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This article aims at the presentation of a novel,
promising method of tendon disorders treatment in
horses. There are already 15 years after publication
of the first paper about isolation and differentiation
of equine bone marrow-derived mesenchymal stem
cells. What do we know today about the use of stem
cells in treating tendinopathies in horses? In dlinical
trials mesenchymal stem cells (bone marrow derived
- BM-MCS, adipose derived — AD-MSCs, blood de-
rived — BDBCs, tendon derived — TD-MCs, allogenic
or xenogenic stem cells), and embryonic stem cells,
ESCs, have been used. Allogenic and xenogenic mes-
enchymal stem cells were well tolerated and did not
elicit immediate or delayed hypersensitivity reac-
tions. In histopathological examination BM-MSCs, AD-
MSCs and TD-MSCs have been found to be involved
in and improved the tendon healing process. Clini-
cal improvement of superficial digital flexor tendin-
itis outcome after BM-MSCs therapy has been prov-
en. However, the mechanism of stem cell-mediated
tendon structure repair is still unclear, as the surviv-
al time and rate of differentiation of mesenchymal
stem cells is poor.

Keywords: tendon injuries, stem cells, therapy, healing
process.

biegtoroczna nagroda Nobla w dzie-

dzinie medycyny zostala przyznana
dwoém naukowcom: Johnowi B. Gurdonowi
i Shiny’a Yamanace, ktérych badania przy-
czynily si¢ do rozwoju terapii z zastosowa-
niem komoérek macierzystych. Udowodnili
oni bowiem — cho¢ w odstepie 40 lat — ze
dojrzate, wyspecjalizowane komérki so-
matyczne moga zostaé przeprogramowa-
ne tak, aby sta¢ sie ponownie komérkami
macierzystymi. Dzieki ich badaniom, jak
i pracy wielu innych naukowcéw, komor-
ki macierzyste od lat stosowane sg w me-
dycynie ludzkiej i weterynarii, a skutecz-
no$¢ terapii opartych na ich wykorzysta-
niu jest wysoka.

U koni pierwsze doniesienia na temat
pozyskania komérek macierzystych ze szpi-
ku kostnego, ich hodowli in vitro i rézni-
cowaniu maja 15 lat (1), a pierwsza praca
kliniczna o ich zastosowaniu przy uszko-
dzeniu $ciegien mie$ni zginaczy palcow zo-
stala opublikowana 10 lat temu (2). Dzis,
cho¢ od wielu lat komérki macierzyste
stosowane sg w praktyce weterynaryj-
nej, wciaz pozostaje wiele pytan bez od-
powiedzi. W tym artykule postaramy sie
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podsumowac dotychczasowa wiedze na

temat klinicznych rezultatéw stosowania

komoérek macierzystych u koni.

Najczestszym zastosowaniem komérek
macierzystych u koni jest leczenie $ciegien.
Wynika to z tego, ze aseptyczne zapalenia
$ciegien miesni zginaczy palcéw oraz mie-
$ni miedzykostnych sa bardzo powszech-
nym problemem zdrowotnym koni, jak
i z tego, ze dotychczasowe metody lecze-
nia sa matlo skuteczne. W ostatniej deka-
dzie skuteczno$¢ leczenia zostata zwiek-
szona dzieki wykorzystaniu wstrzyknie¢
dosciegnowych pod kontrola ultrasonogra-
ficzna, dzieki ktérym lekarz moze poda¢
$rodki lecznicze bezposrednio w miejsce
uszkodzenia. Biologiczne $rodki lecznicze
podawane do$ciegnowo mozna podzieli¢
na 2 grupy:

1) czynniki wzrostu, jak np. osocze bo-
gatoplytkowe (platelet rich plasma —
PRP), supernatant szpiku kostnego lub
homogenat z porozogennych komorek
MIC-1;

2) komérki macierzyste.

Do leczenia $ciegien wykorzystuje sie
nastepujace rodzaje komérek macierzys-
tych:

1) mezenchymalne komérki macierzyste
(mesenchymal stem cells — MSCs):

a) szpikowe,

b) tluszczowe,

¢) krwi,

d) $ciegnowe,

e) allogeniczne lub ksenogeniczne.

2) embrionalne komérki macierzyste
(embryonic stem cells — ESCs).

Komorki macierzyste szpikowe

Szpik kostny jest heterogennym $rodowi-
skiem komérkowym skladajacym sie z he-
matopoetycznych i niehematopoetycznych
komorek macierzystych (3). Grupa niehe-
matopoetycznych komérek macierzystych
jest heterogenna. Oprdécz mezenchymal-
nych komérek macierzystych szpiku kost-
nego (bone marrow derived mesenchy-
mal stem cells — BM-MSCs), podejrzewa
sie istnienie w szpiku kostnym progenito-
rowych komérek endotelialnych, multi-
potencjalnych komérek progenitorowych
doroslego organizmu (multipotential adult

progenitor cells - MAPCs) i bardzo malych
embrionalnopodobnych komdrek macie-
rzystych (very small embryonic-like stem
cells — VSEL; 4).

Komorki macierzyste pozyskiwane ze
szpiku sa najstarsza, najpowszechniejsza
i najlepiej zbadana z powyzej opisanych
metod. Szpik mozna pobra¢ od konia pod-
danego sedacji, bedacego w pozycji stoja-
cej. Szpik kostny pozyskuje sie z mostka
lub z guza biodrowego. Badania Kasashima
i wsp. (5) wykazaly, ze najbezpieczniejszym
miejscem wklucia do mostka jest okolica
5. zebra (4. — znajduje si¢ miedzy konczy-
nami piersiowymi, 6. — jest juz na wyso-
ko$ci wierzchotka serca), a znacznym ufa-
twieniem prawidlowego wklucia jest kon-
trola ultrasonograficzna.

Badania wykonane w Colorado Sta-
te University (6) nie wykazaly istotnej
réznicy w liczbie komérek jednojadrza-
stych (MNCs) oraz mezenchymalnych
komérek macierzystych szpiku kostnego
(BM-MSCs) uzyskanych z mostka i guza
biodrowego, jednak w obu przypadkach
zanotowano, ze liczba mezenchymalnych
komérek macierzystych w pierwszych 5 ml
pobranego szpiku jest okoto trzykrotnie
wyzsza od liczby tych komérek pozyska-
nych w kolejnych 5 ml. Jest to prawdopo-
dobnie zwiazane z tym, ze kolejne partie
szpiku sg rozcieniczane krwig obwodowg.
Te wyniki sa w sprzeczno$ci z uzyskanymi
przez zespol z wydzialu weterynaryjnego
uniwersytetu w Lipsku (7), ktérzy zaob-
serwowali znaczaco nizsza liczbe mezen-
chymalnych komérek macierzystych szpi-
ku w aspiracie z guza biodrowego w po-
réwnaniu z aspiratem z mostka. Réznice
te moga wynikac z wieku koni uzytych do
badania: 2-5 lat w badaniu w Colorado Sta-
te University, 13 lat w badaniu w Lipsku.

Nalezy pamieta¢, ze komérki macierzy-
ste stanowig tylko 0,001 do 0,01% kom-
rek jednojadrzastych szpiku. Przy duzych
uszkodzeniach $ciegien minimalna dawka
lecznicza wynosi 10x10° komoérek macie-
rzystych (8, 9), co oznacza, ze aby uzyskac
taka liczbe komérek pobrany szpik kost-
ny nalezy hodowac przez ok. 4 tygodnie.

Komorki macierzyste pochodzenia
szpikowego sa najczesciej opisywanymi
komérkami macierzystymi w leczeniu
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koni. Wiele o nich wiadomo w bada-
niach in vitro, jednak co si¢ z nimi dzie-
je in vivo pozostaje niejasne. Badacze za-
stanawiaja sie, czy dzialanie mezenchy-
malnych komérek macierzystych szpiku
wynika z mozliwosci ich zréznicowania
sie w tenocyty, czy tez polega na wydzie-
laniu czynnikéw wzrostu stymulujacych
komorki bedace w miejscu uszkodzenia
(10). Dodatkowo, mezenchymalne ko-
morki macierzyste maja wlasciwosci im-
munomodulujace, ktére, zmniejszajac
proces zapalny, korzystnie wplywaja na
proces gojenia (11, 12). Na korzys¢ teorii
o korzystnym dziataniu komoérek macie-
rzystych poprzez wydzielanie przez nie
czynnikéw wzrostu §wiadczy niska prze-
zywalnos¢ tych komoérek in vivo: mniej
niz 5% po 10 dniach i 0,2% po 90 dniach
(13). Swiadczy to takze przeciwko teorii
o przeksztalcaniu si¢ komérek macierzy-
stych w tenocyty. Dodatkowo nalezy pa-
mietad, ze przed podaniem mezenchy-
malne komérki macierzyste sa hodowa-
ne w plynach zawierajacych produkty
krwiopochodne, takie jak surowica, oso-
cze czy osocze bogatoptytkowe, beda-
cych samoistnie bogatym Zrédlem czyn-
nikéw wzrostu, dlatego oddzielenie sku-
tecznosci tych komérek od skutecznosci
wstrzykiwanych wraz z nimi czynnikéw
wzrostu jest bardzo trudne.

Pomimo sporéw naukowych, udowod-
niono kliniczna skutecznos¢ mezenchy-
malnych komoérek macierzystych szpi-
ku kostnego w leczeniu zapalen $ciegien
mieéni zginaczy palcéw u koni wyscigo-
wych: liczba nawrotéw choroby wynio-
sta 50% u koni biorgcych udzial w wysci-
gach plaskich oraz 25,7% u koni biegaja-
cych w wyscigach ptotowych (9). Jest to
znaczgca poprawa w stosunku do bada-
nia Dyson (14) z 2004 r., w ktérym na-
wrotéw choroby byto 63,15% u koni bio-
racych udzial w wyscigach plaskich oraz
57,14% u koni biegajacych w wyscigach
plotowych. Badania prowadzone u koni
sportowych, ktére doznaly zapalenia $cie-
gien zginaczy palca lub m. miedzykostne-
go wykazuja, ze 84,5% zwierzat po terapii
mezenchymalnymi komérkami macierzy-
stymi szpiku powrdcito do poziomu uzyt-
kowania sprzed urazu (15).

Mezenchymalne komérki macierzyste
pochodzenia tluszczowego

W ostatnich latach rozpowszechnily sie
techniki wykorzystujace komérki macie-
rzyste pochodzenia tluszczowego. Ma-
terial pobiera si¢ z okolicy nasady (rze-
pa) ogona u stojacego konia poddanego
sedacji. W pobranym materiale znajduja
sie komorki jadrzaste pochodzenia tlusz-
czowego (adipose derived nucleated cells
— AD-NCS), ktérych 2-4% (16) stanowia
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komorki macierzyste pochodzenia ttusz-
czowego (adipose derived mesenchymal
stem cells — AD-MSCs). Tak jak w przy-
padku komoérek macierzystych pochodze-
nia szpikowego, aby uzyska¢ minimalna
lecznicza dawke konieczna jest ich ho-
dowla in vitro. Czas hodowli jest poréw-
nywalny do czasu hodowli komérek ma-
cierzystych pochodzenia szpikowgo (17,
18). Nalezy podkresli¢, ze oferty labora-
toriéw obiecujacych komérki macierzyste
w okresie kilku dni sa niemozliwe — bez
hodowli otrzyma¢ mozna tylko komor-
ki jadrzaste pochodzenia tluszczowego,
wsrod ktorych sa oczywiscie takze ko-
moérki macierzyste, ale w liczbie bardzo
nieznacznej.

Ciekawe jest to, ze takze komorki ja-
drzaste pochodzenia tluszczowego maja
korzystny wplyw na gojenie sie $ciegien.
W 6 tygodni po iniekcji dosciegnowej tych
komoérek w miejsce uszkodzenia, w ob-
razie histopatologicznym widoczna byla
zwiekszona ilo$¢ kolagenu typu III, lep-
szy ukltad wlékien $ciegnowych i zmniej-
szenie nacieku komoérek zapalnych w sto-
sunku do miejsca, gdzie podano placebo
(19). Réznice te nie byly jednak widocz-
ne w badaniu ultrasonograficznym. Brak
takze badan potwierdzajacych skutecz-
no$¢ kliniczng terapii komérkami ma-
cierzystymi pochodzenia ttuszczowego
lub komérkami jadrzastymi pochodze-
nia ttuszczowego.

Mezenchymalne komérki macierzyste
krwi obwodowej

Mezenchymalne komoérki macierzyste
znajduja sie takze we krwi obwodowej
koni (blood derived blood cells — BDSCs).
Z oczywistych przyczyn pobranie krwi jest
znacznie tatwiejsze niz pobranie szpiku
lub tkanki tluszczowej, jest bezpieczniej-
sze i nie wymaga sedacji zwierzecia, co
powoduje, ze metoda ta jest wielce obie-
cujaca. Jednak tylko u 1/3 koni ich licz-
ba we krwi jest wystarczajaca do hodow-
li komoérkowej (20). Poddanie koni terapii
hiperbarycznej zwigksza liczbe komérek
macierzystych we krwi obwodowej tak,
ze ich liczba jest wystarczajaca do prze-
prowadzenia hodowli u wszystkich bada-
nych koni (20). Oczywiscie ze wzgledéw
technicznych zastosowanie terapii hiper-
barycznej nie bedzie mialo zastosowania
klinicznego w leczeniu koni, oczekuje sie
wiec na znalezienie innej metody zwiek-
szajacej liczbe komodrek macierzystych we
krwi obwodowej.

Mezenchymalne komérki macierzyste
pochodzenia Sciegnowego

Pobranie komérek macierzystych pocho-
dzenia $ciegnowego jest duzo bardziej
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skomplikowane niz pobranie szpiku lub
tkanki tluszczowej — wiaze sie to miano-
wicie z koniecznoscia wyciecia fragmentu
mies$nia prostownika dlugiego palcéw, do
czego konieczne jest znieczulenie ogdlne
zwierzecia. Jakie sa wiec przewagi komo-
rek macierzystych pochodzenia $ciggno-
wego (TD-MSCs) nad poprzednio oma-
wianymi komérkami? Komoérek macie-
rzyste stanowig zaledwie 0,01% komérek
$ciegnowych, jednak ich hodowla przebie-
ga szybciej i minimalng dawke lecznicza
mozna uzyskac juz po ok. 14 dniach ho-
dowli (21). Dodatkowo mezenchymalne
komérki macierzyste pochodzenia $cie-
gnowego cechuje wyzsza przezywalno$¢
w miejscu podania (cho¢ po 4 tygodniach
od podania, tylko niewielka ich liczba jest
nadal obecna) oraz wigksza synteza kola-
genu typu III niz po podaniu mezenchy-
malnych komdrek macierzystych szpiku
i komérek macierzystych pochodzenia
tluszczowego. Podanie komoérek macie-
rzystych pochodzenia $ciegnowego po-
prawialo utozenie widkien $ciegnowych
podczas procesu gojenia $ciegna. Pomi-
mo tych optymistycznych wynikéw hi-
stopatologicznych, nie ma dotad badan
potwierdzajacych przewage stosowania
tych komoérek w przypadkach klinicz-
nych. Nie do korica jest takze zweryfiko-
wany brak dlugotrwalych konsekwencji
usunigcia miesnia prostownika diugiego
palcéw u koni wyczynowych. Dodatkowo
badania wykonywane nad komérkami ma-
cierzystymi/progenitorowymi pochodze-
nia $ciegnowego u szczuréw (22) wyka-
zaly, ze liczba komérek progenitorowych
w $ciegnie, jak ich zdolno$¢ réznicowania
sie w tenocyty, zmniejsza sie¢ dramatycz-
nie wraz z wiekiem zwierzecia.

Allogeniczne i ksenogeniczne
komorki macierzyste

Obecnie allogeniczne i ksenogeniczne ko-
morki macierzyste sa coraz czesciej stoso-
wane w regeneracji tkanek zwierzat. Wie-
le badan (23), w tym u koni (24, 25, 26),
wykazalo, ze odpowiedZ immunologiczna
organizmu biorcy jest taka sama w przy-
padku komérek autogenicznych i alloge-
nicznych.

Prowadzone od 10 lat badania nauko-
we na uzyskanych z poroza jelenia po-
rozogennych komoérkach macierzystych
o symbolu MIC-1 wykazaly, ze komor-
ki te maja bardzo duzy potencjat prolife-
racyjny, a przeszczepiane ksenogenicznie
uczestnicza w regeneracji tkanek innych
ssakow (27, 28). Podobnie jak mezenchy-
malne komérki macierzyste szpiku kost-
nego, komérki porozogenne nie maja na
swojej powierzchni antygenéw zgodno-
$ci tkankowej MHC Kklasy II i wykazu-
ja staba ekspresje antygenu MHC klasy L
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Dzigki temu, po wprowadzeniu ich do ob-
cego gatunku nie wywoluja reakcji zapal-
nej (29). Dodatkowo za tolerancje immu-
nologiczng moga odpowiadac wydzielane
przez nie czynniki przeciwzapalne, takie
jak TGFEp1, ktére hamuja odpowiedz im-
munologiczna (30). Z wlasnych do$wiad-
czen klinicznych wiadomo, Ze podanie ko-
morek ksenogenicznych koniom nie wy-
woluje klinicznie ani ultrasonograficznie
odpowiedzi immunologicznej, a w okresie
5 lat od podania nie zaobserwowano zad-
nych zmian o charakterze nowotworzenia
u badanych zwierzat.

Komorki macierzyste allogeniczne
i ksenogeniczne moga by¢ ciekawa alter-
natywa dla autologicznych komdrek ma-
cierzystych, ktorych pozyskiwanie wiaze
sie z dodatkowym zabiegiem chirurgicz-
nym, a czas podania jest przesuniety w cza-
sie ze wzgledu na konieczno$¢ hodowli ko-
morkowej. W przypadku komérek alloge-
nicznych i ksenogenicznych nie ma tego
ograniczenia — hodowla komérkowa jest
prowadzona w sposdb ciagly, dzieki cze-
mu iniekcje mozna wykona¢ w optymal-
nym terminie, tj. ok. 7 dni po uszkodze-
niu $ciegna (31).

Komorki macierzyste
pochodzenia embrionalnego

Komorki te sa najwieksza nadzieja w tera-
pii choréb ortopedycznych u koni. Moga
sie rozwijac¢ nie tylko w komérki mezem-
chymy, ale takze ektodermy, endoder-
my i mezodermy. Badania udowodni-
ty, ze macierzyste komérki embrionalne
nie sg odrzucane przez biorce, pomimo
ze pochodza od embrionu, bedacego ge-
netycznie obcym osobnikiem. Ta cecha
powoduje, ze mozna mysle¢ o hodow-
li tych komérek na skale przemystowa
i znika ograniczenie czasowe zwiaza-
ne z koniecznoscia hodowli komoérek od
konkretnego osobnika. Dodatkowo em-
brionalne komérki macierzyste potra-
fia migrowa¢ do innych uszkodzonych
miejsc w obrebie tego samego $ciegna
(13), dzieki czemu ich dziatanie leczni-
cze nie ogranicza si¢ do zmian widocz-
nych ultrasonograficzne, a obejmuje cala
uszkodzong strukture. Kolejna przewaga
tych komérek jest ich wyzsza przezywal-
no$¢ w miejscu podania — udowodniono,
ze po 90 dniach liczba embrionalnych ko-
morek macierzystych w miejscu poda-
nia stanowila 60% podanej liczby, a zli-
czajac komorki w calym badanym $cie-
gnie — 100%. Liczby te $wiadcza o tym,
ze komérki macierzyste pochodzenia em-
brionalnego, jako jedyne z omawianych,
majg mozliwo$¢ namnazania sie in vivo.
Nie wykazano takze zadnych przypad-
kéw nowotworzenia u zwierzat, u kto-
rych zostaly one podane.

Podsumowanie

Zastosowanie komoérek macierzystych wy-
daje sie obiecujacg forma terapii $ciegien
u koni. Jednocze$nie wiecej badan klinicz-
nych jest koniecznych, aby oceni¢ sku-
teczno$¢ terapii komdrkami macierzy-
stymi z réznych zrédet oraz poréwnac ze
skuteczno$cia terapii za pomoca czynni-
kéw wzrostu. Dzieki tym informacjom fa-
twiej bedzie dobra¢ optymalng metode le-
czenia $ciegien, tj. skuteczng, prosta i naj-
mniej kosztowna.
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