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Model doswiadczalnej tendinopatii
z uzyciem kolagenazy bakteryjnej
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Tendinopatie sg czestym problemem medycznym
uludzi i zwierzat. Urazy $ciegien, wiezadet i po-
chewek staw6w moga stanowi¢ az 45% urazéw ukta-
du mie$niowo-szkieletowego uludzi (1). W medycynie
sportowej az 30—40% przypadkdw stanowia przecig-
zeniowe urazy Sciegien (2). Wérdd zwierzat problem
tendinopatii dotyczy gtéwnie gatunkéw, takich jak
konie i psy, u ktdrych tego rodzaju zmiany patolo-
giczne zwigzane s3 z intensywnym wysitkiem i tre-
ningiem (3). Wedtug statystyk wsrdd koni wysScigo-
wych petnej krwi angielskiej urazy Sciegna mie$nia
zginacza powierzchownego palcéw stanowia od 8 do
30% wszystkich kontuzji ortopedycznych (4, 5), nato-
miast w ogdlnym ujeciu na podstawie danych z 2008 r.
sredni odsetek zapalen Sciegien utrzymuje sie na po-
ziomie 10% w stosunku do ogétu problemoéw wetery-
naryjnych tych zwierzat (6). Postepy w medycynie re-
generacyjnej w zakresie leczenia tej choroby $ciegien
czesto oparte sg o wyniki badan na modelu zwierze-
cym. Istnieje wiele mozliwos$ci indukowania tej pato-
logii $ciegien in vivo, ktore histologicznie przypomi-
najg naturalnie powstata tendinopatie. Sg to miedzy
innymi iniekcje doSciegnowe substancji, takich jak
bakteryjna kolagenaza, cytokiny, prostaglandyny czy
fluorochinolony (7).

Tendinopatia indukowana bakteryjna kolagena-
zg produkowang przez Clostridium histolyticum jest
jedna z najczestszych z wymienionych metod. In-
iekcje tego enzymu przeprowadzono na gatunkach,
takich jak szczur, krolik, owca, kon i osiot. W arty-
kule przedstawione sg dane literaturowe dotycza-
ce wykorzystania ré6znych roztwordw kolagena-
Zy u zwierzat.

U szczurdw stosowano roztwory o stezeniu
0,015 mg/ml enzymu rozpuszczonego w 0,9% NaCl
w ilo$ci 0,02 ml (tacznie 0,3 mg kolagneazy) podanej
do wiezadta rzepki jednej koriczyny (szczury o ma-
sie ciata 200-250g; 8) oraz do Sciegna Achillesa w obu
konczynach miednicznych (9), a takze roztwor kola-
genazy w stezeniu lmg/ml otrzymany po rozpusz-
czeniu w buforowanym roztworze fizjologicznym,
anastepnie podany w ilo$ci 0,1 ml do prawego $ciegna
Achillesa (szczury o masie ciata 180-200g; 10). Okoto-
Sciegnowo szczurom podawano tez 250 Ul kolagena-
zy rozpuszczonej w 0,03 ml roztworu fizjologicznego
w miejscu przyczepu Sciegna Achillesa lewej koniczy-
ny miednicznej do guza pietowego (11).

U krélikow o masie ciata 2,5—4 kg stosowano roz-
twor 0,1 ml kolagenazy zawierajacy 400 UI enzymu,
jednak autorzy nie podali rodzaju rozpuszczalnika
wykorzystanego do sporzadzenia roztworu. Enzym
wstrzykiwano w centralng czes$¢ Sciegna Achillesa
w obu tylnych koniczynach (12).
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Dla owiec o masie ciata ok. 45 kg sporzadzano
nastepujace roztwory — 500 UI enzymu w 1 ml roz-
puszczalnika, bez podania jego nazwy, wstrzyknie-
te do Sciegna miesnia zginacza gtebokiego palcow
w obu tylnych konczynach (13) oraz 400 UI enzymu
w 1 ml w 0,9% NacCl takze w formie bilateralnej in-
iekcji (14, 15).

Gatunkiem, u ktérego przeprowadzono najwie-
cej badan z wykorzystaniem kolagenazy bakteryjnej
w formie doSciegnowych iniekcji, jest kon. Prace na-
ukowe oparte o indukowany tym enzymem model ten-
dinopatii prowadzone sg 0od 1984 r., kiedy pierwszy raz
potwierdzono zasadno$¢ tej procedury (16). W 2009 r.
opublikowano prace poréwnujaca przydatnos¢ do ana-
liz naukowych dwéch modeli iniekcji enzymu. W obu
przypadkach zastosowano roztwor 2,5%, przy czym
jedna grupa doswiadczalna otrzymata 2,5 mg kola-
genazy w 1 ml rozpuszczalnika w formie iniekcji do
Sciegna zginacza powierzchownego palcow, a druga
- 1,25 mg w objetosci 0,5 ml (17). Wniosek, jaki zostat
wysnuty na podstawie wynikdéw badan, pozwolit na
rozpoczecie wykorzystywania pierwszej z wymie-
nionych metod na szerszg skale. W oparciu o induk-
cje tendinopatii za pomocg iniekcji do$ciegnowej do
Sciegna miesnia zginacza powierzchownego palcow
1mlroztworu 2,5 mg kolagenazy powstato wiele prac
naukowych (18, 19, 20, 21, 22, 23).

Oprocz wymienionej koncentracji roztworu u koni
uzywane byly takze inne stezenia i objeto$ci iniekcji
kolagenazy, np. 2000 UI kolagenazy rozpuszczonej
w 0,5 ml sterylnej wody do iniekcji podane do gtowy
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Ryc. 1. Zmiany histologiczne w Sciegnie Achillesa po iniekcji kolagenazy Clostridium histolyticum typu 1A - S (C-5894, Sigma Aldrich, Poznari, Polska)
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dodatkowej §ciegna mie$nia zginacza giebokiego pal-
cow obu konczyn piersiowych (Srednia masa ciata koni
wynosila 464 kg; 24),1000 UI kolagenazy rozpuszczo-
nych w 0,1 ml sterylnej wody do iniekcji podane do tego
mieénia obu koniczyn piersiowych u pieciu koni (masa
ciata koni wyniosta od 350 do 400 kg; 25), 2087 UI ko-
lagenazy rozpuszczonej w 0,3 ml sterylnej wody do
iniekcji; objeto$¢ 0,3 ml roztworu zostata podzielo-
na na dwie réwne czesci i nastepnie wstrzyknieta

w postaci dwdch iniekcji w odlegtosci okoto 2 cm od

siebie, 13-15 cm od kosci dodatkowej nadgarstka do

Sciegna mies$nia zginacza powierzchownego palcow

wybranej losowo konczyny piersiowej u oSmiu koni

(26), 4000 UI kolagenazy podano do $ciegna mie$nia

zginacza powierzchownego palcow w strefie 2B sze-

$ciu koniom, w tym u czterech zastosowano iniek-
cje do wszystkich koriczyn, a u dwdch do trzech kon-
czyn (obie konczyny piersiowe oraz koriczyna prawa
miedniczna; 14), 2640 UI kolagenazy rozpuszczo-
nej w sterylnej wodzie do iniekcji podano o$miu ko-
niom w trzy miejsca w centralnej czesci $ciegna mie-

$nia zginacza powierzchownego palcéw (27), 0,4 ml

(3000 UI/ml) czyli 1200 UI wstrzyknieto w lateralng

galaZ mieSnia miedzykostnego koni wazacych oko-

1o 495 kg (28).

Kolagenaza zostatla szeroko opisana w literaturze
Swiatowej, gdyz uszkodzenie wywotane jej dziata-
niem pod wieloma wzgledami (przerost komérkami
fibroblastow, utrata organizacji macierzy zewnatrz-
komorkowej, hiperwaskularyzacja oraz, w pézniej-
szym etapie, brak komoérek zapalnych (29, 30, 31, 32,
33, 34; ryc. 1) w duzym stopniu przypomina natural-
nie wystepujaca tendinopatie (ryc. 2). Niestety, uzycie
kolagenazy do indukcji ogniska tej patologii pozostaje
w duzej mierze efektem indywidualnych doswiadczen
réznych autoréw, a nie standaryzacji metody w opar-
ciu o badania do$wiadczalne. W opisie produktu moz-
na doszuka¢ sie podobnej sugestii stosowania roz-
tworu oraz informacji o konieczno$ci zastosowania
rozpuszczalnikéw bogatych w jony wapnia, np. Krebs
Ringer buffer with calcium. W oparciu o dane literatu-
rowe dotyczace uzycia roztworéw kolagenazy mozna
wysnu¢ nastepujace wnioski:

1) nie wszyscy autorzy publikacji naukowych podaja
doktadng charakterystyke uzytego enzymu, a tak-
Ze objetos¢ iniekcji,

2) ujednolicone do jednostek Ul/ml stezenia prze-
znaczane do rozpuszczania $ciegien wahaja sie od
125 UI/ml do 10 000 UI/ml,

3) stezenia roztworu podawane sg w formie mg/ml,
UI/ml lub jako ilo$¢ Ul wstrzyknieta do lub w oko-
lice $ciegien,

4) nie znaleziono standardéw rekomendujacych od-
powiednig objetos¢ roztworu kolagenazy oraz jego
stezenia w stosunku do gatunku zwierzecia oraz
cech okreslonej tkanki,

5) autorzy stosuja roztwory bez dodatku jonéw
wapnia, np. PBS, 0,9% NacCl lub sterylng wode do
iniekcji.

Roztwory powyzej 1000 Ul/ml stosowano u szczu-
réw (Sciegno Achillesa) i koni (Sciegno mies$nia zgina-
cza powierzchownego palcéw) w iniekcjach zardéw-
no do$ciegnowych, jak i okoto$ciegnowych, mimo
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Ryc. 2. Obraz USG $ciegien w rejonie $ciegna Achillesa obu tylnych koriczyn u owcy
po dwéch tygodniach od indukc;ji tendinopatii za pomocg iniekcji 100 Ul kolagenazy
Clostridium histolyticum rozpuszczonej w 0,2 ml PBS

oczywistych réznic w wielko$ciach tkanek poddawa-
nych iniekcjom. Srednia powierzchnia $ciegna mie-
$nia zginacza powierzchownego palcéw u koni wy-
nosi okoto 108 mm?*(35), a $cieggna Achillesa u szczura
okoto 0,94 mm? (36). U owiec dotychczas stosowano
roztwory o koncentracji 400—500 Ul/ml, w iniekcjach
dosciegnowych. Wbadaniu wtasnym uzyto roztworu
100 UI kolagenazy Clostridium histolyticum typu1lA — S
(C-5894, Sigma Aldrich) w objetosci 0,2 ml sterylne-
go PBS w iniekcji do Sciegna Achillesa (37). Wybrane
stezenie okazato sie skuteczng i bezpieczng metoda
indukcji tendinopatii (38).

Podsumowujac, nalezy stwierdzié, ze uzycie ko-
lagenazy do wywotania tendinopatii jest efektywne,
a powstate uszkodzenie klinicznie i obrazowo przy-
pomina naturalnie wystepujacy proces patologiczny
(39). W literaturze jest to uznany model indukcji wy-
mienionego procesu do celdw badawczych. Niemniej
jednak istnieje wiele nie$cistosci, zaréwno w stosunku
do rodzaju uzytego enzymu, doboru rozpuszczalnika
oraz stezenia roztworu i jego objetosci. Jedynie u koni
podjeto probe standaryzacji tej metody.
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