkcje sktadnikow
macierzy pozakomorkowej, takich jak proteoglikany i kolagen typu II. Wykazano
takze dziatanie proliferacyjne IGF-1 na chondrocyty, jak réwniez hamujacy wptyw tej
cytokiny na produkcje MMP-13 indukowang przez IL1-beta. ROdwnoczes$nie IGF-1
nasila produkcje inhibitorbw metaloproteinaz [3;7;9;49;62]. W badaniach
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doswiadczalnych wykazano, ze w przebiegu choroby zwyrodnieniowej spada
wrazliwos¢ chondrocytow na dziatanie IGF-1, co spowodowane jest prawdopodobnie
wzmozong produkcjq biatek wigzacych IGF obecnych w btonie komorkowej
chondrocytéw (IGFBP). Biatka te wychwytujg czeS¢ IGF-1, zmniejszajac w ten sposéb
jego dostepnosc¢ biologiczng [61].

1.2.6. Stan zapalny blony maziowej i chrzastki stawowej w

przebiegu choroby zwyrodnieniowej

Zapalenie blony maziowej

W Swietle opublikowanych w ostatnich latach danych uzyskanych dzieki
badaniom histologicznym i radiologicznym udowodniono, ze juz we wczesnym okresie
choroby zwyrodnieniowej stawdw dochodzi do zajecia przez proces zapalny bfony
maziowej. W badaniach MRI pogrubienie mazidwki w przebiegu choroby
zwyrodnieniowej stawu kolanowego stwierdza sie nawet w 73% przypadkéw, a
badania histologiczne wykazaty korelacje obrazu radiologicznego z obecnoscig
histopatologicznych cech procesu zapalnego [112-115].

Badania histologiczne i immunohistochemiczne prowadzone miedzy innymi
przez Pelletiera wykazaty, Zze stan zapalny mazidwki w przebiegu choroby
zwyrodnieniowej charakteryzujq trzy cechy: neoangiogeneza, naciek zapalny i
wzmozony metabolizm komorkowy [3;9;68;72].

Cechy neoangiogenezy w obrebie mazidwki stwierdzane s juz w przypadkach
niewielkiego zaawansowania choroby. Dochodzi wéwczas do redystrybucji naczyn w
obrebie maziéwki z wytworzeniem kapilar o mniej dojrzatym fenotypie, ktére cechuje
zwiekszona przepuszczalnoS¢ i ekspresja biatek adhezyjnych utatwiajacych
formowanie nacieku zapalnego, takich jak selektyna-E [116;117]. Proces
angiogenezy w sposob posredni stymulujq cytokiny, takie jak IL-1beta, IL-8, TNF-
alfa. W obrebie ptynu stawowego i mazidwki stwierdzono réwniez obecnosé
czynnikdw stymulujacych tworzenie naczyn w sposdb bezposredni, przy czym

wiekszo$¢ badan wskazuje na dominujaca role naczyniowego endotelialnego czynnika
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wzrostu (VEGF), produkowanego przez makrofagi i fibroblasty [116;118;119].
Badania immunohistochemiczne wykazaty ponadto, ze réwnolegle do powiekszania
sieci naczyn w obrebie mazidwki, zwieksza sie réwniez liczba czuciowych zakonczen
nerwowych, ktore mogg uczestniczy¢ w percepcji bolu zwigzanego z choroba.

W obrebie fibroblastéw mazidéwkowych stwierdza sie cechy hiperplazji, a takze
wzmozonej aktywnosci metabolicznej. Wykazano, ze produkujq one szereg cytokin
prozapalnych, miedzy innymi TNF-alfa, IL1-beta, IL-6, IL-8, a takze metaloproteinaz
MMP-1,-3,-9,-13. Cytokiny te przedostaja sie do ptynu stawowego i dodatkowo
stymulujg chondrocyty oraz parakrynowo synowiocyty, pobudzajg angiogeneze i
tworzenie nacieku zapalnego [9;120]. Stwierdzenie w obrebie mazidwki stawu
objetego procesem zwyrodnieniowym molekularnych wyktadnikédw stanu zapalnego
nie daje odpowiedzi na pytanie, czy proces ten pojawit sie pierwotnie, czy stanowi on
reakcje tkanek stawowych na degradacje chrzastki. We wczesniejszych doniesieniach
sugerowano, ze proces zapalny mazidowki ma charakter wtérny do uszkodzenia
chrzastki i powodujg go obecne w ptynie stawowym produkty degradacji macierzy
chrzestnej. Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich latach na hodowlach
komodrek mazidowki wskazujq jednak, ze proces ten moze mie¢ charakter pierwotny.

W obrebie mazidwki obserwuje sie takze naciek zapalny, ztozony z gtdwnie z
makrofagéw i w mniejszej ilosci z limfocytow B, T oraz neutrofili [121]. Jego
nasilenie w wiekszosci przypadkéw jest mniejsze niz obserwowane w RZS, jednakze
uzyskane w ostatnich latach dane wskazujg, ze w stawach objetych chorobg
zwyrodnieniowg makrofagi sg istotnym zrédiem cytokin prozapalnych [122;123].
Wykazano, ze produkujg one miedzy innymi TNF-alfa, IL-1beta, IL-10, MMP-1, MMP-
3 oraz ich inhibitory (TIMP). Mimo, ze podobne spektrum cytokin produkowane jest
przez makrofagi w RZS, wykazano ze regulacja tego procesu w przebiegu choroby
zwyrodnieniowej podlega innym mechanizmom. W przypadku RZS produkcja cytokin
prozapalnych w duzej mierze zalezy od stymulacji TNF-alfa i udziatu szlaku
sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej czynnika jadrowego kappa B (NF kappa B). W
przypadku ChZS powyzsze szlaki odgrywajg mniejszg role i ich zablokowanie jedynie

czesciowo obniza produkcje prozapalnych cytokin w obrebie monocytéw [124].
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Reakcja zapalna chrzastki stawowej w przebiegu choroby

zwyrodnieniowej stawow

W przebiegu choroby zwyrodnieniowej w obrebie chrzastki stawowej stwierdza
sie réwniez cechy stanu zapalnego, jednak z uwagi na rdéznice w budowie
histologicznej proces ten przebiega inaczej niz w maziéwce [61;108;120;125;126].

Zdrowa chrzastka stawowa jest tkanka pozbawiong naczyn krwionosnych,
natomiast w przebiegu choroby zwyrodnieniowej w giebiej potozonych warstwach
chrzastki dochodzi do wytworzenia w macierzy chrzestnej kanatow widknisto —
naczyniowych i inwazji w ich obrebie naczyn ze strony kosci podchrzestnej.
Stwierdzono, ze w przebiegu choroby zwyrodnieniowej uszkodzona macierz chrzestna
wykazuje mniejszq oporno$¢ wzgledem inwazji naczyn, ponadto chondrocyty
gtebokich warstw chrzastki produkujg mate ilosci czynnikdw hamujacych angiogeneze
[80;127]. Wykazano natomiast, ze zarédwno chondrocyty warstwy powierzchownej
chrzastki, jak i hipertroficzne chondrocyty warstw gtebokich wydzielajg czynniki
wzrostu, takie jak VEGF, ktére mogq stymulowac rozrost naczyn kosci podchrzestnej
[128]. Dokfadne podioze patogenetyczne neoangiogenezy w obrebie chrzastki
stawowej i jej rola w patogenezie choroby zwyrodnieniowej nie s obecnie
dostatecznie poznane [54].

Réwnolegle z nowymi naczyniami tworzacymi sie w obrebie chrzastki stawowej
od strony kosci podchrzestnej podazajg czuciowe zakonczenia nerwowe. Unerwienie
to moze odpowiadac za powstawanie czesci dolegliwosci bdlowych towarzyszacych
chorobie [129-132]. Ponadto tworzenie nowych naczyn w chrzastce moze
stymulowac jej kostnienie, co obserwuje sie miedzy innymi w procesie tworzenia
osteofitdw. Natomiast z uwagi na budowe macierzy chrzastki, w przebiegu CHzS nie
obserwuje sie w jej obrebie nacieku komdrek zapalnych, takich jak makrofagi i
monocyty.

Wydzielanie cytokin prozapalnych jest wspdlnym mianownikiem aktywnosci
zapalnej chrzastki stawowej i btony maziowej w przebiegu choroby zwyrodnieniowej
stawdw. Produkcje mediatoréw prozapalnych obserwuje sie zaréwno w warstwach

powierzchownej i gtebokich chrzastki.
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1.2.7. Rola kosci podchrzestnej i innych tkanek stawowych w

patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawow

Rola kosci podchrzestnej w rozwoju procesu zwyrodnieniowego

Ko$¢ podchrzestna odgrywa istotnq role w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej stawdw. Podczas rozwoju zmian zwyrodnieniowych dochodzi do
pobudzenia metabolizmu osteoblastow kosci podchrzestnej, co wigze sie z
wydzielaniem przez nie szeregu cytokin odpowiedzialnych za kataboliczng aktywacje
chondrocytéw, takich jak TGF-beta, IGF, IGF-BP, IL-6 [9;54;89]. Radiologiczne
zmiany w obrebie kosSci podchrzestnej w postaci jej sklerotyzacji stwierdza sie juz we
wczesnych etapach choroby zwyrodnieniowej. Ta obserwacja doprowadzita do
powstania dwdch przeciwstawnych hipotez dotyczacych etiologii przebudowy kostne;j.
CzeS¢ badaczy twierdzi, ze przebudowa ma charakter wtérny i jest ona wynikiem
utraty chrzastki i zwiekszonego mechanicznego obcigzania kosci podchrzestnej. Inni
postuluja, ze sklerotyzacja kosSci podchrzestnej ma charakter pierwotny i poprzez jej
przesztywnienie, eksponuje chrzastke stawowg na nadmierne obcigzenia [133;134].
Badania biomechaniczne wykazaty, ze zarowno zdrowa chrzastka stawowa, jak i kos¢
podchrzestna posiadajg unikalne wiasciwosci wiskoelastyczne, ktore umozliwiajq im
odksztatcanie sie podczas obcigzania stawu, co pozwala na pochloniecie czesci
energii kinetycznej. Sklerotyzacja kosci podchrzestnej pozbawia jg tych wtasciwosci,
zwiekszajac sity dziatajgce na chrzastke i czynigc ja bardziej podatng uszkodzenie
[135]. Jednoczesnie badania przeprowadzone na duzej grupie pacjentdw wykazaty,
Zze pojawienie sie w obrazie MRI sklerotyzacji koSci podchrzestnej poprzedza
wystgpienie uszkodzen chrzastki stawowej pokrywajacej obszar sklerotyzacji, co
potwierdza drugq z omawianych teorii [36;136-138].

Oprdcz roli kosci podchrzestnej w uszkodzeniu chrzastki stawowej wykazano,
ze jej przebudowa doprowadza do przekrwienia czynnego nasady i wzrostu ci$nienia
krwi w jej obrebie, co jest jedng z gtdwnych przyczyn dolegliwosci bdélowych w

chorobie zwyrodnieniowej stawow.
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Udziat innych tkanek stawowych w patogenezie choroby zwyrodnieniowej

stawow

Odkrycie roli cytokin produkowanych przez tkanke ttuszczowg w szeregu
procesOw chorobowych o charakterze zapalnym spowodowato zainteresowanie
badaczy rolg ttuszczowych struktur obecnych w stawach w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej. Jak dotychczas najdoktadniej przebadang pod tym katem strukturg
jest ciato Hoffy [93;129;130;139]. Zaréwno badania kliniczne, jak réwniez
doswiadczenia na modelach zwierzecych, wykazaty powiekszenie ciata Hoffy i jego
widknienie w przebiegu ChZS. W probkach ciata ttuszczowego pobranych od
pacjentdw ze zmianami zwyrodnieniowymi stwierdzono nasilong ekspresje oraz
wydzielanie szeregu cytokin o charakterze prozapalnym, takich jak TNF-alfa, IL-6,
leptyna, adiponektyna, a takze czynnikdw wzrostu, miedzy innymi VEGF, czynnik
wzrostu fibroblastow (bFGF) [101;102;140]. Wydaje sie, ze ciato Hoffy moze
odgrywac¢ wazng role w procesie zwyrodnieniowym, niestety na chwile obecng brak
jest badan pordwnujacych produkcje powyzszych czynnikow na duzym materiale
pochodzacym ze stawdw zdrowych i objetych chorobg zwyrodnieniowa. Brak jest
rowniez danych dotyczacych roli tkanki ttuszczowej dna panewki stawu biodrowego

w patogenezie choroby zwyrodnieniowej tego stawu.

Biologiczna rola osteofitow

Tworzenie osteofitow jest jedng z typowych cech choroby zwyrodnieniowej
stawdw [141]. Ich obecno$¢ moze powodowac dolegliwosci bdlowe, ograniczac
funkcje stawu, doprowadza¢ do ucisku naczyn i nerwéw [110;141]. Nie jest jasne,
czy tworzenie osteofitow jest fizjologiczng adaptacjg stawu zwigzang z uszkodzeniem
chrzastki, czy wynika ze zmian patologicznych w objetym procesem
zwyrodnieniowym stawie.

Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty, ze do formowania sie
osteofitdbw dochodzi w obrebie okostnej, na jej granicy z chrzastkq stawowq
[109;111]. W czasie ich tworzenia mezenchymalne komdrki pnia obecne w okostnej

roznicujg sie w chondrocyty, proces ten stymulowany jest w gtdwnej mierze przez
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TGF beta. Z kolei chondrocyty w obrebie osteofitu podlegajq hiperplazji, na podtozu
ktorej dochodzi do kostnienia, stymulowanego przez biatka BMP2 i BMP9. Badania
doswiadczalne na modelach zwierzecych wykazaty, ze IGF-1 oraz FGF-2 w istotny
sposob nasilajg chondrogenne dziatanie TGF-beta [108;109]. W badaniach
immunohistochemicznych i genetycznych stwierdzono, ze wszystkie powyzsze
czynniki produkowane sg miejscowo w obrebie samego osteofitu, jednakze badania
przeprowadzone na myszach wskazuja, ze istotnym zrédtem powyzszych cytokin sg
makrofagi obecne w maziéwce [111;141]. Jak dotad nie wyjasniono jednoznacznie
roli osteofitdw w patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawdw. Z jednej strony
osteoblasty obecne w osteofitach wydzielajq uczestniczace w patogenezie ChZS
cytokiny, takie jak IL-6, IL-8, MMP-13. Z kolei badania innych autorow wykazaty, ze
obecno$¢ osteofitbw w obrebie stawu biodrowego zajetego przez proces

zwyrodnieniowy wigze sie z wolniejszg progresjq choroby [129;142].

1.2.8. Podsumowanie

W ostatnich latach dokonat sie znaczny postep w badaniach dotyczacych
patogenezy choroby zwyrodnieniowej stawdéw. Poznano nowe mediatory
uczestniczace w szlakach patogenetycznych, szereg badan klinicznych i
radiologicznych pozwolit na nowg interpretacje roli poszczegdinych tkanek stawowych
w rozwoju tej choroby. Mimo to nie okre$lono jednego zasadniczego szlaku
patogenetycznego prowadzacego do uszkodzenia struktur tworzacych staw, a wiedza
na temat etiopatogenezy ChZS jest nadal fragmentaryczna. Poszerzenie wiedzy na
temat patogenezy choroby zwyrodnieniowej stawdw nie umozliwito wdrozenia
skutecznego przyczynowego leczenia choroby, ani leczenia modyfikujacego jej

przebieg.

-23-



2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Zalozenia pracy

W przebiegu choroby zwyrodnieniowej w obrebie zajetego stawu wystepuje
przewlekty stan zapalny. Procesem zapalnym objete sq btona maziowa i chrzastka
stawowa, a w jego przebiegu dochodzi do wydzielania mediatoréw prozapalnych
przez chondrocyty oraz synowiocyty typu fibroblastow do ptynu stawowego. Do
mediatordw procesu zapalnego uczestniczacych w patogenezie choroby
zwyrodnieniowej nalezy przede wszystkim interleukina 1-beta, a takze leptyna i
adiponektyna, ktére produkowane sg przez synowiocyty typu fibroblastow i
chondrocyty. Stezenia powyzszych biatek w ptynie stawowym, oraz ich produkcja w
obrebie mazidwki i chrzastki rdznig sie pomiedzy stawami objetymi zaawansowanym
procesem zwyrodnieniowym, a stawami bez cech choroby zwyrodnieniowe;j.

Zaktadam, ze hodowla laboratoryjna chondrocytéw i synowiocytéw typu
fibroblastdw umozliwia ocene produkcji cytokin prozapalnych, jaka ma miejsce w
obrebie chrzastki i mazidwki stawu. Zaktadam, Zze w przebiegu choroby
zwyrodnieniowej stawow stopien aktywnosci zapalnej komdrek mazidwki i chrzastki

jest wyzszy w pordwnaniu ze stawami bez cech tej choroby.
Cele pracy

1. Ocena stezenia interleukiny 1- beta, leptyny i adiponektyny w ptynie
stawowym pobranym od pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowg stawdw
kolanowych i pacjentdw bez cech tej choroby oraz okreslenie roznic stezen
badanych cytokin pomiedzy grupami.

2. Ocena stezenia IL — 1 beta, leptyny i adiponektyny w mediach pobranych z
hodowli komdrkowej synowiocytdw i chondrocytow pacjentdw z chorobg
zwyrodnieniowg i 0s6b z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego oraz
okreslenie réznic w produkcji tych mediatoréw pomiedzy grupami.

3. Okreslenie réznic w produkcji badanych biatek miedzy chondrocytami i

synowiocytami z tej samej grupy pacjentéw.
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4. Ustalenie, czy istnieje zalezno$¢ nasilenia procesu zapalnego w obrebie
badanych tkanek od parametrow klinicznych, takich jak stopien
zaawansowania zmian radiologicznych w przebiegu choroby zwyrodnieniowej,

a takze od wskaznika masy ciata (BMI).
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3. MATERIAL I METODA

3.1. Materiat

Badania zostaty przeprowadzone na prébkach ptynu stawowego oraz probkach
supernatantu hodowli komorek mazidwki (synowiocytdw typu fibroblastow) i
chondrocytéw, ktdére pobratem od pacjentéow leczonych w Klinice Ortopedii Ogdlnej,

Onkologicznej i Traumatologii. Do badan wigczytem dwie grupy chorych:

GRUPA I - pacjentdow ze zmianami zwyrodnieniowymi stawdw kolanowych,

zakwalifikowanymi do zabiegu endoprotezoplastyki tych stawow.

GRUPA 1II - poréwnawcza, obejmujaca pacjentdw z catkowicie zerwanym
wiezadtem krzyzowym przednim, zakwalifikowanych do artroskopowej rekonstrukcji

tego wiezadta.

3.2.1. Charakterystyka badanych grup pacjentow

Grupal

Do grupy pacjentow z chorobg zwyrodnieniowg wiaczytem 17 chorych z
zaawansowanymi  jedno lub obustronnymi idiopatycznymi zmianami
zwyrodnieniowymi  stawow  kolanowych,  zakwalifikowanych do  zabiegu
endoprotezoplastyki catkowitej stawu kolanowego w Klinice Ortopedii Ogdlnej,
Onkologicznej i Traumatologii. Zaden z chorych w tej grupie nie posiadat wczeéniej
wszczepionej endoprotezy jakiegokolwiek stawu.

Kryterium wiaczajacym do tej grupy byto rozpoznanie u pacjentdow choroby
zwyrodnieniowej stawu kolanowego na podstawie kryteridow klinicznych wg American
College of Rheumatology (tabela 2.1) oraz oceny radiologicznej na podstawie zdje¢ w
projekcji przednio — tylnej oraz bocznej. Po potwierdzeniu spetnienia powyzszych

kryteriow wsrod pacjentdw przyjmowanych do kliniki w latach 2009 — 2010 metodg
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randomizacji wytypowatem 17 o0sdb, ktdére uczestniczyly w  badaniu.

Tabela 2.1. Kryteria rozpoznania choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego wg

American College of Rheumatology

Chorobe zwyrodnieniowag stawu kolanowego mozna rozpoznaé u pacjenta, ktory

spetnia nastepujace kryteria :

1. Bl stawu kolanowego

2. Spetnienie trzech z szesciu ponizszych kryteriow :
a) Wiek 50 lat lub wiecej
b) Sztywno$¢ poranna trwajgca mniej niz 30 minut
c) Krepitacje w obrebie stawu
d) TKkliwos¢ struktur kostnych stawu

e) Powiekszenie struktur kostnych stawu

f) Brak wyczuwalnego zwiekszonego ucieplenia stawu

W omawianej grupie u wszystkich chorych zabieg catkowitej
endoprotezoplastyki cementowej stawu kolanowego zostat przeprowadzony z
uzyciem endoprotez Stryker Triathlon, Zimmer NexGegn, Smith&Nephew Genesis II.
Stosowano mieszany prézniowo polimetylometakrylanowy cement kostny z
dodatkiem gentamycyny Cemex System firmy Tecres.

U wszystkich pacjentow przed zabiegiem operacyjnym, a takze w okresie
pooperacyjnym stosowano profilaktyke antybiotykowg w postaci dozylnie
podawanych cefalosporyn II generacji oraz profilaktyke przeciwzakrzepowq przy
uzyciu heparyn drobnoczasteczkowych przez okres 6 tygodni. W okresie
pooperacyjnym, przez 14 dni u wszystkich chorych z tej grupy stosowano profilaktyke
przeciw skostnieniom okotostawowym, podajac poczawszy od 2 doby piroksykam w
dawce 15 mg na dobe.

U wszystkich chorych z tej grupy okres pooperacyjny przebiegat bez powiktan,
nie stwierdzitem przedtuzajacego sie okresu podwyzszonej temperatury, u wszystkich
chorych liczba leukocytdow we krwi krazacej w 10 dobie miescita sie w zakresie

normy.
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Grupa II

Do grupy porownawczej wiaczytem 18 pacjentow zakwalifikowanych do
artroskopowej rekonstrukcji wiezadta krzyzowego przedniego w Klinice Ortopedii
Ogdlnej, Onkologicznej i Traumatologii. Celem unifikacji omawianej grupy przyjatem

nastepujace kryteria wigczajace :

1. Uszkodzenie wiezadta krzyzowego przedniego na skutek urazu, ktorego
pacjent doznat w okresie 2 - 12 miesiecy przed zabiegiem artroskopowej
rekonstrukcji ACL.

2. Objawy Kkliniczne niestabilnosci przedniej stawu kolanowego, potwierdzono
objawami: szufladowym przednim, Lachmana i pivot — shift przy prawidtowej

zwartos¢ tego stawu w plaszczyznie czotowe;.

3. Potwierdzenie catkowitego zerwania wiezadta krzyzowego przedniego w czasie
artroskopii przeprowadzonej w Klinice co najmniej na dwa miesigce przed
zabiegiem rekonstrukcji. W trakcie tej artroskopii usuwano takze kikuty

zerwanego ACL.

4. Brak choroby zwyrodnieniowej operowanego stawu (stwierdzony na podstawie
oceny radiologicznej i artroskopowej). Brak uszkodzen chrzastki stawowej,
uszkodzenia takotek, ciat wolnych, przerostu mazidéwki, przerostu ciata Hoffy
lub innych patologii wewnatrzstawowych, potwierdzony w trakcie

artroskopowej rekonstrukcji ACL.

Po potwierdzeniu spetnienia powyzszych kryteriow wsrdd  pacjentéw
przyjmowanych do kliniki w latach 2009 — 2010 metodq randomizacji do omawianej
grupy wiaczytem 23 osoby. Z powodu trudnosci z uzyskaniem prébek ptynu
stawowego u wielu pacjentéow, do badania wykorzystatem prébki ptynu od pacjentow
u ktorych z uwagi na brak wskazan do procedury notch — plasty nie mozna byto

zatozy¢ hodowli komdrkowych. W omawianej grupie ostatecznie znalazto sie 13 osdb,
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u ktérych uzyskatem komplet probek (ptyn stawowy, fragment btony maziowej i
chrzastki stawowej), 5 osob od ktdérych uzyskatem fragmenty btony maziowej i
chrzastki stawowej, a takze 5 os6b od ktérych pobratem jedynie prébki ptynu
stawowego.

U wszystkich chorych z tej grupy zabieg wykonano z uzyciem $ciegien miesni
smuktego oraz potsciegnistego, stabilizowanych w obrebie kosci udowej przy uzyciu
petli polietylenowej i ptytki metalowej, natomiast w obrebie piszczeli za pomocq
biowchtanialnej Sruby interferencyjnej.

U wszystkich pacjentdw w okresie okotooperacyjnym stosowano profilaktyke
antybiotykowg w postaci dozylnie podawanych cefalosporyn II generacji oraz
profilaktyke przeciwzakrzepowg przy uzyciu heparyn drobnoczasteczkowych przez
okres 6 tygodni.

U chorych z tej grupy okres pooperacyjny przebiegat bez powiktan, nie
stwierdzitem przedtuzajagcego sie okresu podwyzszonej temperatury, ani
wystepowania wysieku w obrebie stawu.

Podstawowq charakterystyke grup badanych przedstawia tabela 2.2.

Tabela 2.2. Podstawowa charakterystyka grup badanych.

Parametr Grupal | Grupall
Liczba chorych 17 23
Kobiet 11 5
Mezczyzn 6 18
Sredni wiek 69,3 27,3
Wiek min 54 18
Wiek max 82 41
Srednie BMI 29,9 23,7
BMI min 24,3 19,6
BMI max 34,6 29,3
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Kryteria wylaczajace

Celem ujednolicenia obu grup pacjentdw i wykluczenia osob, u ktorych inne
schorzenia mogtyby mie¢ wptyw na poziomy badanych cytokin ustalitem nastepujace

kryteria wytgczajace :

« Reumatoidalne zapalenie stawdw

« Zesztywniajace zapalenie stawdw kregostupa

 tuszczycowe zapalenie stawdw

« Wtdrna choroba zwyrodnieniowa, po bakteryjnym zapaleniu stawu

» Infekcja bakteryjna lub wirusowa w okresie do 6 tygodni przed zabiegiem

« Laboratoryjne wykfadniki Swiezego stanu zapalnego (OB, CRP, liczba
leukocytdw we krwi krgzacen)

« Przyjmowanie preparatow sterydowych, réwniez dostawowo

» Przyjmowanie dostawowo preparatow kwasu hialuronowego lub innych lekéw

e Gruzlica

e Choroby watroby

* Immunosupresja

«  Swiezy (do 2 miesiecy) uraz w obrebie stawu kolanowego

« Kontaminacja materiatu w czasie jego pobierania

W tym celu u kazdego pacjenta przed zabiegiem zbieratem dokfadny wywiad,
przeprowadzatem dokfadne badanie Kkliniczne i mierzytem temperature ciata. U
wszystkich pacjentéw przed zabiegiem rutynowo wykonywano nastepujace badania
laboratoryjne : morfologie krwi, badanie laboratoryjne moczu, oznaczono OB, CRP,
INR, APTT, poziom glukozy, biatka catkowitego, kreatyniny, mocznika. U kazdego
chorego wykonano zdjecie przegladowe klatki piersiowej, jak réwniez zdjecie
operowanego stawu w projekcji przednio — tylnej oraz bocznej. Ponadto przy
przyjeciu do Kliniki chorzy dostarczali aktualne zaswiadczenie od stomatologa o braku
ognisk zapalnych w jamie ustnej, jak réwniez aktualne zaswiadczenia od
prowadzacych  pacjentdow ambulatoryjnie lekarzy  specjalistbw o  braku

przeciwwskazan do zabiegu endoprotezoplastyki stawu kolanowego lub rekonstrukgiji
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artroskopowej wiezadta krzyzowego przedniego. Jedng dobe przed zabiegiem
pacjenci byli badani przez specjaliste chorob wewnetrznych celem wykluczenia

internistycznych przeciwwskazan do przeprowadzenia operacji.
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3.2. Metodyka

3.2.1. Ocena kliniczna pacjentow

Po przyjeciu do Kliniki pacjenci byli badani podmiotowo i przedmiotowo przez
autora pracy, nastepnie wazeni i mierzeni celem uzyskania ich BMI. U kazdego
chorego wykonano zdjecie radiologiczne obu stawoéw kolanowych na stojaco, w
projekcjach przednio - tylnej i bocznej (na dtugiej kliszy), celem potwierdzenia
rozpoznania. Nastepnie u pacjentdw ze zmianami zwyrodnieniowymi okreslano
radiologiczne zaawansowanie choroby na podstawie klasyfikacji Ahlbacka (tabela 2.3)
oraz Kellgrena — Lawrence’a (tabela 2.4). Oceny radiologicznej dokonywato
niezaleznie od siebie dwoch lekarzy specjalistow w dziedzinie ortopedii, przy czym
kazdy pacjent byt anonimowo oceniany dwukrotnie przez kazdego ze specjalistow.
Uzyskane z kazdego pomiaru wyniki usrednitem i zaokraglitem do liczb catkowitych.

W przypadku pacjentéw zakwalifikowanych do rekonstrukcji ACL rozpoznanie
stawiano na podstawie wywiadu i badania klinicznego, potwierdzano je podczas
artroskopii przeprowadzanej co najmniej dwa miesigce przed zabiegiem rekonstrukcji
ACL.

Tabela 2.3 : Klasyfikacja Ahlbécka radiologicznego zaawansowania choroby

zwyrodnieniowej stawow kolanowych

Stopien 0 Brak radiologicznych cech choroby zwyrodnieniowej

Stopien | Zwezenie szpary stawowej (ze sklerotyzacjg podchrzestng lub bez), definiowany
jako szpara stawowa nizsza niz 3 mm, lub nizsza niz 50% wysokosci szpary

stawowej drugiego przedziatu, lub tego samego przedziatu w obrebie drugiego

stawu
Stopien I Brak szpary stawowej
Stopien 1l Ubytek kostny < 5 mm
Stopien IV Ubytek kostny 5 — 10 mm
Stopien V Ubytek kostny > 10 mm
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Tabela 2.4 — Klasyfikacja radiologicznego zaawansowania choroby zwyrodnieniowej

stawdw wg Kellegrena — Lawrence’a

Stopien 0 Brak radiologicznych cech choroby zwyrodnieniowej

Stopien | Minimalne osteofity o watpliwym znaczeniu klinicznym

Stopien I Wyrazne osteofity, bez zwezenia szpary stawowej

Stopien Il Wyrazne osteofity, zwezenie szpary stawowej

Stopien IV Wyrazne osteofity, zwezenie szpary stawowej, sklerotyzacja podchrzestna

3.2.2. Pobieranie materiatu do badan, izolacja komorek

Pobieranie materiatu od pacjentow z choroba zwyrodnieniowga stawow

(grupa I)

U pacjentdw ze zmianami zwyrodnieniowymi stawow kolanowych materiat
pobieratem podczas zabiegu endoprotezoplastyki catkowitej stawu kolanowego.
Bezposrednio przed zabiegiem pacjentowi zaktadano opaske Esmarcha na operowang
konczyne, celem zapewnienia bezkrwawego pola operacyjnego. Zabieg wykonywano
z typowego ciecia, po odreparowaniu torebki stawowej pobieratem strzykawka
probke ptynu stawowego z zachytka nadrzepkowego. W przypadku, gdy podczas
pobierania ptyn stawowy zostat zanieczyszczony krwia, pacjent byt wylaczany z
badania. Nastepnie po dojsciu do jamy stawowej odstaniano zachytek nadrzepkowy,
skad pobieratem prébke mazidwki z okolicy gornego bieguna powierzchni rzepkowej
kosci udowej i pobrang tkanke umieszczatem w naczyniu z roztworem fizjologicznym.
Fragmenty chrzastki uzyskiwatem z kitykcia przysrodkowego lub bocznego kosci
udowej i umieszczalem w naczyniu z solg fizjologiczng. Zawsze pobieratem
powierzchowng warstwe chrzastki, z miejsca lezagcego od strony wciecia
miedzyktykciowego i w bezposrednim sgsiedztwie obszaru o najwiekszym zniszczeniu
chrzastki. We  wszystkich przypadkach pobrane probki tkanek stanowity odpad
operacyjny, bowiem fragmenty mazidwki i bloczki chrzastko — kostne, z ktorych
pochodzity s rutynowo usuwane podczas zabiegu endoprotezoplastyki stawu

kolanowego. W kazdym przypadku materiat byt pobierany w warunkach jatowych,
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nastepnie przewozitem go w ciggu 45 minut od pobrania do Zaktadu Histologii UM w
Poznaniu celem przygotowania hodowli komorkowych, ktére prowadzita dr med.

Agnieszka Ziotkowska.

Pobieranie materiatu od pacjentow poddanych rekonstrukcji ACL (grupa
II)

U pacjentdw poddanych zabiegowi artroskopowej rekonstrukcji wiezadta
krzyzowego przedniego, analogicznie jak w przypadku grupy I, przed zabiegiem
zaktadano opaske Esmarcha celem zapewnienia bezkrwawego pola operacyjnego. Po
jatowym umyciu i obtoZzeniu operowanej konczyny staw kolanowy zginano do 90
stopni i przez portal przednio — boczny (bocznie od wiezadta rzepki), wprowadzano
optyke artroskopu. Pod kontrolg wzrokowa wprowadzano w rzucie portalu przednio —
przysrodkowego (przySrodkowo od wiezadta rzepki) igte strzykawki, przez ktorg
aspirowano ptyn stawowy. Zdecydowatem o takim postepowaniu z uwagi na malg
ilos¢ ptynu stawowego obecng w stawach 0sdb bez cech choroby zwyrodnieniowej.
Ponadto proba aspiracji ,na Slepo” grozi jatrogennym uszkodzeniem chrzastki
stawowej oraz zanieczyszczeniem probki krwig. W przypadku zanieczyszczenia prébki
ptynu stawowego krwig pacjenta wytaczatem z badania.

Po pobraniu ptynu staw wypetniano ptynem fizjologicznym, a przez portal
przednio — przysrodkowy wprowadzano narzedzia atrtoskopowe. Prébke mazidwki
pobierano z zachytka nadrzepkowego. Pobrane fragmenty maziéwki umieszczatem w
naczyniu wypetnionym ptynem fizjologicznym. Po przewierceniu w kosci piszczelowej
i udowej kanatdw przeprowadzano przez nie przeszczep wytworzony ze $ciegien
miesni potsciegnistego i smuktego, ktory nastepnie mocowano do kosci. Po jego
ustabilizowaniu wykonywano Srddoperacyjng ocene konfliktu przeszczepu z ktykciem
bocznym kosci udowej. W przypadku zaistnienia takiego konfliktu wykonywano
rutynowq procedure notch - plasty, ktdra polega na usunieciu lezacego w sasiedztwie
dotu miedzyktykciowego chrzestno — kostnego fragmentu kiykcia przysrodkowego
kosci udowej, ktory konfliktuje sie z przeszczepem wiezadta. Usuwany fragment
pochodzi z nieobcigzonej powierzchni chrzastki i nie wplywa ujemnie na

biomechanike stawu kolanowego. Z uzyskanego bloczka kostno — chrzestnego



pobieratem powierzchowny fragment chrzastki i umieszczatem go w naczyniu z
ptynem fizjologicznym. We wszystkich przypadkach materiat, ktdry pobieratem
stanowit odpad operacyjny. W kazdym przypadku materiat byt pobierany w
warunkach jatowych, nastepnie przewozitem go w ciggu 45 minut od pobrania do

Zaktadu Histologii UM w Poznaniu celem prowadzenia hodowli komérkowych.

Izolacja komorek i przygotowanie hodowli pierwotnej

W dniu poprzedzajagcym pobranie materialu i zatozenie hodowli
przygotowywano medium hodowlane na bazie Dulbecco’s MEM nutrient mix (GIBCO
42400-0028) wg proporcji 1,557 g sproszkowanej mieszaniny i 0,11 g NaHCOs/100
ml wody destylowanej. Po doktadnym wymieszaniu przy uzyciu mieszadta
magnetycznego roztwor filtrowano (Minisart NML SM 16555K, 0,45 pm, Sartorius) i
dodawano do niego ptodowej surowicy bydlecej (GIBCO 10106-169) oraz mieszanine
penicyliny, streptomycyny i amfoterycyny B (Antibiotic Antimycotic Solution, Sigma -
Aldrich A-5955) w ilosci odpowiednio 6 i 1,5 ml / 100 ml roztworu. Przygotowany
roztwor umieszczano w inkubatorze, w temperaturze 37 °C, atmosferze 95%
powietrza i 5% CO,, wilgotnosci 100% na ok. 20 h. Nastepnie sprawdzano i
wyrownywano jego pH przy uzyciu 1 M NaOH lub 1 M HCl. Odczyn medium byt
kontrolowany takze przed kazdg jego zmiana.

Po przywiezieniu materiatu do Zaktadu Histologii probki ptynu maziowego byty
odwirowywane, zamrazane i przechowywane w temperaturze -80 °C do czasu
wykonania oznaczen ELISA. Materiat tkankowy postuzyt do zatozenia hodowli
pierwotnej, a wszystkie etapy tego procesu, jak rowniez czynnosci zwigzane z
prowadzeniem hodowli odbywaty sie w warunkach sterylnych. Fragmenty btony
maziowej i chrzastki stawowej o objetosci okoto 20 — 35 mm? byly oczyszczane,
rozdrabniane mechanicznie przy uzyciu skalpela, nastepnie trawione w zawiesinie
kolagenazy 1. Roztwér kolagenazy przygotowywano na bazie otrzymanego wczesniej
medium hodowlanego. W tym celu dodawano do niego albumine bydlecg (BSA,
Sigma — Aldrich A-7030), bufor HEPES (Sigma — Aldrich, H3375) kolagenaze I (Sigma
— Aldrich C-0130) i inhibitor trypsyny (Sigma — Aldrich C-0130) w ilosciach 0,03 g,
0,475 g, 0,1 g i 0,01 g/100 ml medium). Nastepnie wyrdwnywano pH roztworu do

7,4. Proces enzymatycznego oddzielania komdrek od macierzy odbywat sie w fazni
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wodnej z wytrzasaniem, w temperaturze 37 °C i trwat w wypadku synowiocytow 20
minut, w wypadku chondrocytdw 40 minut. Po trawieniu zawiesine przepuszczano
przez filtr nylonowy do prébdwki, a nastepnie wirowano. W celu wyptukania
pozostatosci roztworu kolagenazy I, po odwirowaniu usuwano supernatant znad
warstwy komorek, wprowadzano $wieze medium, mieszano do uzyskania zawiesiny i
powtdrnie wirowano. Tak uzyskang warstwe komodrek umieszczano w $wiezym
medium hodowlanym, nastepnie dla kazdej probki obliczano stezenie komdrek. Na
potrzeby prowadzenia hodowli przyjeto state poczatkowe stezenie komodrek w
medium stuzagcym do zatozenia hodowli, ktére wynosito 5000 komoérek w 3 ml
medium. Kazda probke rozcienczano do powyzszego stezenia poprzez dodawanie
odpowiedniej ilosci ptynu hodowlanego. Otrzymang w ten sposdb zawiesine o
wystandaryzowanej ilosci komorek i objetosci medium umieszczano w dotkach plytki
hodowlanej (NUNC Brand Products 143982).

3.2.3. Prowadzenie hodowli komdorkowych

Naczynia hodowlane z umieszczonymi w nich  komdrkami
przechowywano w inkubatorze, w temperaturze 37 °C, atmosferze 95% powietrza i
5% CO,, wilgotnosci 100%. Roéwnolegle z wiasciwymi hodowlami prowadzono
hodowle kontrolne, uzyskane z tych samych komdrek w identycznych warunkach.
Umozliwito to przeprowadzenie co 24 godziny kontroli dynamiki rozwoju i czystosci
badanych komorek, ocene ich morfologii bez koniecznosci narazania wiasciwych
hodowli na dodatkowe manipulacje, a takze pozwolito na ograniczenie ryzyka
kontaminaciji.

Dynamika wzrostu komodrek w prowadzonych hodowlach eliminowata
konieczno$¢ ich pasazowania. Przez caty okres hodowli komorki rozrastaty sie
swobodnie w obrebie dna naczynia. Zdecydowano o prowadzeniu hodowli przez 6
dni, celem okreslenia metabolicznej aktywnosci komdrek mazidwki i chrzastki w
warunkach, gdy nie znajdujg sie pod wptywem czynnikdw metabolicznych oraz
mediatorow produkowanych przez inne tkanki stawowe. Medium hodowlane zbierano

znad warstwy komérek co 48 h, i wymieniano je na $wieze. Zebrany ptyn zamrazano
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i przechowywano w temperaturze -80 °C do momentu oznaczen. tacznie z kazdej

hodowli uzyskano 3 probki ptynu inkubacyjnego pobrane w 2,4 i 6 dobie.

3.2.4. Oznaczenia stezen badanych cytokin z uzyciem metody
ELISA

Do oznaczenia stezen wybranych chemokin: leptyny, adiponektyny i
interleukiny 1-beta uzyto komercyjnych zestawdw, odpowiednio: Human Leptin
Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, DLP00; Human Total Adiponectin/Acrp30
Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, DRP 300 oraz Human IL-1 beta/IL-1F2
Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, DLB 50. Zebrane wczesniej ptyny (medium
hodowlane znad komdrek hodowli pierwotnej synowiocytow i chondrocytéw oraz
ptyn stawowy) rozmrozono bezposrednio przed wykonaniem analizy. Ptyn stawowy
ze wzgledu na swoje wiasciwosci fizyko-chemiczne zostat 10-krotnie rozcienczony w
roztworze soli fizjologicznej. Oznaczenia dokonano wedtug procedury opisanej przez
producenta. Po uprzednim przygotowaniu ptytek w kolejnych celkach umieszczono
znane stezenia badanych chemokin w dwdch powtdrzeniach, rozpuszczalnik peptydu
oraz prébki medium hodowlanego i ptynu stawowego. Wypetnione ptytki inkubowano
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym przeptukaniu ptytek do
kazdej studzienki dodano sprzezone z enzymem przeciwciata przeciw badanym
peptydom. Po kolejnym cyklu ptukania (Labsystem, Wellwash 4) do celek ptytki
dodano bezbarwny substrat. Uzyskano barwny produkt reakcji i po 30 minutach
reakcja zostata zahamowana roztworem HCI. Absorbancje odczytano przy dtugosci
fali 540 nm w ciggu 10 min od zakonczenia reakcji. Stezenie cytokin w badanych
probkach obliczono na podstawie uzyskanych wartosci absorbancji w odniesieniu do

wyznaczonej krzywej standardowej.
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Reasumujac, u kazdego pacjenta, za wyjatkiem oséb z grupy II u ktorych nie
udato sie pobra¢ kompletu prébek, wykonano nastepujace oznaczenia dla kazdego z

powyzszych peptydow:

Stezenie w ptynie stawowym

Stezenie w medium z hodowli pierwotnej synowiocytéw — w 2 dobie
Stezenie w medium z hodowli pierwotnej synowiocytow — w 4 dobie
Stezenie w medium z hodowli pierwotnej synowiocytéw — w 6 dobie
Stezenie w medium z hodowli pierwotnej chondrocytéw — w 2 dobie

Stezenie w medium z hodowli pierwotnej chondrocytow — w 4 dobie

N o u s W=

Stezenie w medium z hodowli pierwotnej chondrocytéw — w 6 dobie

Sumarycznie daje to 21 oznaczen u jednego pacjenta (odpowiednio 7 dla IL1-
beta, leptyny, adiponektyny). Przy liczbie 40 pacjentdw w obu grupach, po
uwzglednieniu niekompletnych zestawdow probek u niektorych chorych z grupy II jest
to facznie 735 probek do oznaczen metodg ELISA. Z uwagi na fakt, ze po
wyznaczeniu krzywych standardowych do dyspozycji pozostato 720 dotkdw,
zdecydowano o wytaczeniu z badania préobek medium z szdstej doby hodowli

chondrocytéw od pacjentow z grupy II, u ktorych nie pobrano ptynu stawowego.
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3.2.5. Analiza statystyczna

Po uzyskaniu wynikow oznaczen stezen badanych cytokin metodq ELISA
dokonatem, we wspdtpracy z mgr Agnieszkq Seraszek z Zakfadu Bioinformatyki i
Biologii Obliczeniowej UM w Poznaniu, analizy statystycznej uzyskanych wynikow.

Dla wszystkich ocenianych parametréw wyliczytem przy pomocy programu
Statistica 9 firmy Statsoft nastepujace parametry: odchylenie standardowe,
wariancje, Srednig, mediane, minimum i maksimum. W obrebie kazdej proby
dokonatem analizy normalnosci rozktadu z zastosowaniem testu W Shapiro — Wilka
(uzyskana warto$¢ p>0,05 oznacza wystepowanie rozktadu normalnego w prébie).

Podczas analizy roznic statystycznych w obrebie jednej grupy stosowatem
testy dla zmiennych powigzanych. W wypadku, gdy w obrebie obu prob stwierdzitem
rozktad normalny stosowatem test t-Studenta, natomiast w sytuacji, gdy w danej
parze jedna lub dwie préby nie wykazywaty rozktadu normalnego, stosowatem test
Wilcoxona.

Podczas oceny rdznic wystepujacych pomiedzy obiema grupami pacjentéw
stosowatem testy dla zmiennych niepowigzanych. W sytuacji, gdy w danej parze
przynajmniej jedna proba nie wykazywata rozktadu normalnego stosowatem test
Manna — Whitneya. Natomiast jesli w obrebie analizowanej pary obie proby
wykazywaty rozktad normalny, z uwagi na ich liczno$¢ mniejszg niz 50, przed
rozpoczeciem wiasciwej analizy, oceniatem jednorodno$¢ wariancji z zastosowaniem
testu Levena. Jesli wariancje byly jednorodne, do poréwnania grup wybieratem test-
t, natomiast przy braku jednorodnosci stosowano test Cochrana — Coxa.

Analize korelacji przeprowadzitem w oparciu o testy Spearmana i Pearsona.
Pierwszy test stosowatem w przypadku braku rozktadu normalnego w obrebie
przynajmniej jednej z analizowanych préb, a takze dla korelacji z parametrami
radiologicznymi, poniewaz klasyfikacje Ahlbacka i Kellgrena — Lawrenca sg skalami
porzadkowymi. Drugi z testow stosowatem, gry obie oceniane proby wykazywaty
rozktad normaliny.

Ze wzgledu na niewielkq liczbe kobiet w grupie II, oraz mezczyzn w grupie I
analiza statystyczna zaleznosci uzyskanych wynikdw od ptci bytaby obarczona duzym

btedem. Z tego powodu odstgpitem od przeprowadzania takiej oceny.
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3.2.6. Etyka badan naukowych

Na prowadzenie powyzszych badan uzyskatem zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu nr 2048 / 2008 z
4 grudnia 2008 roku. Kazdy pacjent uczestniczyt w badaniu dobrowolnie. Wszyscy
chorzy przed przystgpieniem do badan uzyskiwali doktadng informacje na temat ich
celu oraz przebiegu, nastepnie, jesli wyrazili zgode na udziat w badaniu podpisywali
stosowny formularz $wiadomej zgody. Na kazdym etapie badan pacjenci mieli
zapewniong mozliwosS¢ rezygnacji z udzialu w badaniu bez ponoszenia Zzadnych

konsekwenciji.
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4. WYNIKI

4.1 Interleukina 1 - beta

4.1.1. Charakterystyka produkcji IL — 1 beta w hodowli
synowiocytow i chondrocytow stawow kolanowych objetych
chorobg zwyrodnieniowg (grupa I).

W badanej grupie pacjentdw we wszystkich probkach pobranych z hodowli
zaréwno synowiocytdw, jak i chondrocytéw stezenie IL - 1 beta byto o rzad wielkosci

wyzsze w probkach ptynu stawowego (tabela 4.1.1).

Tabela 4.1.1 Stezenia $rednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe
[pg/ml] oraz wynik oceny normalnosci rozktadu stezen IL — 1 beta w probkach

pochodzacych od pacjentéw z grupy I.

Pochodzenie Czas |Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. Rozkfad
prébki hodowli |probek | stezenie stezenie stezenie stand. normalny
Ptyn stawowy - 16 104,75 81 130,0 16,13 0,0807
Synowiocyty | 2 doba 17 7,09 5,8 9,9 1,06 0,0307
Synowiocyty | 4 doba 17 7,85 4,9 9,8 1,17 0,3841
Synowiocyty | 6 doba 17 7,26 4,8 10,2 1,48 0,7348
Chondrocyty | 2 doba 17 3,85 2,2 6,3 0,97 0,5450
Chondrocyty | 4 doba 17 3,78 2,2 6,0 0,82 0,0513
Chondrocyty | 6 doba 17 4,21 3,2 6,5 0,76 0,0053

W hodowli synowiocytow stezenie interleukiny - 1 beta bylo w drugiej dobie
najnizsze, znamiennie statystycznie wzrastato w czwartej dobie (test Wilcoxona,
p=0,0261), nastepnie nieistotnie statystycznie obnizatlo sie w szdstej dobie,
przyjmujac jednak wartos¢ wieksza niz w drugiej dobie (brak istotnosci statystycznej)
(rycina 4.1.1, tabela 4.1.1). Stwierdzitem wysokq korelacje pomiedzy stezeniami
interleukiny - 1 beta w ptynach z hodowlanych synowiocytéw z drugiej i czwartej
(test Spearmana, r=0,6937, p=0,002), a takze z drugiej i szdstej doby (test
Spearmana, r=0,7703, p=0,002).
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W prébkach medium pobranego z hodowli chondrocytéw stezenie interleukiny
— 1 beta w drugiej dobie byto nieznacznie wyzsze niz w czwartej (brak istotnosci
statystycznej) , nastepnie istotnie wzrastato (test Wilcoxona,p=0,0186), tak ze w
ostatniej dobie hodowli byto wyzsze (cho¢ nieistotnie statystycznie) niz na poczatku
jej prowadzenia (rycina 4.1.1, tabela 4.1.1). Stwierdzitem wysokq korelacje miedzy
stezeniami tego mediatora w prébkach pobranych w drugiej i czwartej dobie trwania
hodowli (test Pearsona, r=0,7339, r=0,001)

W omawianej grupie pacjentow stezenie IL1 - beta w prébkach pobranych z
hodowli synowiocytow byto znamiennie wyzsze niz w medium z hodowli
chondrocytéw, zarédwno w drugiej (test Wilcoxona, p=0,0003), czwartej (test t-
Studenta, p=0,0001), jak i szdstej (test Wilcoxona, p=0,0004) dobie prowadzenia
hodowli(rycina 4.1.1, tabela 4.1.1). Nie stwierdzitem korelacji miedzy stezeniami IL -
1 beta w mediach z hodowli synowiocytéw i chondrocytéw pobranych w tych samych
dobach.

@ Synowiocyty
Chondrocyty

4 I v

7 7 7

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.1.1 Stezenia IL — 1 beta [pg/ml] w prébkach ptynu z hodowli synowiocytéw
i chondrocytéw od pacjentdw z grupy I, pobranych w drugiej, czwartej i szostej dobie

trwania hodowli.
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4.1.2 Charakterystyka produkcji IL — 1 beta w hodowli
synowiocytow i chondrocytow stawow kolanowych z

uszkodzonym wiezadliem krzyzowym przednim (grupa II)

W badanej grupie pacjentow, podobnie jak w grupie pierwszej, stezenie IL-1
beta we wszystkich prébkach medium z hodowli, zaréwno chondrocytow, jak i
synowiocytow, bylo o rzad wielkosci nizsze niz w probkach ptynu stawowego
(Tabela. 4.1.2).

Tabla 4.1.2 Stezenia $rednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe
[pg/ml], oraz wynik oceny normalnosci rozktadu stezen IL — 1 beta w probkach

pochodzacych od pacjentdéw z grupy II.

Pochodzenie Czas Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. | Rozklad
probki hodowli probek | stezenie stezenie stezenie stand. | normalny
Ptyn stawowy - 18 20,50 12,0 32,0 5,36 0,6825
Synowiocyty 2 doba 18 2,03 1,1 2,9 0,55 0,5194
Synowiocyty 4 doba 18 3,28 1,9 4,3 0,68 0,3398
Synowiocyty 6 doba 18 3,07 1,8 4,6 0,86 0,3409
Chondrocyty 2 doba 18 1,30 0,8 2,1 0,34 0,5118
Chondrocyty 4 doba 18 1,54 0,9 2,3 0,37 0,9084
Chondrocyty 6 doba 18 1,49 0,9 1,9 0,29 0,5818

W trakcie prowadzenia hodowli synowiocytow stezenie IL — 1 beta w medium
hodowlanym poczatkowo istotnie wzrastato miedzy drugg, a czwartg dobg (test t-
Studenta, p=0,0001). Nastepnie zmniejszato sie w szostej dobie (nieistotnie
statystycznie), jednakze byto ono istotnie wyzsze niz w drugiej dobie (test t-
Studenta, p=0,0001) (rycina 4.1.2, tabela 4.1.2). Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami IL — 1 beta w mediach z poszczegdinych dni hodowli.

W probkach medium hodowli chondrocytdow stezenie interleukiny — 1 beta,
analogicznie, jak w przypadku hodowli synowiocytow, wzrastato w czwartej dobie
(test t-Studenta, p=0,019), by nieistotnie zmniejszy¢ sie w ostatniej dobie trwania
hodowli, przy czym stezenie byto ono nieznacznie wyzsze niz na poczatku hodowli

(brak istotnosci statystycznej)(rycina 4.1.2, tabela 4.1.2). Stwierdzitem wystepowanie
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korelacji miedzy stezeniem IL — 1 beta w medium hodowli chondrocytéw z czwartej i
szostej doby hodowli (test Pearsona, r=0,4981, p=0,035)

Przez caty okres prowadzenia hodowli stezenie IL - 1 beta w probkach
pobranych z hodowli synowiocytéw byto znamiennie wyzsze niz w medium z hodowli
chondrocytéw (w kazdym przypadku test t-Studenta p<0,0003) (rycina 4.1.2, tabela
4.1.2). Nie stwierdzitem korelacji miedzy stezeniami IL - 1 beta w mediach z hodowli

synowiocytow i chondrocytdw pobranych w tych samych dobach.

10

B Synowiocyty
Chondrocyty

04 |
2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.1.2 Stezenia IL — 1 beta [pg/ml] w prébkach ptynu z hodowli synowiocytow
i chondrocytéw od pacjentdw z grupy II, pobranych w drugiej, czwartej i szdstej

dobie trwania hodowli.



4.1.3 Porownanie stezenia IL — 1 beta w materiale od obu grup

pacjentow

Stezenie IL — 1 beta w prébkach ptynu stawowego pobranych od pacjentéw z
chorobg zwyrodnieniowg stawow kolanowych bylo znamiennie wyzsze (test t,
p=0,0001) niz w probkach uzyskanych od pacjentdw z uszkodzeniem wiezadta

krzyzowego przedniego (rycina 4.1.3)

140

120 - “'
100 1 J-

80 -

60 -

40 -

20 4

Grupa | Grupa Il

Rycina 4.1.3 Stezenie interleukiny — 1 beta [pg/ml] w prébkach ptynu stawowego
pobranych od pacjentéw z grupy I i II.
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Réwniez stezenie interleukiny - 1 beta w prébkach medium hodowlanego
uzyskanego z hodowli synowiocytéw byto zaréwno w drugiej (test Manna-Whitneya,
p=0,0001), jak rowniez w czwartej i széstej dobie, istotnie wyzsze (test Cochrana —
Coxa, w obu dobach p=0,0001) w materiale od pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowg
(rycina 4.1.4) w poréwnaniu do analogicznych prébek od pacjentdw z uszkodzeniem
ACL.

@ Grupa |
| Grupa Il

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.1.4 Stezenie IL — 1 beta [pg/ml] w probkach medium z hodowli
synowiocytéw pochodzacych od pacjentéw z grupy I i II. Plyny pobierano w drugiej,

czwartej i szostej dobie trwania hodowli.
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Stezenie interleukiny - 1 beta w prédbkach medium hodowlanego uzyskanego z
hodowli chondrocytow byto w zaréwno w drugiej (test t, p=0,0001), czwartej (test
Cochrana — Coxa, p=0,0001) i szostej dobie (test Manna-Whitneya, p=0,0001)
istotnie wyzsze w materiale od pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowg (rycina 4.1.5) w

poréwnaniu z analogicznymi prébkami od pacjentéw z grupy II.

10

Grupa |
Grupa Il

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.1.5 Stezenie IL — 1 beta [pg/ml] w prébkach medium z hodowli
chondrocytéw pochodzacych od pacjentéw z grupy I i II. Plyny pobierano w drugiej,

czwartej i szostej dobie trwania hodowli.
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4.2 Leptyna

4.2.1 Charakterystyka produkcji Ileptyny w hodowli
synowiocytow i chondrocytow pacjentow z choroba

zwyrodnieniowa stawow (grupa I).

W badanej grupie pacjentow najwyzsze stezenie leptyny wystepowato w
ptynie stawowym. Stezenie to, analogicznie jak w przypadku IL 1 - beta, byto o rzad

wielkosci wyzsze niz w prébkach mediéw hodowlanych.

Pochodzenie Czas | Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. Rozktad
probki hodowli | probek | stezenie stezenie stezenie stand. Normalny
Plyn stawowy - 16 11,40 6,60 17,50 4,05 0,0380
Synowiocyty | 2 doba 17 0,80 0,59 0,95 0,11 0,0380
Synowiocyty | 4 doba 17 0,87 0,68 1,10 0,11 0,9388
Synowiocyty | 6 doba 17 0,76 0,49 0,99 0,14 0,8127
Chondrocyty | 2 doba 17 0,69 0,51 0,98 0,14 0,2940
Chondrocyty | 4 doba 17 0,69 0,58 0,88 0,08 0,0304
Chondrocyty | 6 doba 17 0,73 0,59 0,98 0,09 0,2069

tabela 4.2.1 Stezenia Srednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe
[ng/ml], oraz wynik oceny normalnoSci rozktadu stezen leptyny w probkach

pochodzacych od pacjentéw z grupy I.

W hodowli synowiocytdw stezenie leptyny w pierwszym etapie prowadzenia
hodowli istotnie statystycznie wzrastato (test Wilcoxona, p=0,0157), osiagajac w
czwartej dobie najwyzszg wartoS¢, nastepnie istotnie zmniejszato sie (test t-
Studenta, p=0,0139), osiggajac w szOstej dobie stezenie nieistotnie nizsze niz na
poczatku hodowli (rycina 4.2.1 , tabela 4.2.1). Stwierdzitem wystepowanie korelacji
miedzy stezeniem leptyny w materiale z hodowli synowiocytow z drugiej i czwartej
doby prowadzenia hodowli (test Spearmana, r=0,5, p=0,04);

W prébkach medium pobranego z hodowli chondrocytow stezenie leptyny
utrzymywato sie w trakcie trwania hodowli statym poziomie miedzy drugq i czwartg
dobg, nastepnie nieznacznie wzrastato (brak znamiennosci statystycznej) i w

koncowym etapie prowadzenia hodowli byto nieistotnie statystycznie wyzsze niz na
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jej poczatku (rycina 4.2.1, tabela 4.2.1). Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami leptyny w mediach z poszczegdinych dni hodowli.

W drugiej oraz czwartej dobie prowadzenia hodowli stezenie leptyny w
prébkach pobranych z hodowli synowiocytéow byto znamiennie wyzsze niz w medium
z hodowli chondrocytéow (test Wilcoxona, p=0,0262 oraz p=0,0003). Z kolei w
ostatniej dobie byto ono réwniez wyzsze, jednakze rdznica byta nieistotna
statystycznie (rycina 4.2.1, tabela 4.2.1). Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami leptyny w mediach z hodowli synowiocytéw i chondrocytdw pobranych w
tych samych dobach.

@ Symowiocyty

Chondrocyty

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.2.1 Stezenia leptyny [ng/ml] w probkach ptynu z hodowli synowiocytow i
chondrocytéw od pacjentdw z grupy I, pobranych w drugiej, czwartej i szostej dobie

trwania hodowli.
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4.2.2. Charakterystyka produkcji leptyny w hodowli
synowiocytow i chondrocytow pacjentow z uszkodzeniem

wiezadta krzyzowego przedniego (grupy II).

W badanej grupie pacjentdow najwyzsze stezenie leptyny wystepowato w
ptynie stawowym. Stezenie to byto o rzad wielkosci wyzsze, niz w probkach mediéw

hodowlanych na kazdym etapie trwania hodowli (tabela 4.2.2),

Tabela 4.2.2 Stezenia $rednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe
[ng/ml], oraz wynik oceny normalnosci rozktadu stezen leptyny w probkach

pochodzacych od pacjentdéw z grupy II.

Pochodzenie Czas | Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. Rozktad
prébki hodowli | prébek | stezenie stezenie stezenie stand. Normalny
Plyn stawowy - 18 6,64 4,80 9,30 1,33 0,2828
Synowiocyty | 2 doba 18 0,71 0,54 0,85 0,09 0,8446
Synowiocyty | 4 doba 18 0,59 0,39 0,79 0,10 0,9981
Synowiocyty | 6 doba 18 0,68 0,48 0,83 0,11 0,1301
Chondrocyty | 2 doba 18 0,52 0,29 0,65 0,10 0,0273
Chondrocyty | 4 doba 18 0,59 0,49 0,87 0,09 0,0098
Chondrocyty | 6 doba 18 0,57 0,48 0,65 0,06 0,0983

W trakcie prowadzenia hodowli synowiocytdw stezenie leptyny w medium
hodowlanym poczatkowo istotnie zmniejszato sie miedzy drugq a czwartg dobg (test
t-Studenta, p=0,0002). Nastepnie znamiennie wzrastato w szdstej dobie (test t-
Studenta, p=0,0084), przy czym stezenie w szostej dobie byto nieco nizsze (réznica
statystycznie nieistotna) niz na poczatku hodowli (rycina 4.2.2, tabela 4.2.2). Nie
stwierdzitem korelacji miedzy stezeniami leptyny w mediach z poszczegdinych dni
hodowli.

W probkach medium pobranego z hodowli chondrocytéw pacjentéw grupy II
stezenie leptyny wzrastalo w czwartej dobie (test Wilcoxona, p=0,0365), by
nieznacznie zmniejszyC sie ostatniej dobie (test Wilcoxona, p=0,03719) trwania

hodowli, przy czym stezenie to byto wyzsze (réznica statystycznie nieistotna) niz w
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drugiej dobie (rycina 4.2.2, tabela 4.2.2). Nie stwierdzitem Kkorelacji miedzy
stezeniami leptyny w mediach z poszczegdlinych dni hodowli.

W trakcie prowadzenia hodowli komdrek od omawianej grupy pacjentéw
stezenie leptyny poczatkowo byto istotnie wyzsze (test Wilcoxona, p=0,0005) w
hodowli synowiocytéw, nastepnie $rednie stezenia z obu hodowli osiggnety takg
samq wartos¢ (brak statystycznie istotnej réznicy miedzy prébkami), a w ostatnim
etapie ponownie istotnie wyzsze (test t-Studenta, p=0,0014) byto stezenie w hodowli
synowiocytdw (rycina 4.2.2, tabela 4.2.2). Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami leptyny w mediach z hodowli synowiocytdw i chondrocytow pobranych w
tych samych dobach.

0,9 1

B Synowiocyty

Chondrocyty

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.2.2 Stezenia leptyny [ng/mlI] w probkach ptynu z hodowli synowiocytow i
chondrocytéw od pacjentdw z grupy II, pobranych w drugiej, czwartej i szostej dobie

trwania hodowli.
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4.2.3 Porownanie stezen leptyny w probkach pobranych od obu

grup pacjentow

Stezenie leptyny w probkach ptynu stawowego pobranych od pacjentow z
chorobg zwyrodnieniowg byto istotnie wyzsze (test Manna - Whitneya, p=0,0007) niz
w prébkach od pacjentdw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego (rycina
4.2.3)
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Rycina 4.2.3 Stezenie leptyny [ng/mlI] w prébkach ptynu stawowego pobranych od
pacjentow z grupy I i II.
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Stezenie leptyny w probkach ptynu z hodowli synowiocytéw pobranych od
pacjentow z chorobg zwyrodnieniowg stawéw w drugiej (test Manna — Whitneya
p=0,0043) oraz czwartej (test Cochrana — Coxa, p=0,0001) dobie byto istotnie
wyzsze niz w prébkach od pacjentéw z uszkodzeniem ACL. W szdstej dobie hodowli
stezenie to byto réwniez wyzsze w materiale grupy I, jednakze rdéznica nie byta

istotna statystycznie (rycina 4.2.4)

@ Grupa |
B Grupa ll

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.2.4 Stezenie leptyny [ng/ml] w probkach medium z hodowli synowiocytéw
pochodzacych od pacjentéw z grupy I i II. Ptyny pobierano w drugiej, czwartej i

szostej dobie trwania hodowli
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W probkach medium hodowlanego pobranego z hodowli chondrocytéw od
pacjentow z grupy I stezenia leptyny byty istotnie wyzsze niz w materiale od
pacjentéw z II grupy zaréwno w poczatkowym (test Manna — Whitneya, p=0,0001),
$rodkowym (test Manna - Whitneya, p=0,0002) , jak i koncowym (test Cochrana —
Coxa, p=0,0001) etapie hodowli (rycina 4.2.5).

0,9 1
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Rycina 4.2.5 Stezenie leptyny [ng/ml] w probkach medium z hodowli chondrocytéw
pochodzacych od pacjentéw z grupy I i II. Ptyny pobierano w drugiej, czwartej i
szostej dobie trwania hodowli



4.3 Adiponektyna

4.3.1 Charakterystyka produkcji adiponektyny w hodowli

synowiocytow i chondrocytow pacjentow z choroba

zwyrodnieniowa stawow (grupa I).

W badanej grupie pacjentdw najwyzsze stezenie adiponektyny wystepowato w
ptynie stawowym. Stezenie to byto o dwa rzedy wielkosci wyzsze niz w probkach
medidw hodowlanych  na kazdym etapie trwania hodowli (tabela 4.3.1). W
omawianej grupie pacjentdw stwierdzitem wysokg korelacje miedzy stezeniem
adiponektyny w probkach ptynu stawowego, a jej stezeniem w medium pobranym w
drugiej dobie hodowli chondrocytdw (test Pearsona, r=0,6494, p=0,005). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze nie przeliczatem stezen badanych cytokin  wzgledem

catkowitego stezenia biatka w danej prdbce.

Tabela 4.3.1 Stezenia Srednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe,
[ng/ml] oraz wynik oceny normalnosci rozkfadu stezen adiponektyny w probkach

pochodzacych od pacjentéw z grupy I.

Pochodzenie Czas | Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. Rozkiad
prébki hodowli | prébek | stezenie stezenie stezenie stand. normalny
Ptyn stawowy - 16 1143,75 100 2500| 737,36 0,1658
Synowiocyty | 2 doba 17 4,76 2 11 2,44 0,0900
Synowiocyty | 4 doba 17 5,65 3 11 2,26 0,0380
Synowiocyty | 6 doba 17 6,06 3 15 3,29 0,0100
Chondrocyty | 2 doba 17 30,65 7 65 19,23 0,1324
Chondrocyty | 4 doba 17 17,88 6 63 17,50 0,0001
Chondrocyty | 6 doba 17 16,82 5 55 16,32 0,0003

W hodowli synowiocytdéw stezenie adiponektyny stopniowo wzrastato, zaréwno
w czwartej, jak i széstej dobie (rycina 4.3.1, tabela 4.3.1). Roznice miedzy stezeniami
tej cytokin w prébkach z poszczegolnych etapéw hodowli nie byly jednak istotne
statystycznie. Nie stwierdzitem réwniez korelacji miedzy stezeniami adiponektyny w
mediach z poszczegdinych dni hodowli.
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W prébkach medium pobranego z hodowli chondrocytdw stezenie
adiponektyny gwattownie, istotnie statystycznie obnizato sie miedzy drugq i czwartg
dobg (test Wilcoxona, p=0,0217), nastepnie zaobserwowano nieznaczny dalszy jego
spadek w szostej dobie (réznica nieistotna statystycznie) i w kofcowym etapie
prowadzenia hodowli stezenie adiponektyny byto istotnie nizsze (test Wilcoxona,
p=0,0174) niz na jej poczatku (rycina 4.3.1, tabela 4.3.1). Stwierdzitem wysokie
korelacje miedzy stezeniami adiponektyny w prébkach z drugiej oraz czwartej (test
Spearmana, r=0,5043, p=0,0389), a takze czwartej oraz szostej doby (test
Spearmana, r= 0,593, p=0,0126)

W drugiej oraz czwartej dobie prowadzenia hodowli stezenie adiponektyny w
probkach pobranych z hodowli chondrocytéw byto znamiennie wyzsze niz w medium
z hodowli synowiocytéw (test t-Studenta, p=0,0001, test Wilcoxona, p=0, 0,001). Z
kolei w ostatniej dobie byto ono rowniez wyzsze, jednakze réznica ta byfa nieistotna
statystycznie (rycina 4.3.1, tabela 4.3.1) Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami adiponektyny w mediach z hodowli synowiocytdw i chondrocytow

pobranych w tych samych dobach.

B Synowiocyty
7 Chondrocyty

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.3.1 Stezenia adiponektyny [ng/ml] w prébkach ptynu z hodowli
synowiocytow i chondrocytéw od pacjentdéw z grupy I, pobranych w drugiej, czwartej

i szostej dobie trwania hodowli.

- 56 -



4.3.2 Charakterystyka produkcji adiponektyny w hodowli

synowiocytow i chondrocytow pacjentow z uszkodzeniem

wiezadta krzyzowego przedniego (grupa II).

W badanej grupie pacjentdw najwyzsze stezenie adiponektyny wystepowato w
ptynie stawowym. Stezenie to byto znamiennie o dwa rzedy wielkosci wyzsze, niz w

prébkach mediéw hodowlanych (tabela 4.3.2).

Tabela 4.3.2 Stezenia $rednie, minimalne, maksymalne, odchylenie standardowe
[ng/ml], oraz wynik oceny normalnosci rozktadu stezen adiponektyny w probkach

pochodzacych od pacjentdw z grupy II

Pochodzenie Czas | Liczba | Srednie Minimalne | Maksymalne | Odchyl. Rozkiad

probki hodowli | prébek | stezenie stezenie stezenie stand. normalny
Ptyn stawowy - 18 623,89 480 820 81,61 0,0839
Synowiocyty | 2 doba 18 6,94 3 12 2,07 0,4933
Synowiocyty | 4 doba 18 5,17 2 12 2,36 0,0311
Synowiocyty | 6 doba 18 5,22 2 9 2,10 0,2676
Chondrocyty | 2 doba 18 6,56 3 10 2,23 0,2770
Chondrocyty | 4 doba 18 5,83 3 11 2,01 0,2605
Chondrocyty 6 doba 18 6,83 3 12 2,26 0,7561

W trakcie prowadzenia hodowli synowiocytow stezenie adiponektyny w
medium hodowlanym poczatkowo istotnie zmniejszato sie miedzy drugg a czwartg
dobg (test Wilcoxona, p= 0,0162), a nastepnie minimalnie wzrastato w 6 dobie
(réznica nieistotna statystycznie), przy czym stezenie w szostej dobie byto istotnie
nizsze (test Wilcoxona, p=0,0247) niz w drugiej (rycina 4.3.2, tabela 4.3.2). Nie
stwierdzitem korelacji miedzy stezeniami adiponektyny w mediach z poszczegdinych
dni hodowli.

W probkach medium pobranego z hodowli chondrocytéw pacjentéw grupy II
stezenie adiponektyny nieznacznie obnizato sie miedzy druggq a czwartg doba, by
nastepnie zwiekszyc¢ sie ostatniej dobie trwania hodowli do poziomu nizszego niz na
jej poczatku. RAznice miedzy stezeniami adiponektyny w probkach pobranych na

kazdym etapie hodowli byly nieistotne statystycznie(rycina 4.3.2, tabela 4.3.2). Nie
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stwierdzitem korelacji miedzy stezeniami adiponektyny w mediach z poszczegdinych
dni hodowli.

W trakcie prowadzenia hodowli komdrek od omawianej grupy pacjentéw
stezenie adiponektyny byto nieznacznie wyzsze w hodowli synowiocytdw w drugiej
(brak istotnej statystycznie rdznicy) oraz czwartej (réznica statystycznie nieistotna)
dobie w poréwnaniu ze stezeniami w hodowli chondrocytéw. W ostatnim etapie
stezenie adiponektyny bylo istotnie wyzsze (test t-Studenta, p=0,0376) w hodowli
chondrocytéw(rycina 4.3.2, tabela 4.3.2). Nie stwierdzitem korelacji miedzy
stezeniami adiponektyny w pobranych na tych samych etapach prowadzenia hodowli

synowiocytow i chondrocytéw.

50 -

40 -

30 1 B Synowiocyty
Chondrocyty

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.3.2 Stezenia adiponektyny [ng/ml] w prébkach ptynu z hodowli
synowiocytow i chondrocytow od pacjentéw z grupy II, pobranych w drugiej,

czwartej i szostej dobie trwania hodowli
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4.3.3 Porownanie stezen adiponektyny w prdobkach pobranych

od pacjentow z obu grup.

Stezenie adiponektyny w probkach ptynu stawowego pobranych od pacjentéw
z chorobg zwyrodnieniowg byto istotnie wyzsze (test t, p=0,0178) niz w probkach od
pacjentdw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego (rycina 4.3.3). Zwraca

jednak uwage duzy rozrzut wynikdw w grupie pacjentdéw z chorobg zwyrodnieniowa.
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1200 -

1000 -
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200

Grupa | Grupa Il

Rycina 4.3.3 Stezenie adiponektyny [ng/ml] w probkach ptynu stawowego pobranych
od pacjentéw z grupy I i II.
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Stezenie adiponektyny w probkach ptynu z hodowli synowiocytow pobranych
od pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowg stawdw w drugiej dobie bylo istotnie nizsze
(test Cochrana — Coxa p=0,0073) niz na tym etapie w II grupie pacjentow.
Natomiast w czwartej i szostej dobie stezenie to byto wyzsze (réznica statystycznie
nieistotna) w porownaniu do prébek od pacjentdow z uszkodzeniem ACL (rycina
4.3.4).

50 4

40 -

30 1 B Grupa |

B Grupa |l

20 4

10 A

 malll Samm  Emm

2 doba 4 doba 6 doba

Rycina 4.3.4 Stezenie adiponektyny [ng/ml] w  prébkach medium z hodowli
synowiocytow pochodzacych od pacjentow z grupy I i II. Ptyny pobierano w drugiej,

czwartej i szostej dobie trwania hodowli.
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W prébkach medium hodowlanego pobranego z hodowli chondrocytéw od
pacjentdw z grupy I stezenia adiponektyny byty istotnie wyzsze niz w materiale od
pacjentdw z II grupy zaréwno w poczatkowym (test Manna — Whitneya, p=0,0001),
Srodkowym (test Manna - Whitneya, p=0,0101) , jak i koncowym (test Manna —
Whitneya, p=0,0007) etapie hodowli, mimo znacznego rozrzutu wynikdw w materiale

od pacjentdw ze zmianami zwyrodnieniowymi stawdw (rycina 4.3.5).
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Rycina 4.3.5 Stezenie adiponektyny [ng/ml] w  prébkach medium z hodowli
chondrocytéw pochodzacych od pacjentéw z grupy I i II. Plyny pobierano w drugiej,

czwartej i szostej dobie trwania hodowli
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4.4. Korelacje stezen badanych bialek z parametrami

klinicznymi i laboratoryjnymi

4.4.1. Korelacje stezen badanych bialek z progresja cech
radiologicznych choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego

wyrazong w skalach Kellgrena — Lawrenca I Ahlbacka.

Stwierdzitem wystepowanie wysokiej korelacji miedzy radiologicznym
zaawansowaniem zmian zwyrodnieniowych ocenianym w skali Kellgrena — Lawrenca,
a stezeniem interleukiny — 1 beta w ptynie stawowym pobranym od osdb z chorobg
zwyrodnieniowg stawu kolanowego (tabela 4.4.1). Zaobserwowatem takze
wystepowanie  korelacji miedzy zaawansowaniem radiologicznym  choroby
zwyrodnieniowej ocenianym w powyzszej skali, a produkcjg IL — 1 beta w hodowli
synowiocytow w szdstej dobie. Nie stwierdzitem takich korelacji dla probek z
wczesniejszych etapow hodowli  synowiocytow, oraz probek medium z hodowli

chondrocytéw (tabela 4.4.1).

Tabela 4.4.1. Korelacje miedzy progresjq cech radiologicznych choroby
zwyrodnieniowej stawdw w skali Kellgrena — Lawrenca, a stezeniem IL — 1 beta w

poszczegolnych prébkach.

Skala RTG Materiat Test wspotczynnik r warto $ép
Kellgrena - IL - 1 beta Spearmana 0,5307 0,0344
Lawrenca plyn stawowy

Kellgrena - IL- 1 beta

Lawrenca synowiocyty 2 doba Spearmana -0.1817 0,4851
Kellgrena - IL- 1 beta

Lawrenca synowiocyty 4 doba Spearmana -0,2954 0,2496
Kellgrena - IL- 1 beta

Lawrenca synowiocyty 6 doba Spearmana 0,5263 0,0300
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Stwierdzitem wysokg korelacje miedzy radiologicznym zaawansowaniem
choroby zwyrodnieniowej ocenianym w skali Ahlbacka a produkcjq adiponektyny

przez chondrocyty w drugiej dobie hodowli, przy czym stabta ona w kolejnych jej

etapach (tabela 4.4.2)

Tabela

4.4.2.

zwyrodnieniowej

Korelacje

stawow w skali

miedzy progresjq cech
Ahlbacka,

poszczegolnych prébkach z hodowli chondrocytéw.

radiologicznych

a stezeniem adiponektyny w

Skala RTG Materiat Test wspoétczynnik r warto $¢ép
N adiponektyna
Ahlbacka chondrocyty 2 doba Spearmana 0,5829 0,0141
N adiponektyna
Ahlbacka chondrocyty 4 doba Spearmana 0,4221 0,0915
N adiponektyna
Ahlbacka chondrocyty 6 doba Spearmana 0,2303 0,3738
Stezenia adiponektyny w prébkach medium z hodowli synowiocytow

pobranych w ostatnim jej etapie ujemnie korelowaty z punktacjq radiologicznej skali

Ahlbacka, nie stwierdzitem jednak takich zaleznosci dla wczesniejszych etapdow

hodowli (tabela 4.4.3).

Tabela

4.4.3.

zwyrodnieniowej

Korelacje

stawow w skali

miedzy progresjq cech
Ahlbacka,

poszczegolnych prébkach z hodowli synowiocytow.

radiologicznych

a stezeniem adiponektyny w

Skala RTG Materiat Test wspotczynnik r warto $ép
Ahlbacka ad|ponektyna Spearmana 0,3834 0,1287
synowiocyty 2 doba
Ahlbacka ad|ponektyna Spearmana -0,1543 0,5544
synowiocyty 4 doba
Ahlbacka adiponektyna Spearmana -0,6107 0,0092
synowiocyty 6 doba
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4.4.2. Korelacje stezen badanych bialek w poszczegoinych

probkach. ze wskaznikiem masy ciata pacjentow z grupy 11 I1.

Analiza statystyczna wykazata, ze w grupie pacjentdw ze zmianami
zwyrodnieniowymi wystepowata dodatnia korelacja miedzy wskaznikiem masy tych
pacjentéw (BMI), a stezeniem interleukiny — 1 beta w probkach medium
hodowlanego z czwartej doby hodowli synowiocytéw (test Pearsona, r=0,5939,
p=0,012). Wskaznik masy ciata nie korelowat ani ze stezeniami IL — 1 beta w
pozostatych prdbkach, ani ze stezeniami leptyny i adiponektyny.

W grupie pacjentdw z uszkodzeniem ACL stwierdzitem wystepowanie ujemnej
korelacji miedzy BMI a oznaczonymi w probkach medium z czwartej doby hodowli
synowiocytow stezeniami IL1-beta (test Spearmana, r=-0,5178, p=0,027) oraz
leptyny a BMI (test Pearsona, r= -0,485, p=0,041). Korelacji z BMI nie stwierdzitem

dla stezen badanych cytokin we wszystkich pozostatych prébkach.



4.4.3. Wzajemne korelacje miedzy parametrami laboratoryjnymi
u pacjentow ze zmianami zwyrodnieniowymi stawow

kolanowych (grupa I)

W przypadku pacjentdw z grupy I stwierdzitem wystepowanie zaleznosci
miedzy stezeniem adiponektyny w obrebie ptynu stawowego, a produkcjg
adiponektyny w hodowli chrzastki w drugiej dobie, w kolejnych dobach wspotczynnik
korelacji tych zmiennych byt jednak bardzo niski i nieistotny statystycznie (tabela
4.4.4). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nie przeliczatem stezenia adiponektyny

wzgledem catkowitego stezenia biatka w badanych probkach.

Tabela 4.4.4. Korelacje miedzy stezeniem adiponektyny w ptynie stawowym, a
stezeniem IL — 1 beta w mediach z poszczegdinych dniach hodowli chondrocytow w

grupie pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowg stawow .

Materiat Materiat Test wspotczynnikr ~ warto  $€ p
gg/lﬁ Osrt]:vlf/tgvr\]; choiﬂfgcnyet;tgnd%ba Pearson 0,6494 0,0050
ymetawony | _chondrotyy ddoba | SPeamana | 03284 06231
3?;2‘;?2&?@3 cho?]%?ggy?;tgnda:)ba Spearmana 0,2666 0,3008

Analiza statystyczna wykazata wystepowanie silnej ujemnej korelacji miedzy
produkcja IL — 1 beta w szostej dobie hodowli synowiocytow a produkcjg
adiponektyny w szostej dobie hodowli chondrocytéw (test Spearmana, r=-0,6720,
p=0,0031). W poprzednich etapach hodowli nie stwierdzitem jednak wystepowania

podobnych zaleznosci.
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4.4.4. Wzajemne korelacje miedzy parametrami laboratoryjnymi

u pacjentow uszkodzeniem ACL (grupa II)

W II grupie pacjentéw analiza statystyczna uzyskanych wynikdéw nie wykazata
wystepowania korelacji miedzy stezeniami badanych cytokin w obrebie mediéw
hodowlanych w poszczegolnych dobach trwania hodowli. Stwierdzitem wprawdzie
wystepowanie ujemnej korelacji miedzy stezeniem leptyny w ptynie stawowym a jej
produkcja w 4 dobie hodowli synowiocytdw (test Pearsona, r=-0,7372, p=0,0040),
jednakze w pozostatych etapach hodowli nie stwierdzitem analogicznych zaleznosci,
ponadto nie przeliczatem stezenia uzyskanych cytokin wzgledem catkowitego

stezenia biatka w probkach materiatu.

- 66 -



5. OMOWIENIE

5.1. Omowienie doboru chorych

Poznanie mechanizméw lezacych u podtoza choroby zwyrodnieniowej stawdw
jest powaznym wyzwaniem dla wspofczesnej nauki. Postepujace starzenie sie
spoteczenstwa i wraz z nim zwiekszenie liczby pacjentdéw z chorobg zwyrodnieniowg
stawdw sg istotnymi problemami w ortopedii.

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaly istotng role mediatoréw
zapalnych w patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawdw, jednak ich rola jest jak
dotad poznana jedynie w sposéb fragmentaryczny [3;9;89]. W szczegdlnym stopniu
dotyczy to odkrytych stosunkowo niedawno cytokin, jakimi sq adiponektyna i leptyna.
Wyniki prowadzonych obecnie badan coraz wyrazniej wskazujq na ich istotng role w
szeregu procesOw chorobowych mieszczacych sie w obrebie tzw. zespotu
metabolicznego, natomiast ich udziat w chorobie zwyrodnieniowej stawdw jest
bardzo stabo udokumentowany [92;140]. Z powyzszego wzgledu interesujace z
poznawczego punktu widzenia wydawato sie przeprowadzenie badan dotyczacych
produkcji tych wiasnie biatek w obrebie stawéw dotknietych procesem
zwyrodnieniowym.

Sposrod mediatordw uczestniczacych w rozwoju choroby zwyrodnieniowej, jak
dotychczas najdokfadniej poznano role interleukiny — 1 beta [9;58]. Wykazuje ona
wielokierunkowe dziatania kataboliczne, prowadzace miedzy innymi do uszkodzenia
chrzastki stawowej [3;49;52;62]. Z uwagi na udokumentowanie przez szereg
autoréw roli tej cytokiny w patogenezie choroby zwyrodnieniowej, w wielu
publikacjach jest ona traktowana jako swoisty punkt odniesienia i ,cytokina
modelowa”, z ktérg porédwnywane sg inne mediatory uczestniczace w tej chorobie
[9;52]. Z tego wilasnie powodu zdecydowatem o uwzglednieniu jej w badaniu dla
obiektywizacji uzyskanych wynikdw i fatwiejszego odniesienia wynikéw pracy do
danych przedstawianych przez innych autoréw.

W  wiekszosci  dotychczas opublikowanych  prac  dotyczacych  roli
poszczegolnych cytokin w chorobie zwyrodnieniowej stawdw dokonano poréwnania

wynikéw z chorymi z reumatoidalnym zapaleniem stawdw. Wynika to z tatwosci
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uzyskania prébek materiatu badawczego ze stawdw 0s6b z schorzeniami, na przyktad
podczas zabiegow endoprotezoplastyki. Zdecydowanie mniej badan dotyczy
materiatu od osdb zdrowych stanowigcych grupe kontrolng. Ogranicza to wiedze
dotyczacg podtoza procesu zwyrodnieniowego stawow, a wynika z zastrzezen natury
bioetycznej dotyczacych pozyskiwania tkanek stawowych od zdrowych ochotnikow.
Czes$¢ badaczy unikneta tych watpliwosci pobierajac tkanki np. z konczyn poddanych
amputacji, czy podczas operacyjnego leczenia ztaman [101]. Zastrzezenie budzi
zakres, w jakim schorzenie podstawowe wptyneto na metabolizm badanych tkanek.
Inni autorzy [92;100;143] pobierali prébki tkanek od dawcow narzaddw, co stanowi
jednak duzg trudnos$¢ natury organizacyjnej w uzyskaniu odpowiedniej wielkosci
grupy badanej. Niektdrzy autorzy zdecydowali sie na pobieranie materiatu od 0sob
zmartych, w trakcie sekcji zwiok, jednakze wielogodzinny okres miedzy zgonem a
pobraniem moze spowodowac istotne zmiany w metabolizmie badanych komorek, co
jest bardzo powazng wadq takiego postepowania [90;144;145].

Wobec powyzszych trudnosci, postanowitem wiaczy¢ do badania jako grupe
poréwnawczg pacjentdw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego,
poddanych zabiegowi artroskopowej rekonstrukcji tego wiezadta. W tej grupie
chorych mozliwe jest uzyskanie probek ptynu stawowego, chrzastki i maziowki ze
stawdw nie objetych procesem zwyrodnieniowym w sposob nie budzacy watpliwosci
bioetycznych, gdyz stanowig one odpad operacyjny.

Pewng wadq zastosowanego w tej pracy sposobu losowego doboru pacjentéw
jest dysproporcja miedzy liczbg kobiet i mezczyzn w obrebie obu grup. Wynika z
charakterystyki epidemiologicznej choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego i
uszkodzen wiezadta krzyzowego przedniego. Nalezy zaznaczy¢, ze dysproporcje
dotyczace pici badanych pacjentdéw wystepujg w zdecydowanej wiekszosci prac
doswiadczalnych dotyczacych patogenezy choroby zwyrodnieniowej stawodw
kolanowych, czy proceséw patologicznych w stawach kolanowych z uszkodzeniem
ACL [146;147]. Z uwagi nha powyzszg dysproporcje w moim materiale nie
przeprowadzatem analizy zaleznosci poszczegolnych stezen od pici, poniewaz przy
niewielkiej liczbie mezczyzn w grupie I oraz kobiet w grupie II analiza statystyczna

bytaby obarczona duzym btedem.
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Dla przeprowadzenia rzetelnej analizy uzyskanych danych istotne jest
okreSlenie, czy wyniki uzyskane w grupie pacjentdw z uszkodzeniem wiezadfa
krzyzowego przedniego sg rownorzedne z wynikami, ktdre mozna uzyskac prowadzac
badania na materiale od zdrowych ochotnikow. W dostepnym piSmiennictwie nie
znaleziono informacji o rdéznicach metabolicznych miedzy chondrocytami i
synowiocytami od osdb zdrowych i pacjentow z uszkodzeniem ACL. Dotychczas
badacze skupiali sie na tylko porownywaniu stezen okresSlonych cytokin w probkach
ptynu stawowego od obu omawianych grup [148-150].

WiekszoS¢ dotychczas przeprowadzonych badan wykazata, ze w krétkim
okresie po uszkodzeniu ACL dochodzi do wzrostu stezenia prozapalnych cytokin : IL-
lbeta, IL-6 czy TNF-alfa w plynie stawowym, zarowno w przypadku modeli
zwierzecych, jak i u ludzi [149;151;152]. Zaobserwowano, ze najwieksze stezenia
mediatory te osiagaja 24 godziny po uszkodzeniu [146], nastepnie ich poziom obniza
sie. Zauwazono réwniez, ze w stawach kolanowych z przewlekta przednig
niestabilnosScig stezenia cytokin prozapalnych w ptynie stawowym sg wyzsze niz u
0s6b zdrowych i wzrastajg dodatkowo w przypadku wspdtistnienia uszkodzen
chrzastki stawowej [147]. Z powyzszych wzgleddw do badania wigczatem pacjentow,
ktorzy przebyli uszkodzenie ACL w okresie od dwoch do dwunastu miesiecy przed
jego artroskopowg rekonstrukcja. Ponadto wykluczatem chorych, u ktérych w trakcie
samego zabiegu stwierdzano cechy uszkodzenia chrzastki, lub inne wspofistniejace
patologie wewnatrzstawowe, jak na przyktad uszkodzenia takotek, obecnosS¢ ciat
wolnych. Nalezy jednak zaznaczyé, ze zakresy stezen poszczegdlnych cytokin w
ptynie stawowym, a zwtaszcza interleukiny — 1 beta podawane przez niektdrych
autoréw dla oséb zdrowych i z uszkodzeniem ACL nie rdzniq sie znaczaco
[56;57;146;147,;150].

Na podstawie badan dotyczacych patogenezy choroby zwyrodnieniowej mozna
przyja¢, ze podwyzszone stezenia cytokin prozapalnych w piynie stawowym
pacjentdw z uszkodzeniem ACL Swiadcza, iz nie s to stawy kolanowe ,w petni

zdrowe”, a znajdujg sie w stadium poprzedzajacym rozwdj zmian zwyrodnieniowych.
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5.2. Omowienie stosowanej metodyki badan

Istotnym problemem, ktdry pojawit sie w trakcie zbierania materiatu do tego
badania, byly trudnosci z uzyskaniem plynu stawowego od pacjentdw z
uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego. W wiekszosci wypadkow jego ilos¢
byta bardzo mata, co znacznie utrudniato pobranie probek, miedzy innymi ze wzgledu
na fatwos¢ ich kontaminacji krwig podczas prob aspiracji. Xie i wspdtpracownicy
napotkali podobne problemy podczas aspiracji ptynu ze stawdw biodrowych objetych
procesem zwyrodnieniowym w celu oceny stezenia IL-1beta [153]. W zwigzku z tym
badacze ci podawali do jamy stawowej okreslong objeto$¢ roztworu fizjologicznego,
co ufatwiato aspiracje i umozliwito wyliczenie ilosci ptynu stawowego bedacego
réznicg objetosci aspiratu i podanej do stawu soli fizjologicznej. Z kolei znajomos¢
objetosci ptynu stawowego i stezenia badanych biatek w aspiracie umozliwita im
wyliczenie stezen IL-lbeta w ptynie stawowym. Z identycznej procedury w
odniesieniu do stawu skroniowo - zuchwowego Kkorzystat Kaneyama, a w
zmodyfikowanej wersji w swoich badaniach nad stezeniami cytokin w ptynie ze
stawow kolanowych zastosowali Marks i Cuellar [147;148;154]. W przypadku stawu
kolanowego, z uwagi na liczne zachyiki i przestrzenie w obrebie jamy stawowej,
precyzyjne pobranie rozcienczonego ptynu jest technicznie bardzo trudne i nie daje
gwarancji uzyskania doktadnych wynikéw. Z tego wzgledu w moich badaniach ptyn
byt pobierany bez jego rozciefczania. Z powodu duzych trudnosci z pobraniem go u
niektérych pacjentéw, do badania wiaczytem prébki ptynu od chorych, u ktérych z
uwagi na brak wskazan do procedury notch — plasty nie uzyskatem materiatu
odpowiedniego do hodowli komdrkowych.

Dotychczas opublikowane prace rdznigq sie pod wzgledem metodyki
prowadzenia hodowli chondrocytdw i synowiocytdw. Nalezy zaznaczy¢, ze w celu
oceny aktywnosci biologicznej chondrocytow, stosowana w mojej pracy metodyka
hodowli jest inna, niz w przypadku hodowli stuzacych autologicznym przeszczepom
chondrocytéw [155;156]. Pomimo, iz w moich badaniach etap przygotowania
komodrek do hodowli, sktad medidw i warunki fizyczne hodowli byty zblizone do

podawanych przez wiekszoS¢ autordow, wystepuja jednak pewne roznice
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[92;93;157;157;158]. Widoczne sg one juz na etapie pobierania komorek do
zaktadania hodowli, szczegdinie w przypadku chrzastki stawowej.

Autorzy wiekszosci prac zwigzanych z hodowlg synowiocytéw i chondrocytéw
podajg tylko, Zze badane tkanki pochodzity ze stawdw objetych procesem
zwyrodnieniowym. Jedynie niektorzy z nich podajq anatomiczng lokalizacje miejsca
pobrania probek [144;145;159].

Stwierdzono, ze chondrocyty wykazujq zrdznicowang reaktywnosS¢ na czynniki
prozapalne, w zaleznosci nie tylko od lokalizacji anatomicznej, lecz takze od warstwy
chrzastki, ktérej sie znajdujg [58]. U pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowq
nierdwnomierna destrukcja chrzastki w poszczegdinych obszarach stawu wigze sie z
odmiennym profilem wydzielania cytokin przez chondrocyty z roznych lokalizacji
[101;144;145;147;151;152;159]. Wydaje sie wiec, ze miejsce pobrania probek
chrzastki moze miec istotny wptyw na ostateczne wyniki badania. Z tego wzgledu
zdecydowatem o pobieraniu od pacjentdéw z grupy I probek powierzchownej warstwy
chrzastki z jej SciSle okreslonej lokalizacji. Materiat uzyskiwatem jedynie z obrzezy
obszaréw najwiekszej destrukcji chrzastki w obrebie kiykci udowych. Nie pobieratem
materiatu ze Srodka zmiany, bowiem w wiekszosci przypadkdw obszar ten byt
pozbawiony chrzastki. W przypadku pacjentow grupy II miejsce pobrania chrzastki
byto identyczne u wszystkich badanych, co wynikato z techniki wykonywania
procedury notch — plasty. Z uwagi na omdéwione wczesniej réznice metaboliczne
chondrocytéw z réznych okolic stawu kolanowego, wydaije sie, ze sposdb pobierania
materiatu stosowany w mojej pracy zapewnia mozliwie najwiekszg powtarzalnos¢
uzyskanych wynikdw.

Kolejng roznicg dotyczaca prowadzenia hodowli chondrocytéw i synowiocytow
w poszczegolnych badaniach jest dlugos¢ okresu inkubacji. Autorzy wiekszosci prac
stosowali 3 — 4 dniowy okres prowadzenia hodowli [92;93;157], niektdrzy jednak
prowadzili je przez dituzszy czas [144;145;159]. Podobne rdznice wystepujg dla
okresu inkubacji hodowli z medium uzytym do oznaczenia badanych biatek
[100;101;157]. Z wuwagi na roznice miedzy poszczegdlnymi publikacjami
zdecydowatem o oznaczaniu stezen badanych cytokin w trzech interwatach 48
godzinnych. W podobny sposdb postepowali takze inni autorzy [101;144;145;160].

W celu oceny zmian aktywnosci biologicznej badanych komorek w czasie,
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zaniechatem ich pasazowania pomiedzy poszczegdlnymi etapami hodowli. Takie
postepowanie wdrozyli rowniez inni badacze [93;144;145;157;159].

Istotnymi czynnikami wptywajacym na wyniki badania sq parametry fizyczne
hodowli. Do najwazniejszych nalezy stosunek objetosci medium do ilosci komoérek w
hodowli, ktdry wptywa na rozcienczenie wydzielanych substancji. Pewnym
problemem jest takze odniesienie wynikow uzyskanych w ramach hodowli
komodrkowej do warunkéw panujacych in vivo. Stosowane przez niektdrych
przeliczanie uzyskanych wynikéw na liczbe komérek w hodowli ma te wade, ze taka
sama liczba chondrocytow i synowiocytow in vitro odpowiada réznym powierzchniom
chrzastki i mazidwki in vivo z uwagi na réznice wielkosci komérek i ich zageszczenie
w macierzy zewnatrzkomorkowej. W zwigzku z tym cze$¢ autorow przelicza uzyskane
stezenia na mase tkanki, z ktorej zaktadano hodowle, przy czym w niektdrych
pracach rdéznice miedzy masami poszczegolnych prébek byty nawet trzykrotne
[92;157]. Warto zaznaczy¢, ze zespot Presle w seriach publikacji dotyczacych hodowli
synowiocytow i chondrocytow stosowat oba powyzsze sposoby przeliczania
uzyskanych wynikéw. Ja zdecydowatem sie na prowadzenie hodowli zaktadanych z
identycznej liczby komdrek uzyskanych ze zblizonych objetoSciowo fragmentow
tkanek, podobnie jak zespdt Huanga, bez pasazowania komodrek w trakcie trwania
hodowli [113;161;162].

Podczas zakfadania hodowli synowiocytow miejsce pobrania probek mazidwki
wydaje sie mie¢ mniejsze znaczenie niz w przypadku chrzastki z uwagi na fakt, ze
wykazuje ona jednorodne zmiany histologiczne w catym stawie [112;113;117;163].
Nie udato mi sie ponadto znalez¢ publikacji dotyczacych rdznic metabolicznych
miedzy synowiocytami pobranymi z rdéznych okolic stawu kolanowego. Analiza
dostepnego piSmiennictwa wykazata wystepowanie istotnych rdéznic w sposobie
prowadzenia hodowli synowiocytow w poszczegdinych publikacjach. Okres hodowli
wynosit od 2-3 dni [92;93;164], nawet do 2 tygodni [161;162]. W celu zapewnienia
mozliwosci poréwnania produkcji badanych przeze mnie biatek w hodowlach
chondrocytéw i synowiocytdw zdecydowatem o prowadzeniu obu hodowli
komodrkowych w identycznych przedziatach czasowych oraz warunkach fizycznych.

W moijej pracy nie oznaczatem stezen badanych cytokin w osoczu u pacjentéw

z obu grup. Wprawdzie badania prowadzone przez Presle i Senolt u chorych ze
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zwyrodnieniem stawdw wykazaly, ze w tej grupie stezenia leptyny a takze
adiponektyny w plynie stawowym i osoczu wykazujqg dodatniq korelacje
[93;165;166]. Zaobserwowano takze, ze stezenia leptyny sq istotnie wyzsze w ptynie
stawowym, natomiast adiponektyny w osoczu [92;100;157;165]. Uzyskane przez
Senolt wyniki wskazujg na brak istotnych statystycznie rdéznic miedzy osoczowym
stezeniem adiponektyny u pacjentdw zdrowych i o0s6b ze zmianami
zwyrodnieniowymi stawdw. Stwierdzono jednak istotne rdéznice w stezeniach
adiponektyny w ptynie stawowym pomiedzy tymi grupami pacjentéw [165;166].
Persle i wspotpracownicy w badaniach dotyczacych stezenia adiponektyny i leptyny w
ptynie stawowym i osoczu wyrazili szereg zastrzezen dotyczacych ich wzajemnych
korelacji. Sugeruja oni, ze wydzielanie tych biatek do osocza i ptynu stawowego
zachodzi niezaleznie [92;93]. Z kolei populacyjne badania Stannusa (w obrebie
populacji Tasmanii) dotyczace zaleznosci stezen osoczowych leptyny i
radiologicznych cech choroby zwyrodnieniowej stawdéw biodrowych wykazatly
wystepowanie takiej zaleznosci. Byta ona szczegdlnie wyraznie widoczna w modelu
statystycznym obejmujacym takie dane jak pte¢, wiek, BMI czy wywiad dotyczacy
palenia. Jednakze w tym samym modelu rozszerzonym o stezenie IL-6 w osoczu,
zaleznosci znalazly sie na granicy istotnosci statystycznej [167]. Wyniki powyzszej
pracy oraz innych publikacji z ostatnich lat wskazujg na istotny wptyw wskaznikow
antropometrycznych (BMI, wzrost, pte¢), a takze parametréw biochemicznych
(poziom trigliceryddw, cholesterolu, glukozy), jak réwniez wspotwystepowania
okreSlonych schorzen na osoczowe stezenia adipocytokin. W zwigzku z wptywem
czynnikdw ogdlnoustrojowych na osoczowe stezenia badanych biatek, postanowitem
ograniczy¢ zakres badan do ptynu stawowego.

Kolejnym aspektem metodyki tej pracy mogacym wptywaé na uzyskane wyniki
jest ocena radiologiczna pacjentow. W przypadku stawdéw kolanowych wiekszos¢
badaczy postuguje sie radiologicznymi skalami Ahlbdacka i Kellgrena — Lawrenca,
niektdrzy réwniez skalg Brandta [168-170]. Poniewaz wiekszo$¢ publikaciji
ortopedycznych opiera sie na dwdch pierwszych klasyfikacjach, a dotychczas
prowadzone badania wykazaty duzg zgodno$¢ miedzy punktacjq uzyskang w obydwu
skalach u tych samych pacjentéw, zdecydowatem o wykorzystaniu ich w tej pracy

[168;169]. Nalezy zaznaczyé, ze skale te mimo przydatnosci w ocenie
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Zaawansowania procesu zwyrodnieniowego w ograniczonym zakresie odzwierciedlajq
rzeczywisty obszar uszkodzenia chrzastki stawowej [168]. Celem obiektywizacji
badan radiologicznych, ocene przeprowadzito niezaleznie od siebie i w sposob
anonimowy dwoch specjalistow ortopeddéw. Dla zmniejszenia wptywu na ostateczny
wynik badania réznic miedzy ocenami dwoch specjalistdw, a takze rdznic miedzy
wynikami uzyskanymi przez jednego badacza w roznych seriach zdecydowatem, ze
kazdy lekarz przeprowadzi ocene radiologiczng dwukrotnie, a uzyskane przez nich

wyniki zostaty usrednione i zaokraglone do wartosci catkowitych.
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5.3. Omowienie wynikow badan

5.3.1. Omdwienie wynikow oznaczen interleukiny — 1 beta

Wyniki uzyskane w tym badaniu wskazujg na wystepowanie w probkach ptynu
stawowego pobranych od pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowg stawow istotnie
wyzszych, w pordwnaniu z pacjentami z uszkodzeniem ACL, stezen interleukiny - 1
beta, leptyny, adiponektyny. Przemawia to za obecnoscig wyraznej reakcji zapalnej
utrzymujacej sie w Srodowisku ptynu stawowego w przebiegu zaawansowanego
procesu zwyrodnieniowego.

W moich badaniach stezenie interleukiny 1- beta w plynie od pacjentéw ze
zmianami zwyrodnieniowymi wynosito Srednio 104,75 pg/ml (81 — 130 pg/ml) i byto
istotnie wyzsze, niz w materiale od pacjentéw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego
przedniego, u ktdérych wynosito $rednio 20,5 pg/ml (12-32 pg/ml). Wartosci te sg
wyzsze, niz podawane w wielu publikacjach, zarowno w materiale od pacjentéw z
chorobg zwyrodnieniowa, jak réwniez w materiale od pacjentdw z uszkodzeniem
wiezadta krzyzowego przedniego. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wyniki badan nad
stezeniem IL — 1 beta w ptynie ze stawdw ze zmianami zwyrodnieniowymi, a takze z
uszkodzeniem ACL rdznig sie w poszczegdinych publikacjach.

Richette i wsp. w swoim materiale obejmujacym probki ptynu stawowego od
pacjentdw z zaawansowang chorobg zwyrodnieniowg kolana (radiologicznie Kellgren
— Lawrence III i IV) stwierdzili wystepowanie oznaczalnych (powyzej 0,1 pg/ml)
stezen IL - 1 beta jedynie u 70 % pacjentdw [53]. Ponadto badacze ci okreslili, ze w
probkach w ktérych wykryto obecnos¢ IL - 1beta, jej Srednie stezenie wynosito okoto
1 pg/ml. Z kolei Karan i wsp. podali, ze Srednie stezenie 10,52 pg/ml stwierdzono w
grupie pacjentdw z mniejszym radiologicznym zaawansowaniem choroby (Kellgren —
Lawrence II — III) [171]. W moim materiale stezenia te byly znacznie wyzsze, przy
czym u wiekszosci pacjentdw stwierdzitem znaczne zaawansowanie procesu
zwyrodnieniowego (Kellgren — Lawrence III — IV). Inni autorzy, ktdrzy nie dokonywali
w swoim materiale oceny radiologicznej, podajg wartosci stezen IL — 1 beta w ptynie
stawowym nie przekraczajagce 10 pg/ml, co pokrywa sie z zakresem podawanym

przez innych autorow dla stawdw z uszkodzeniem ACL [93;147-149;172;173].
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Natomiast Xie i wsp., oceniajac ptyn ze stawdw biodrowych objetych
zaawansowanym procesem zwyrodnieniowym wtérnym do rozwojowej dysplazji tego
stawu podaja, ze Srednie stezenie IL-lbeta w ptynie stawowym w ich materiale
wynosito 55 pg/ml [153].

Podobne rozbieznosci wynikdw mozna zaobserwowac analizujgc publikacje
dotyczace stezenia IL- 1 beta w plynie ze stawdw kolanowych z uszkodzeniem
wiezadta krzyzowego przedniego. Na modelach doswiadczalnych [106;174], oraz w
badaniach u ludzi [146;148] wykazano gwattowny wzrost stezenia tego mediatora w
ptynie stawowym w pierwszych dobach po wurazie. Natomiast Cameron i
wspotpracownicy stwierdzili w swojej pracy, ze u okoto 50% pacjentéw bezposrednio
po urazie, jak réwniez u okoto 50% o0séb z przewlekla niestabilnoscig przednig
kolana, stezenia IL-1 beta byly bardzo niskie (okoto 0,26 pg/ml) [55]. Takiego
rozktadu wynikdw nie potwierdzajg jednak badania innych autoréw. Celem eliminacji
wplywu pourazowego podraznienia stawu na uzyskane wyniki. do badania wigczytem
pacjentdw, u ktorych okres od urazu lub ostatniej artroskopii do badania wynosit co
najmniej dwa miesigce.

Wartosci stezen IL — 1 beta w ptynie pobranym ze stawdéw kolanowych z
zastarzatym uszkodzeniem ACL podawane w poszczegdlnych publikacjach rdznig sie
istotnie. CzeS¢ badaczy podaje zakres 0-2 pg/ml [56;146;149], z kolei Elsaid, a takze
Zysk podajq zakres 2-8 pg/ml [150-152]. Z kolei Marks i wsp. zaobserwowali, ze
stezenie to wynosi 10-20 pg/ml i bardzo istotnie wzrasta w przypadku uszkodzenia
chrzastki stawowej [147]. Natomiast w zdrowych stawach okreslili Srednie stezenie
na 5 pg/ml. Z moich badan wykluczatem chorych u ktorych w trakcie artroskopowej
rekonstrukcji ACL stwierdzitem uszkodzenie chrzastki, lub inne patologie
wewnatrzstawowe, jak na przyktad uszkodzenie tgkotek. Nalezy réwniez zauwazyc,
ze stezenia uzyskane przez niektdrych z powyzszych autorow mieszczg sie w zakresie
podawanym przez innych badaczy dla stawdéw objetych zaawansowanym procesem
zwyrodnieniowym [171-173]. Co ciekawe, stezenia podawane dla ptynu stawowego
od zdrowych ochotnikdow mieszczg sie w wiekszosci publikacji w bardzo podobnym
zakresie 0 — 5 pg / ml [57;147-149]. Wprawdzie w moich badaniach stezenie
interleukiny 1 — beta w ptynie stawowym od oséb z uszkodzeniem ACL byty wyzsze,

niz podawane w pismiennictwie, jednakze w pordéwnaniu z pacjentami z chorobg
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zwyrodnieniowg wartosci te byly znacznie nizsze. Wskazuje to na duzo mniejsze
nasilenie procesu zapalnego w obrebie stawdw z uszkodzeniem ACL.

Ocena stezen interleukiny — 1 beta w probkach medium z hodowli
synowiocytdw od 0s6b ze zmianami zwyrodnieniowymi wykazata, ze sq one istotnie
wyzsze, niz w przypadku chorych z uszkodzeniem ACL. Stwierdzitem rowniez, ze w
trakcie prowadzenia hodowli utrzymuja sie one na wzglednie statym poziomie.

Wyniki zblizone do uzyskanych w moich badaniach w trakcie hodowli
synowiocytow od pacjentow z uszkodzeniem ACL przedstawit Huang i
wspotpracownicy [161;162]. Badacze ci korzystali jednak z probek mazidwki
pobranych ze stawdw kolanowych, w obrebie ktérych wykonano kontrolng
artroskopie okoto rok po ztamaniu przezstawowym blizszego konca kosci
piszczelowej. W badaniach tych autoréw hodowla synowiocytow prowadzona bylta
dtuzej niz w mojej pracy. Z kolei Benito i wspdtpracownicy badali nasilenie procesu
zapalnego w obrebie bilony maziowej w stawach objetych wczesnym i
zaawansowanym procesem zwyrodnieniowym [164]. Uzyskali oni probki maziowki
podczas artroskopii i endoprotezoplastyki stawu kolanowego, nastepnie oznaczali IL-
1 beta z zastosowaniem ilosciowych technik immunohistochemicznych. Autorzy ci
wykazali, ze liczba komdrek mazidwki produkujacych IL- 1 beta zmniejsza sie wraz z
progresjq choroby, nie znaleZli jednak wyjasnienia dla tej obserwacji [164].

Inni autorzy prowadzac badania dotyczace produkcji interleukiny — 1 beta w
komorkach btony maziowej stosowali techniki genetyczne, gtownie Real Time — PCR,
umozliwiajgce ocene produkcji mRNA dla badanego biatka w hodowli komdrkowej.
Scanzello i wspotpracownicy, stosujac technike RT-PCR poréwnali produkcje IL-1
beta w synowiocytach od pacjentdow z zaawansowang chorobg zwyrodnieniowg oraz
pacjentdw z uszkodzeniem takotki [175;176]. Stwierdzili, ze o ile stezenie tego biatka
w plynie od osdb z zaawansowang chorobg zwyrodnieniowg jest wyzsze, to jednak
poziom ekspresiji tej cytokiny w synowiocytach od obu grup pacjentdw jest zblizony.
Podobnie, Wassillew i wspdtpracownicy stwierdzili, ze w synowiocytach od pacjentéw
z chorobg zwyrodnieniowg ekspresja mRNA IL — 1 beta jest nieistotnie wieksza, niz u
pacjentdw z wewnetrznymi uszkodzeniami w obrebie stawu kolanowego [177].
Nalezy zaznaczyé, ze w materiale tych badaczy grupa pacjentéw z wewnetrznym

uszkodzeniem kolana obejmowata w wiekszosci osoby z uszkodzeniem zaréwno ACL,
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jak rowniez takotek. Ponadto u okoto 2/3 osdb z tej grupy stwierdzono cechy
uszkodzenia chrzastki stawowej. Wydaje sie, ze te wspdtistniejace uszkodzenia mogty
miec istotny wptyw na zwiekszong mazidwkowgq produkcje IL — 1 beta.

W moich badaniach, analogicznie jak w przypadku synowiocytéw, podczas
prowadzenia hodowli chondrocytdw stwierdzitem, Zze stezenie IL 1 — beta w
prébkach od oséb ze zmianami zwyrodnieniowymi byto istotnie wyzsze, niz w
probkach od 0sdb z uszkodzeniem ACL. Poziom produkcji tego biatka utrzymywat sie
na wzglednie statym poziomie w trakcie trwania hodowli komérek w obu grupach
pacjentéw. Badania na modelu zwierzecym przeprowadzone przez Marksa i wsp.
wykazaty, ze w wraz z rozwojem zmian zwyrodnieniowych zwieksza sie produkcja IL
— 1 beta przez chondrocyty [147]. Wyniki uzyskane przez tego autora sq trudne do
poréwnania z uzyskanymi w tej pracy z uwagi na fakt, ze wykrywat on interleukine 1
— beta metoda hybrydyzacji in situ, a intensywnos$¢ reakcji wyrazat potiloSciowo.

Wyniki zblizone do uzyskanych w mojej pracy  przedstawit Wang i
wspotpracownicy, ktorzy badali chondrocyty pobrane z obszardw uszkodzonej i
nieuszkodzonej chrzastki stawdw objetych procesem zwyrodnieniowym [144;145].
Autorzy ci stosowali jednak inng metodyke hodowli. Wykorzystujac cytometrie
przeptywowg zespédt ten wykazat, ze produkcja IL — 1 beta jest istotnie wyzsza w
chondrocytach z obszaréw chrzastki objetych znaczng destrukcja, w poréwnaniu z
produkcjq przez komdrki z fragmentdw nieuszkodzonych. Inne badanie tego zespotuy,
oparte o powyzszg metodyke wykazato, ze produkcja IL-1beta w chondrocytach
pobranych ze stawdw nie objetych procesem zwyrodnieniowym jest istotnie nizsza
niz w materiale ze stawu objetego chorobg zwyrodnieniowa. Sag to wyniki podobne
do uzyskanych w moich badaniach. W omawianej publikacji zdecydowano takze o
prowadzeniu hodowli chondrocytéw przez 14 dni, natomiast w celu charakterystyki
produkcji cytokin w trakcie jej trwania pobrano probki medium w 3,7 i 14 dobie. W
przeciwienstwie do wynikdw uzyskanych w mojej pracy, Wang zaobserwowat istotny
spadek stezenia IL-1beta, zarowno miedzy 3 i 7, jak réwniez 7 i 14 dobg [144].
Rdznica ta moze wynikac ze sposobu prowadzenia hodowli, istotny wptyw moze mie¢
rowniez fakt, ze komorki pochodzity od dawcdw zmartych i byty narazone na diugi

okres niedotlenienia przed zatozeniem hodowli.
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Dane z moich badan wskazujg, ze produkcja IL — 1 beta istotnie wzrasta w
obrebie chondrocytdéw i synowiocytdw w stawach objetych chorobg zwyrodnieniowa.
Ponadto mozna przypuszczaé, ze w obu grupach pacjentow gtédwnym ZzZrédtem IL-
lbeta sg komdrki mazidwki. Wprawdzie analogiczne wnioski wysuwajq autorzy
innych prac, jednakze brak jest dotychczas badan, w ktérych poréwnano by
produkcje IL-1beta w hodowlach synowiocytéw i chondrocytéw pobranych z tego

samego stawu.

5.3.2 Omowienie wynikdw oznaczen leptyny

Przed rozpoczeciem analizy uzyskanych wynikow dotyczacych stezen leptyny
nalezy zaznaczy¢, ze sama jego warto$¢ nie odzwierciedla w petni metabolicznej
aktywnosci tej cytokiny. Badania ostatnich lat wykazaty, ze obecno$¢ w danym
Srodowisku rozpuszczalnego receptora leptyny — s Ob-R, jak na przyktad w osoczu
krwi, istotnie ogranicza biologiczng aktywnosc¢ tego biatka [101]. W zwigzku z tym, w
celu wyrazenia biodostepnosci leptyny podaje sie tzw. indeks wolnej leptyny (Free
Leptin Index), bedacy ilorazem stezenia leptyny i jej rozpuszczalnego receptora. W
mojej pracy nie oznaczatem stezenia tego receptora w badanych prébkach, jednakze
badania Presle wykazaly, ze indeks wolnej leptyny w plynie stawowym jest
trzykrotnie wiekszy niz w osoczu [100;101;178]. Mozna wiec przyja¢, ze leptyna w
Srodowisku ptynu stawowego ma duzg biologiczng dostepnos¢ i jej rozpuszczalny
receptor nie odgrywa tak istotnej roli regulacyjnej, jak w innych ptynach ustrojowych.

W mojej pracy stezenie leptyny oznaczane w piynie stawowym od pacjentéw
ze zmianami zwyrodnieniowymi byto istotnie wyzsze, w pordwnaniu z pacjentami z
uszkodzeniem ACL. Podobnych obserwacji dokonat KU i wspotpracownicy, przy czym
zespot ten podat nieco nizsze wartosci stezen [99]. Zespoty Gandhi oraz Presle
wykazaty w swych pracach, ze stezenia leptyny w ptynie stawowym z kolan objetych
procesem zwyrodnieniowym sg istotnie nizsze u mezczyzn [93;105;179]. W mojej
pracy Srednie stezenie leptyny w piynie stawowym chorych z grupy I (przewaga
kobiet) przyjeto wartoS¢ nizsza, niz podana przez tych autoréw dla grupy kobiet i

nieco wyzszg niz dla grupy mezczyzn.
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Analiza stezen badanych biatek w probkach mediédw wykazata, ze w
warunkach hodowli synowiocyty i chondrocyty od oséb ze zmianami
zwyrodnieniowymi produkujg wiecej leptyny niz analogiczne komérki od oséb z
uszkodzeniem ACL. Stwierdzitem takze, ze produkcja leptyny jest w obu grupach
pacjentdw wyzsza w hodowli synowiocytdw, wykazuje jednak dos¢ duze fluktuacje w
czasie jej trwania. Z kolei produkcja w obrebie chondrocytdw jest nizsza i przez caty
okres hodowli utrzymuje sie na wzglednie statym poziomie. Badania prowadzone
przez Presle i wspotpracownikdw wykazaty, ze komorki btony maziowej produkujq
duze ilosci leptyny, natomiast chondrocyty wykazujg niskg aktywno$¢ wydzielnicza
[92;93]. Zespdt ten prowadzit hodowle komdrkowe w sposéb zblizony do
stosowanego w tej pracy, jednak uzyskane wyniki byty przeliczane na mase tkanki
uzytej do zatozenia hodowli, co utrudnia obiektywne poréwnanie wynikéw obu prac.
Mimo to mozna stwierdzi¢, ze w badaniach Presle produkcja leptyny w obrebie
chondrocytéw byta wyraznie nizsza niz w mojej pracy. Z kolei Simopoulou i
wspotpracownicy badali z zastosowaniem RT-PCR ekspresje leptyny w hodowli
chondrocytéw ze stawdw zdrowych oraz objetych procesem zwyrodnieniowym,
zarébwno z obszarédw bez makroskopowych uszkodzen, jak i objetych znacznq
destrukcjg [101]. Badacze ci wykazali, ze w chondrocytach z grupy kontrolnej
ekspresja leptyny jest najnizsza, natomiast w przypadku materiatu ze stawdw z
chorobg zwyrodnieniowg komorki pobrane z obszaréw uszkodzen chrzastki produkujg
dwukrotnie wiecej mRNA leptyny niz komdrki pobrane z nieuszkodzonych miejsc.
Mimo zastosowania przez tych autordéw innej techniki wydaje sie, ze wyniki te sg
zbiezne z danymi zebranymi w moim badaniu. Niewielka liczba publikacji dotyczacych
produkcji leptyny przez tkanki stawowe pozwala jedynie na ograniczone poréwnanie

wynikdw uzyskanych w tej pracy z danymi z literatury.

5.3.3. Omowienie wynikow oznaczen adiponektyny

Analiza stezen adiponektyny w badanym materiale wykazata, ze w ptynie
stawowym od 0séb ze zmianami zwyrodnieniowymi stawow kolanowych jej stezenie

jest istotnie wyzsze niz w materiale od 0sob z uszkodzeniem ACL.
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Stezenie adiponektyny w probkach ptynu stawowego od osdb ze zmianami
zwyrodnieniowymi w moim materiale byly niemal identyczne jak podane przez
Schéfflera i wspotpracownikdw, ktorzy podobnie jak ja stwierdzili réwniez duzy
rozrzut uzyskanych wynikéw [91]. Bardzo zblizone wartosci, przy mniejszym
odchyleniu standardowym podat w swej pracy Hao i wspdtpracownicy[180]. Z kolei
stezenia w ptynie stawowym od oséb z chorobg zwyrodnieniowg stawdw podane
przez Tana i wsp. odpowiadajq stezeniom stwierdzanym w mojej pracy w grupie
pacjentdw z uszkodzeniem ACL [181]. Zespdt Tana nie podat jednak w swojej pracy
stopnia zaawansowania choroby zwyrodnieniowej w badanej grupie pacjentéow [181].
Z kolei Senolt i wspdtpracownicy stwierdzili u osdb ze zmianami zwyrodnieniowymi
wartosci pieciokrotnie wyzsze niz w mojej pracy [165;166]. W chwili obecnej brak
jest w piSmiennictwie danych dotyczacych stezenia adiponektyny w probkach ptynu
stawowego od osdéb zdrowych .

W moich badaniach produkcja adiponektyny w obrebie chondrocytéw od oséb
z chorobg zwyrodnieniowg byfa istotnie wyzsza, niz od 0séb z uszkodzeniem ACL.
Okazato sie ponadto, ze w trakcie hodowli produkcja adiponektyny przez te komérki
gwattownie spadata w kolejnych dobach. Jest to zaskakujace, bowiem w hodowlach
synowiocytow 0séb z chorobg zwyrodnieniowa, a takze chondrocytdéw i synowiocytow
od 0s6b z uszkodzeniem ACL produkcja tego biatka utrzymywata sie na podobnym
poziomie przez caty okres hodowli. Nalezy réwniez zauwazyé, ze w materiale ze
stawdw objetych procesem zwyrodnieniowym, o ile produkcja IL — 1 beta oraz
leptyny byla wyzsza w hodowli synowiocytdéw, o tyle produkcja adiponektyny byla
istotnie statystycznie wyzsza w hodowli chondrocytdéw.

Bardzo ciekawych informacji dostarczyta analiza statystyczna dotyczaca
produkcji adiponektyny w poczatkowym etapie hodowli chondrocytéw od oséb z
chorobg zwyrodnieniowg stawdw. Stwierdzitem wysokg korelacje miedzy jej
produkcja, a stezeniami w ptynie stawowym, nalezy jednak zaznaczy¢, Zze nie
przeliczatem uzyskanych wynikdw wzgledem stezenia biatka w probkach. Wydaje sie
jednak, ze chrzastka stawowa odgrywa istotng role w produkcji tej cytokiny.

Okazato sie, ze produkcja adiponektyny w pierwszym etapie hodowli
chondrocytéw od pacjentow ze zmianami zwyrodnieniowymi koreluje z

radiologicznym zaawansowaniem choroby ocenianym wedlug skali Ahlbdcka,
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odzwierciedlajacej w gtdwnej mierze zniszczenie chrzastki i kosci. Zaleznos¢ ta stabta
jednak w kolejnych dobach trwania hodowli. Mimo braku danych na ten temat w
dostepnych publikacjach, istnieja dowody posrednie pozwalajace uwiarygodnié
wystepowanie takich zaleznoSci w przebiegu choroby zwyrodnieniowej. Hao i
wspotpracownicy stwierdzili, ze poziom adiponektyny w ptynie stawowym koreluje ze
stezeniem produktdw degradacji chrzastki [180]. Z kolei moje obserwacje wykazaty,
ze komorki chrzastki z uszkodzonych obszarow wydzielajg duze ilosci adiponektyny,
korelujagce z jej stezeniem w ptynie stawowym. Jest wiec prawdopodobne, ze
wydzielanie przez chondrocyty adiponektyny narasta wraz z postepujacym
uszkodzeniem chrzastki, bedacym jednoczesSnie przyczyng radiologicznej progresii
zmian zwyrodnieniowych. Rowniez gwattowny spadek produkcji tego biatka w
kolejnych etapach hodowli wskazuje, ze adiponektyna jest wydzielana w odpowiedzi
na czynniki zewnetrzne obecne w ptynie stawowym, takie jak produkty degradacji
chrzastki, cho¢ nie mozna wykluczy¢ istotnej roli innych mediatoréw.

Informacje dotyczace produkcji adiponektyny w poszczegdlnych tkankach
stawowych sg obecnie znane jedynie fragmentaryczne. Zesp6t Presle oceniat stezenia
adiponektyny w hodowlach komodrkowych synowiocytéw i chondrocytéw od osdb ze
zmianami zwyrodnieniowymi stawow kolanowych. Hodowle prowadzono w sposob
podobny do stosowanego w mojej pracy. Wyniki uzyskane przez tych badaczy
wskazujg, ze adiponektyna produkowana jest gtdownie przez synowiocyty, natomiast
chondrocyty produkujg jedynie niewielkie jej ilosci [92;93;100;157]. Obserwacje tego
zespotu sg rozbiezne z wynikami mojego badania.

W dostepnym piSmiennictwie brak jest innych prac dotyczacych produkcji
adiponektyny w obrebie tkanek stawow objetych procesem zwyrodnieniowym.
Wprawdzie Tan i wspotpracownicy pordwnywali produkcje tej cytokiny w maziéwkach
stawdw objetych RZS i procesem zwyrodnieniowym, jednakze do oceny ekspresji
stosowali techniki immunohistochemiczne oraz RT — PCR [181]. Z uwagi na
odmienno$¢ metodyki i dobdr materiatu trudno poréwnac wynik tej pracy z moimi
badaniami.

Rozbieznosci wynikdw uzyskanych w mojej pracy oraz badaniach Presle, a

takze niewielka liczba danych literaturowych dotyczacych produkcji i roli
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adiponektyny w obrebie stawdw objetych procesem zwyrodnieniowym sktaniajq do

przeprowadzenia dalszych badan w tym kierunku.

5.3.4. Omowienie zaleznosci miedzy wynikami laboratoryjnymi

Nie stwierdzitem wystepowania korelacji miedzy stezeniami poszczegdlnych
cytokin w ptynie stawowym a wielkoscig ich produkcji w warunkach hodowli
komodrkowych. Wyjatkiem jest adiponektyna, w przypadku ktérej zaobserwowatem
wysokq korelacje miedzy stezeniem tego biatka w ptynie stawowym a jego produkcjq
w hodowli chondrocytdw w drugiej dobie. Jednakze w trakcie obliczen nie
przeliczatem uzyskanych wynikdw wzgledem catkowitego stezenia biatka w probkach.
Tym niemniej moze to wskazywac, ze chrzastka stawowa jest istotnym zrédtem tego
biatka w obrebie stawu objetego procesem zwyrodnieniowym. Badania Presle i wsp.
wskazuja, ze w przebiegu tego schorzenia adiponektyna wydzielana jest gtdwnie w
obrebie ciata Hoffy oraz osteofitow [92;93].

W moim materiale nie stwierdzitem wystepowania wzajemnych korelacji
miedzy produkcjg badanych biatek, ktore w sposéb ciggly utrzymywatyby sie w
trakcie prowadzenia hodowli zaréwno synowiocytow, jak i chondrocytéw. Mozna
przyja¢, ze wystepowanie pojedynczych korelacji miedzy stezeniami badanych

cytokin w ptynie stawowym i mediach hodowlanych ma charakter przypadkowy.

5.3.5. Omowienie zaleznosci miedzy parametrami

laboratoryjnymi i klinicznymi

Zaleznos¢ badanych biatek od danych radiologicznych

Analiza statystyczna uzyskanych danych wykazata silng korelacje miedzy
stezeniem interleukiny — 1 beta w plynie stawowym, a radiologicznym
zaawansowaniem choroby ocenianym w skali Kellgren — Lawrenca. Wraz z progresjq
zmian radiologicznych wzrastato stezenie tego mediatora w ptynie stawowym. W
dostepnym piSmiennictwie nie znalaztem prac, ktérych autorzy oceniali by tego

rodzaju zaleznosci. Zaobserwowana w moich badaniach korelacja z parametrami
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radiologicznymi nie dziwi w Swietle szeregu publikacji, wskazujacych na prozapalng
role interleukiny 1 — beta w chorobie zwyrodnieniowej, oraz wystepowanie
podwyzszonych jej pozioméw w ptynie stawowym u 0s6b z zaawansowanymi
zmianami zwyrodnieniowymi stawow [3;49].

W moich badaniach nie zaobserwowatem zaleznosci miedzy stezeniem leptyny
i adiponektyny w ptynie stawowym a zaawansowaniem zmian radiologicznych w
przebiegu choroby zwyrodnieniowej. Ku i wsp. stwierdzili w swej pracy, ze stezenie
leptyny w plynie stawowym pacjentdw z zaawansowanymi zmianami (Kellgren -
Lawrence III, IV) byto istotnie wyzsze niz u chorych z wczesniejszymi stadiami
choroby, jednak autorzy ci nie znalezli korelacji liniowej miedzy tymi parametrami
[99].

Nie stwierdzitem zaleznosSci miedzy produkcjg badanych mediatoréw w hodowli
synowiocytow, a stopniem radiologicznego zaawansowania choroby zwyrodnieniowej.
Wyjatkiem byfa dodatnia korelacja stwierdzona miedzy produkcjg IL — 1 beta w
szostej dobie a punktacjq w skali Kellgrena - Lawrenca.

Stwierdzitem jednak wystepowanie wysokiej korelacji miedzy stezeniem
adiponektyny w medium z drugiej doby hodowli chondrocytéw, a zaawansowaniem
procesu zwyrodnieniowego ocenianym w skali Ahlbacka, przy czym zaleznos¢ ta bylta
stabsza w kolejnych etapach hodowli. Szczegétowe omdwienie tych zaleznosci

przedstawitem w rozdziale ,,Omowienie wynikéw oznaczen adiponektyny”.

Zaleznos¢ badanych biatek od BMI

Analiza  publikacji  dotyczacych udzialu  adipocytokin  w  procesie
zwyrodnieniowym doprowadzita do wysuniecia przez niektérych badaczy hipotezy, ze
mediatory te sg ogniwem tgczacym nadwage z procesem zwyrodnieniowym stawow.
Jednak moje badania nie potwierdzity wystepowania zaleznosci miedzy stezeniami IL-
1 beta, leptyny i adiponektyny w ptynie stawowym a wskaznikiem masy ciata (BMI),
zaréwno u pacjentow z grupy I jak i II. Gandhi wykazat wprawdzie wystepowanie
korelacji miedzy BMI a stezeniem leptyny w ptynie stawowym [105;179]. Natomiast

Senolot i wsp. stwierdzili brak zaleznoSci miedzy stezeniem adiponektyny w ptynie



stawowym, a wskaznikiem masy ciata [165;166]. W pracach innych badaczy
dotyczacych stezen adipocytokin w ptynie stawowym, brak jest danych dotyczacych
ewentualnych korelacji tych parametrow [92;93;180].

Nie stwierdzitem zaleznoSci miedzy produkcjg badanych mediatoréw w hodowli
synowiocytow i chondrocytdow od obu grup pacjentow a wskaznikiem masy ciata.
Wyijatkiem byta zaobserwowana przeze mnie korelacja miedzy BMI a stezeniem IL-
1beta z medium z czwartej doby hodowli synowiocytow od pacjentéw z grupy I,
takze ujemna korelacja miedzy BMI a leptyny i IL — 1 beta przez chondrocyty w
czwartej dobie hodowli. By¢ moze niewielka liczba wiaczonych do tego badania
pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowq moze mie¢ wplyw na wykazanie tych

zaleznosci.

Aspekty kliniczne uzyskanych wynikow

Wyniki moich badan, a takze dane z piSmiennictwa wskazujq na udziat leptyny
i adiponektyny w patogenezie choroby zwyrodnieniowej stawow. Wydaje sie, ze
doktadne poznanie ich roli tych biatek moze utatwi¢ zrozumienie zaleznosci miedzy
otytoscig a rozwojem choroby zwyrodnieniowej stawdw. Ponadto cytokiny te mogq
stanowiC punkt uchwytu dla lekdw hamujacych, lub modyfikujacych przebieg choroby

zwyrodnieniowej stawow.
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6. WNIOSKI

—

. W plynie stawowym z kolan objetych procesem zwyrodnieniowym stwierdza

sie, w poréwnaniu z ptynem ze stawdw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego
przedniego, wyzsze stezenia interleukiny 1 — beta, leptyny, adiponektyny.

. W hodowlach synowiocytéw i chondrocytéw od o0sob ze zmianami

zwyrodnieniowymi stawu kolanowego stwierdza sie wieksze wydzielanie
interleukiny 1 — 1 beta i leptyny niz w hodowlach komodrek od o0sob z
uszkodzeniem wigzadta krzyzowego przedniego.

. Produkcja adiponektyny jest znaczaco wyzsza tylko w hodowli chondrocytéw

od osdb z chorobg zwyrodnieniowg, natomiast w obu grupach pacjentéw
synowiocyty wydzielajq zblizone ilosci tego biatka.

W obrebie obu grup pacjentdow interleukina 1 — beta oraz leptyna byly
produkowane gtéwnie w obrebie synowiocytow, natomiast adiponektyna byta
wydzielana w wiekszej ilosci przez chondrocyty.

. Stwierdzono wystepowanie zaleznosci miedzy radiologicznym

zaawansowaniem choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego a stezeniem
interleukiny — 1 beta w ptynie stawowym, a takze wydzielaniem adiponektyny
przez chondrocyty w drugiej dobie hodowli.

Nie stwierdzono zwigzku miedzy wskaznikiem masy ciata (BMI) a stezeniami

adipocytokin w ptynie stawowym oraz ich wydzielaniem przez chondrocyty i
synowiocyty w przebiegu choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego.
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8. STRESZCZENIE

Patogeneze choroby zwyrodnieniowej stawdw dotychczas poznano jedynie
fragmentarycznie. W ostatnich latach coraz wieksza role w rozwoju procesu
zwyrodnieniowego przypisuje sie mediatorom prozapalnym.

Celem pracy jest ocena u pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowg stawow i 0séb
bez cech tej choroby stezenia w ptynie stawowym, oraz produkcji przez komorki
maziowki i chrzastki interleukiny 1 — beta, leptyny oraz adiponektyny.

Do badania wiaczono 17 pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowg stawu
kolanowego, zakwalifikowanych do endoprotezoplastyki tego stawu, oraz 23
pacjentdw z uszkodzeniem wiezadta krzyzowego przedniego, zakwalifikowanych do
jego artroskopowej rekonstrukcji, u ktorych nie stwierdzono cech choroby
zwyrodnieniowej stawow.

Od pacjentéw pobrano prébki ptynu stawowego, a takze fragmenty chrzastki
stawowej i btony maziowej. Prébki tkankowe postuzyty do zatozenia pierwotnych
hodowli komdrkowych synowiocytdéw typu fibroblastéw oraz chondrocytow, z ktérych
w 2,4 i 6 dobie trwania hodowli pobierano prébki medium hodowlanego. Przy uzyciu
metody ELISA oznaczono stezenia badanych biatek w plynie stawowym i mediach
hodowlanych. Przeprowadzono analize zaleznosci uzyskanych wynikéw od BMI, a u
pacjentdw z chorobg zwyrodnieniowq réwniez od stopnia radiologicznego
Zaawansowania choroby.

W grupie chorych ze zmianami zwyrodnieniowymi, w pordwnaniu z pacjentami
z uszkodzeniem ACL stwierdzono wyzsze stezenia wszystkich badanych biatek w
obrebie ptynu stawowego oraz w mediach hodowlanych. W obrebie obu grup wiecej
IL — 1 beta raz leptyny produkowaty synowiocyty, natomiast adiponektyna byta
produkowana gtdwnie przez chondrocyty. Zaobserwowano znaczny spadek produkcji
adiponektyny w hodowli chrzastki od 0sdb z chorobg zwyrodnieniowg stawow miedzy
2 a 4 dobg hodowli. Stwierdzono wystepowanie dodatnich korelacji miedzy stopniem
radiologicznego zaawansowania choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego a
stezeniem IL — 1 beta w ptynie stawowym oraz wydzielaniem adiponektyny w drugiej

dobie hodowli chondrocytdw.
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Uzyskane wyniki wskazujg na wzmozong produkcje IL — 1 beta, leptyny i
adiponektyny w stawach objetych procesem zwyrodnieniowym, przy czym dwa
pierwsze biatka produkujg gtdwnie synowiocyty, natomiast adiponektyne gtdwnie
chondrocyty.

ABSTRACT

The pathogenesis of osteoarthritis (OA) is not fully understood, and in recent
years the role of inflammatory mediators in this process has been emphasized.

The aim of this study is to measure in patients with knee OA and non —
arthritic knees synovial fluid concentrations of interleukin — 1 beta, leptin,
adiponectin, and to asses the secretion of these cytokines by synovial fibroblasts and
chondrocytes.

17 patients with knee osteoarthritis requiring total knee arthroplasty, and 23
patients with ACL ruptures, with no OA of the knee joint, qualified for arthroscopic
anterior cruciate ligament reconstruction were included in this study.

Joint fluid samples, fragments of synovial membrane and articular cartilage
were obtained from both groups. The tissue fragments were used to create primary
cultures of synovial fibroblasts and chondrocytes. Concentrations of IL — 1 beta,
leptin and adiponectin in synovial fluid, and media samples from days 2,4,6 of
cultures were measured using ELISA assay. Correlations with BMI, and radiographic
advancement of osteoarthritis were also analyzed.

Concentrations of examined proteins were higher in synovial fluids and culture
media from patients with osteoarthritis. In both groups IL — 1 beta, and leptin were
produced mainly by synoviocytes, whereas more adiponectin was produced by
chondrocytes. The production of adiponectin in chondrocytes from patients with OA
dropped between the 2™ and 4™ day of culture. Significant positive correlations
between radiographic advancement of osteoarthritis and concentration of IL — 1 beta
in synovial fluid, and secretion of adiponectin in the 2" day of chondrocyte culture

were found.
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The results indicate increased production of IL — 1 beta, leptin and adiponectin in
joints with osteoarthritis. The first cytokines are produced mainly by synovial
fibroblast, while adiponectin is produced mostly by chondrocytes.
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