Ortopedia Traumatologia Rehabilitacja
© MEDSPORTPRESS, 2017; 1(6); Vol. 19, 9-22

ARTYKUL PRZEGLADOWY / REVIEW ARTICLE DOI- 10.5604/15093492. 1233702

Analiza skutecznosci terapeutycznej wybranych
typow kolagenu w profilaktyce i leczeniu choroby
zwyrodnieniowej stawow

Analysis of Therapeutic Effectiveness of Selected
Types of Collagen in Prevention and Treatment
of Degenerative Joint Disease

Wiestaw Tomaszewski'“>*", Anna Paradowska*®>"

' Wyzsza Szkota Fizjoterapii z siedziba we Wroctawiu, Polska
! Kardio-Med Silesia — Slaski Park Technologii Medycznych, Zabrze, Polska
? College of Physiotherapy, Wroctaw, Poland
? Cardio-Med Silesia — Silesian Medical Technology Park, Zabrze, Poland

STRESZCZENIE

Ubytek kolagenu jest zjawiskiem naturalnym w procesie starzenia organizmu, jak rowniez potggowanym w przypadku
r6znych chordb — w tym choroby zwyrodnieniowej stawow (ChZS).

W ciagu ostatnich kilkunastu lat przeprowadzono na $wiecie liczne i wielokierunkowe badania naukowe, ktorych
zadaniem bylo wyodrebnienie odpowiednich substancji zawierajacych w swoim sktadzie kolagen, wytworzenie preparatow
leczniczych charakteryzujacych si¢ oczekiwang skutecznos$cig terapeutyczng w profilaktyce i leczeniu ChZS, bezpieczen-
stwem stosowania, jak rowniez opracowaniem metod ,,dostarczenia” gotowego produktu do organizmu. Dokonano prze-
gladu i analizy najnowszej dostepne;j literatury, opierajac si¢ na publikacjach ukazujgcych wyniki badan przeprowadzonych
zgodnie z metodologia EBM (evidence based medicine). Zaprezentowane badania zostaly usystematyzowane — od prob
przeprowadzonych in vitro (badania laboratoryjne na zwierzetach, z wykorzystaniem metod inzynierii tkankowej w celu
oceny efektow przeszczepu chrzastki, zastosowaniu réznych postaci kolagenu w przygotowaniu skafoldow itp.), do badan
klinicznych, wykonanych in vivo.

Wydaje si¢, ze zaprezentowane w niniejszej publikacji wyniki wielokierunkowych, najnowszych badan naukowych,
ktore potwierdzajg skutecznos¢ terapeutycznag nowych generacji preparatow medycznych zawierajacych kolagen sprawia,
ze w kompleksowym leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawdw moga one zaja¢ nalezne im miejsce — zarowno w aspekcie
dziatania przeciwbolowego, odzyskania sprawnosci funkcjonalnej, jak rowniez wplywu na regeneracj¢ tkanek na poziomie
molekularnym.

Stowa kluczowe: kolagen, choroba zwyrodnieniowa stawdw, wiskosuplementacja

SUMMARY

Loss of collagen is a natural development accompanying aging of the body. It may be additionally accelerated by
various conditions, including osteoarthritis (OA).

Within the last two decades numerous and diverse studies have been conducted worldwide with the aim of identifying
substances containing collagen, producing therapeutic preparations of expected effectiveness in the prevention and therapy
of OA that would be safe to use and developing methods of delivering the final product into the body. The authors reviewed
and analysed the latest available literature by selecting papers presenting the findings of studies conducted in line with the
principles of Evidence-Based Medicine (EBM). The studies have been ordered from in vitro trials (studies on animals in
the laboratory setting, use of tissue engineering methods to assess the effect of cartilage transplants, use of different
collagen types for development of scaffolds etc.) to in vivo clinical trials.

It appears that the findings of the latest multidimensional studies presented below, which confirm the therapeutic
effectiveness of new-generation injectable medical collagen preparations, will help these medical products gain their well-
deserved position in the comprehensive treatment of osteoarthritis both with respect to their analgesic properties as well as
their ability to enable functional recovery and stimulate regeneration of tissues at the molecular level.
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Kolagen stanowi ok. 30% masy wszystkich bialek
organizmu cztowieka, co daje ok. 6% catkowitej ma-
sy ciala. Wystepuje w wickszosci tkanek i narzadow,
w tym w skorze, koSciach, chrzastkach, $ciegnach,
wigzadtach, naczyniach krwiono$nych, rogéwce i in.
Obrazowy przyktad pokazuje, ze u cztowieka o wadze
ok. 75 kg, 15 kg stanowig biatka — w tym ok. 7,5 kg
kolagen [1].

Nazwa kolagen pochodzi z jezyka greckiego: col-
la — klej, genno — rodzi¢. Juz sama nazwa ukazuje
funkcje kolagenu bedacego biatkiem spajajacym ele-
menty komoérkowe, umozliwiajacym powstanie z po-
jedynczych komorek, tkanek i narzadéw. Kolagen wy-
stepujacy w organizmie pozostaje w stanie ciaglej wy-
miany, ktorej szybkos$¢ uzalezniona jest od rodzaju
tkanki i narzadu. Najdtuzej utrzymuje si¢ w kosciach,
gdzie wymiana, w procesie degradacji i syntezy, naste-
puje w ciggu 1 roku, a najmniej trwaly wystepuje
w watrobie, gdzie wymiana odbywa si¢ co miesigc.
Kolagen jest biatkiem prostym, zbudowanym wylgcz-
nie z aminokwasow. Sktada si¢ z dhugich, spiralnych
fancuchéw peptydowych ztozonych z 19 aminokwa-
sow, z ktorych najwazniejsze to prolina, glicyna, hy-
droksyprolina i hydroksylizyna, przy czym warto pod-
kresli¢, ze dwa ostatnie nie wystepuja praktycznie
w innych biatkach lub wystepuja sporadycznie, w nie-
wielkich iloéciach, jak rowniez fakt, ze hydroksyproli-
na, jako specyficzny aminokwas, wykorzystywana jest
do ilosciowego oznaczania kolagenu [2,3].

Wraz z wiekiem zdolno$¢ syntezy kolagenu przez
organizm maleje. Zmiany fizjologiczne zachodzgce
W organizmie w procesie starzenia dotyczg réwniez
tkanki tgcznej, ktorej gtdéwnym skladnikiem jest kola-
gen, podlegajacy postepujacemu przeksztatceniu z po-
staci rozpuszczalnej, wystepujacej w tkance miodej,
do nierozpuszczalnej. Ubytek rozpuszczalnego kola-
genu jest zjawiskiem naturalnym w procesie starze-
nia, jak réwniez potggowanym w przypadku réznych
choréb — w tym choroby zwyrodnieniowej stawow.

Kolagen, jak kazde biatko, powstaje z potaczenia
co najmniej 100 aminokwasdéw tworzacych tancuchy
polipeptydowe, ktérych sktad aminokwasowy powo-
duje, Ze tworzg one spirale przybierajacg ksztalt prze-
strzenny nazwany superhelisg. Superhelisa utworzo-
na jest z 3 tancuchow polipeptydowych skreconych
wzajemnie w ksztalcie trdjzylowe;j liny. Istotng cecha
takiej budowy jest powtarzajaca si¢ sekwencja trzech
reszt aminokwasowych o ogélnym wzorze -X-Y-Z-,
gdzie reszty Y i Z stanowig najczeSciej prolina lub
hydroksyprolina wbudowane w tancuch polipepty-
dowy. Zwiazki te, powszechnie okreslane jako ami-
nokwasy, w rzeczywisto$ci sa iminokwasami o bu-
dowie heterocyklicznej, zawierajagcymi w pierscieniu
atom azotu. Dzi¢ki temu wigzanie peptydowe utwo-
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Collagen constitutes ca. 30% of the mass of all
proteins in the human body, which translates into ca.
6% of the whole body mass. It is present in most
tissues and body organs, including the skin, knees,
cartilage, tendons, ligaments, blood vessels and cor-
nea. To illustrate these data, in a person weighing ca.
75 kg, proteins account for 15 kg of the body and
collagen represents ca. 7.5 kg [1].

The term ‘collagen’ originates from Greek roots:
colla — ‘glue’ and genno — ‘give birth to’. The word
itself indicates the function of collagen, which is
a protein binding cell elements and integrating in-
dividual cells into tissues and body organs. Collagen
in the body undergoes constant turnover whose rate
varies with the tissue and body organ. The collagen
life-cycle is longest in the bones, where the turnover
resulting from collagen degradation and synthesis is
completed in one year, and shortest in the liver, with
a turnover period of one month. Collagen is a simple
protein, composed solely of amino acids. It is formed
of long spiral peptide chains composed of 19 amino
acids, the most important of which include proline,
glycine, hydroxyproline and hydroxylysine. A note-
worthy fact is that the last two amino acids are
practically not found in other proteins or are found
there only occasionally and in small amounts. For
this reason, hydroxyproline is used as a specific ami-
no acid in quantitative collagen assays [2,3].

Aging is associated with a reduction in the body’s
ability to produce collagen. Physiological changes
taking place in the body with age also affect the
connective tissue, composed predominantly of colla-
gen, which is progressively transformed from a solu-
ble form, found in young tissues, to an insoluble sub-
stance. The loss of soluble collagen occurs naturally
as part of the aging process but it is also intensified
by certain conditions, such as osteoarthritis (degene-
rative joint disease).

Collagen, as any other protein, is a combination
of at least 100 amino acids forming polypeptide
chains. Due to the specific amino acid composition
of chains, they form a spiral shaped as a triple helix.
The triple helix is formed of three polypeptide chains
coiled together into a three-stranded rope. A signifi-
cant feature of this structure is a repeated sequence of
three amino acid residues forming a general pattern
of -X-Y-Z-, where the Y and Z residues are most
frequently proline or hydroxyproline integrated into
the polypeptide chain. These compounds, commonly
referred to as amino acids, are actually imino acids
possessing a heterocyclic structure with a nitrogen
atom in the ring. For this reason, the peptide bond
between the amino acid residues has a different spa-
tial configuration and is ‘rigid’ compared to bonds
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rzone pomigdzy resztami aminokwasowymi posiada
inng konfiguracje przestrzenng i jest ,,usztywnione”,
w poroéwnaniu do wigzania tgczacego inne amino-
kwasy. Dwie reszty iminokwasowe powtarzajace si¢
w trypletowej sekwencji tancucha polipeptydowego,
nadaja mu strukture o ksztalcie spirali. Trzecia resz-
ta aminokwasowa (-X-) w tancuchu, to cze$¢ glicy-
nowa. Glicyna posiada najmniejsza czasteczke ze
wszystkich aminokwasow, co tez wptywa na ksztatt
catego tancucha polipeptydowego. Trzy skrecone spi-
ralnie tancuchy polipeptydowe tworza razem superhe-
lis¢ i stanowia podstawe struktury molekularnej, wy-
rézniajacg kolageny wsrod innych biatek. Budowa su-
perhelisowa nie tworzy calej czasteczki kolagenu.
W poszczegolnych biatkach z tej grupy wystepuja za-
réwno koncowe, jak i wlaczone pomig¢dzy fragmenty
superhelisowe, odcinki czasteczki pozbawione budo-
wy superhelisy. Jednak, aby biatko zostato zaliczone
do grupy kolagendéw, struktura superhelisowa musi do-
minowac ilociowo w calej czasteczce. Biatka, ktore
zawieraja jedynie maty fragment czasteczki o budowie
superhelisowej, okre§lone sg jako biatka kolagenopo-
dobne. Poszczegolne tancuchy polipeptydowe tworza-
ce czasteczke kolagenu sa syntetyzowane w calosci
i sg produktem odrgbnych genéw [4,5].

W organizmie czlowieka wystepuje 20 typow ko-
lagenu, z ktorych opisano 12, a pozostale 8 nie s3
jeszcze doktadnie sklasyfikowane. Specyficzna bu-
dowa kolagenu powoduje, ze posiada on szczegdlne
wlasciwosci, ktore moga si¢ wyraza¢ odmiennym
niekiedy oddzialywaniem na tkanki, ktorych jest in-
tegralnym sktadnikiem. Zachowujac elastycznose,
wplywa jednoczesnie na odpornosé i wytrzymatos§é
dziatajacych sit Sciggajacych i rozciggajacych.

Synteza kolagenu w warunkach fizjologicznych,
wynikajaca $cisle z uwarunkowan genetycznych, pod-
lega takze procesom epigenetycznym, regulacji hor-
monalnej (w gtéwnej mierze kortyzolu, hormonéw
ptciowych np. w okresie menopauzy), a takze czynni-
koéw srodowiskowych, jak dieta i aktywno$¢ fizyczna.
Wykazano, ze rodzaj aktywnosci fizycznej, ktorg wy-
konuje czlowiek angazujac w réznym stopniu po-
szczegodlne jednostki uktadu migSniowo-szkieletowe-
go, determinuje zardwno synteze, jak i degradacje ko-
lagenu, a takze jego dystrybucj¢ w organizmie [6,7].

Procesy metaboliczne zwigzane z syntezg i degra-
dacja kolagenu zachodzace w warunkach in vivo, pod-
legaja zmianom na skutek fizjologicznego starzenia
si¢ organizmu, ale sg3 w znaczacym stopniu potggo-
wane wptywem roznych choréb i obrazen — w tym
choroby zwyrodnieniowej stawow (ChZS), na sku-
tek ktorej przyspieszony rozpad kolagenu, bgdacy
patognomonicznym objawem ChZS, nie jest rekom-
pensowany wystarczajaca jego synteza.

connecting other amino acids. The two imino acid re-
sidues repeated in the triplet sequence of the po-
lypeptide chain afford the chain a spiral structure.
The third (-X-) residue in the chain is a glycine
moiety. Glycine is the smallest molecule of all amino
acids, which also influences the shape of the poly-
peptide chain as a whole. The three spirally coiled
polypeptide chains form a superhelix, which repre-
sents the basis of the molecular structure setting col-
lagens apart from other proteins. The collagen mole-
cule is not formed exclusively of superhelices. Indi-
vidual proteins from this group contain fragments
without the superhelix structure, which are found
both terminally as well as between the coiled parts.
However, for a protein to be classified as collagen,
the superhelix needs to prevail in the molecule. Pro-
teins with only a small fragment of a superhelix in
the molecule are referred to as collagen-like proteins.
Individual polypeptide chains forming a collagen
molecule are synthesised as a whole and are produ-
ced by separate genes [4,5].

The human body contains 20 types of collagen,
12 of which have already been described in the lit-
erature and the remaining 8 types have not been pre-
cisely classified to date. Due to the unique structure
of collagen, it displays special characteristics which
may exert sometimes differing effects on the tissues
whose integral part collagen constitutes. Collagen
provides elasticity, while at the same time maintain-
ing resistance and endurance to compressive and
stretching forces.

The synthesis of collagen under physiological
conditions, which is closely driven by genetic fac-
tors, is also dependent on epigenetic processes, hor-
mone regulation (in particular by cortisol and sex
hormones, e.g., at the menopause) and environmental
factors, such as diet and physical activity. It has been
demonstrated that the type of physical activity under-
taken by the individual, which engages various ele-
ments of the musculoskeletal system to differing de-
grees, determines both synthesis and degradation of col-
lagen as well as its distribution within the body [6,7].

Metabolic processes associated with synthesis
and degradation of collagen which take place in vivo
undergo changes as a result of physiological aging of
the body but they are also strongly accelerated by
various conditions and injuries, including osteoar-
thritis (OA), where increased degradation of colla-
gen, a pathognomonic symptom, is not offset by suf-
ficient synthesis of this protein.

In view of the significant role of collagen in ap-
propriate functioning of the musculoskeletal system
and disturbances of protein metabolism in OA, it
seems understandable that delivery of the protein from
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7 uwagi na istotng role kolagenu w prawidtowym
funkcjonowaniu narzadu ruchu i zaburzeniach jego
metabolizmu wystgpujacych w ChZS, wydaje si¢
zrozumiate, ze dostarczanie tego biatka z zewnatrz
moze op6zni¢ nieuchronne procesy degeneracyjne —
dazac do zapewnienia rownowagi pomiedzy fazami
rozpadu (degradacji) a stymulacjg syntezy na pozio-
mie in vivo 1 suplementacjg in vitro.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat przeprowadzono
na §wiecie liczne i wielokierunkowe badania nauko-
we, ktorych zadaniem bylo wyodrgbnienie odpo-
wiednich substancji zawierajacych w swoim skladzie
kolagen, wytworzenie preparatéw leczniczych cha-
rakteryzujacych si¢ oczekiwang skuteczno$cia tera-
peutyczng w profilaktyce i leczeniu ChZS, bezpie-
czenstwem stosowania, jak roOwniez opracowaniem
metod ,,dostarczenia” gotowego produktu do organi-
zmu. Aktualnie na rynku dostepne sg rozne prepara-
ty kolagenowe, opracowane pod wzglgdem techno-
logicznym i dystrybuowane przez wielu producen-
tow, roznigce si¢ czesto zrodtem pochodzenia sub-
stancji czynnej, biodostgpnoscig i biowchtanialno-
$cig, pelnym sktadem (zawarto$cig w produkcie do-
datkowych substancji czynnych), odmienng farma-
kokinetyka 1 farmakodynamika, a takze sposobem
podania. W profilaktyce i leczeniu zachowawczym
ChZS stosowane sg, dostepne powszechnie na rynku
w postaci suplementdw diety, preparaty doustne w for-
mie pojedynczej lub w potaczeniu z innymi substan-
cjami (m. in. glikozaminoglikany — chondroityna i glu-
kozamina, hialuroniany, zestawy witaminowe i in.),
aplikowane miejscowo (przezskornie) w postaci ma-
$ci, zelu lub tp., a takze w postaci iniekcyjne;j. Prepa-
raty kolagenu stosowane w formie iniekcji przygoto-
wywane sg z uwzglednieniem roznych sposobow
aplikacji: podskorna, §rodskdra, domigéniowa, dosta-
wowa, okotostawowa, a takze okotonerwowa (prepa-
rat kolagenowy podawany w okolice nerwu obwodo-
wego lub korzenia nerwowego).

Dokonano przegladu i analizy najnowszej dostgp-
nej literatury, opierajac si¢ na publikacjach ukazuja-
cych wyniki badan przeprowadzonych zgodnie z me-
todologig EBM (evidence based medicine), tj. rando-
mizowanych, z wykorzystaniem placebo i podwdjnie
Slepej proby. Zaprezentowane badania zostaly usys-
tematyzowane — od prob przeprowadzonych in vitro
(badania laboratoryjne na zwierzetach, z wykorzy-
staniem metod inzynierii tkankowej w celu oceny
efektow przeszczepu chrzastki, zastosowaniu roz-
nych postaci kolagenu w przygotowaniu skafoldéw
itp.), do badan klinicznych, wykonanych in vivo.

Jak wykazaty badania przeprowadzone na kroli-
kach, u ktérych indukowano rozwdj choroby zwy-
rodnieniowej stawu kolanowego, tripeptydy kolage-
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outside in an effort to ensure balance between de-
gradation and stimulation of synthesis at in vivo level
and in vitro supplementation may delay the inevi-
table degenerative process.

Within the last two decades numerous and diverse
studies have been conducted worldwide with the aim
of identifying substances containing collagen, pro-
ducing therapeutic preparations of expected effecti-
veness in prevention and therapy of OA that would
be safe to use and developing methods of delivering
the final product into the body. Currently, various
collagen preparations are available on the market,
produced according to known technologies and dis-
tributed by numerous manufacturers, the differences
between them commonly including the source of the
active substance, bioavailability and bioabsorbabi-
lity, total composition (presence of additional active
ingredients), pharmacokinetics and pharmacodyna-
mics and the manner of administration. Prevention
and conservative treatment of OA rely on prepara-
tions that are widely available on the market in the
form of dietary supplements, preparations for oral
use containing collagen as the only active ingredient
or combined with other ingredients (e.g. glycosami-
noglycans, such as chondroitin and glucosamine,
hyaluronates, vitamin complexes), topical products
(for transcutaneous use) in the form of an ointment,
gel or tape? as well as injectable preparations. In-
jectable preparations are available for various routes
of administration: subcutaneous, intramuscular, in-
traarticular, periarticular and perineural (collagen
preparation administered to the area surrounding
a peripheral nerve or nerve root).

We reviewed and analysed the latest available
literature by selecting papers presenting the findings
of studies conducted in line with the principles of
Evidence-Based Medicine (EBM), i.e. randomised
double-blind placebo-controlled studies. The studies
have been ordered from in vitro trials (studies on
animals in laboratory setting, use of tissue engineer-
ing methods to assess the effect of cartilage trans-
plants, use of different collagen types for deve-
lopment of scaffolds etc.) to in vivo clinical trials.

As demonstrated by studies on rabbits in which
knee osteoarthritis had been induced artificially, col-
lagen tripeptides demonstrating a Gly-Xaa-Yaa se-
quence, administered intraarticularly, can delay
degeneration of articular cartilage at its initial stages
[8]. The injections were administered at weekly in-
tervals, starting from the day of the induction of OA.
Intraarticular administration of a solution of only
tripeptides, obtained by hydrolysis of porcine gela-
tin, as well as that of tripeptides combined with hy-
aluronic acid delayed the degenerative process com-
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nowe o sekwencji Gly-Xaa-Yaa podawane dostawo-
wo, s3 w stanie spowolni¢ poczatkowe etapy proce-
su degeneracji chrzastki stawowej [8]. Iniekcji doko-
nywano w odstepach tygodniowych, zaczynajac od
dnia indukcji rozwoju choroby. Podanie dostawowe
roztworu samych tripeptydow pochodzacych z hy-
drolizy zelatyny wieprzowej, jak i tripeptydow w po-
faczeniu z kwasem hialuronowym, op6znia procesy
degeneracyjne w obrebie stawu w porownaniu z grupa
kontrolna, ktéra otrzymywata iniekcje z sola fizjolo-
giczng. Efekt ochronny tripeptydow wynika najpraw-
dopodobniej z pobudzania chondrocytow do syntezy
kolagenu typu II, a wigc stymulacji proceséw anabo-
licznych w obrebie chrzastki. Analiza immunohisto-
chemiczna wykazata réwniez, ze tripeptydy nie
wplywaja na ilo$¢ metaloproteinazy 13 (MMP-13),
glownej proteazy odpowiedzialnej za degradacje ko-
lagenu typu II w chorobie zwyrodnieniowej chrzast-
ki stawowe;j.

Natomiast kowalencyjne potaczenie kolagenu
z poliwinylopirolidonem (PVP), pozwolito na uzy-
skanie preparatu o odmiennych wtasciwosciach fizy-
kochemicznych i farmakologicznych niz te, jakimi
charakteryzuja si¢ wyjsciowe zwigzki [9]. Kolagen-
-PVP, to poddana dziataniu promieniowania gamma
mieszanina wieprzowego atelokolagenu typu I (kola-
gen, ktory na skutek przeprowadzenia enzymatycz-
nej hydrolizy utracit potencjalnie immunogenne, nie-
helikalne odcinki peptydowe znajdujace si¢ na obu
koncach czasteczki kolagenowej) oraz PVP, synte-
tycznego i biokompatybilnego polimeru, stosowane-
go powszechnie, jako substancja wypehiajaca badz
wigzaca w farmacji [10]. Czesto stanowi element sys-
temu kontrolowanego uwalniania lekow, stosowany
jest takze do modyfikacji powierzchni wyrobow me-
dycznych lub implantéw oraz w przemysle kosme-
tycznym i spozywczym.

W przeprowadzonym metodg podwojnie §lepej
proby, prospektywnym, kontrolowanym placebo ba-
daniu klinicznym z randomizacja, oceniano skutecz-
no$¢ i bezpieczenstwo preparatu zawierajacego kola-
gen-PVP w leczeniu choroby zwyrodnieniowe;j sta-
wu kolanowego. Do badania wigczono 53 pacjentow,
ktorym zaaplikowano 12 iniekcji dostawowych o ob-
jetosci 2 ml kazda, przez okres 6 miesigcy. Grupa ba-
dana otrzymywata kolagen-PVP (kazdorazowo 16,6
mg kolagenu), natomiast grupie kontrolnej podawa-
no roztwor PVP w buforze cytrynianowym. Catko-
wity czas trwania badania wynosit 49 tygodni. Oce-
n¢ przeprowadzano przy uzyciu skali VAS (ocena in-
tensywnos$ci bolu), indeksu WOMAC oraz indeksu
Lequesne’a. Analizowano takze skuteczno$¢ leczenia
w ocenie pacjentow oraz lekarzy, a takze stosowanie
lekoéw przeciwbolowych. Preparat zawierajacy kopoli-

pared to a control group which received injections
containing only physiological saline. The protective
effect of tripeptides is probably due to stimulation of
chondrocytes to produce type-II collagen, i.e. stimu-
lation of anabolic processes in the cartilage. Immu-
nohistochemical analysis also revealed that tripepti-
des did not affect the amount of matrix metallo-
proteinase 13 (MMP-13), the main protease respon-
sible for degradation of type-II collagen in degene-
rative disease of the articular cartilage.

Covalent combination of collagen with polyviny-
Ipyrrolidone (PVP) made it possible to produce a prepa-
ration with physicochemical and pharmacological pro-
perties different from those of the substrates [9]. Col-
lagen-PVP is a gamma-irradiated mixture of porcine
type I atelocollagen (collagen which lost its potentially
immunogenic non-helical C- and N-terminal peptide
segments as a result of enzymatic hydrolysis) and PVP
(a synthetic and biocompatible polymer commonly
used as a filler or binder in pharmacy) [10]. It is fre-
quently used in controlled-release drug delivery sys-
tems and to modify the surface of medical products or
implants as well as in the cosmetic and food industries.

A double-blind, randomised, prospective, place-
bo-controlled clinical trial assessed the effectiveness
and safety of a collagen-PVP preparation in the treat-
ment of knee osteoarthritis. The study enrolled 53
patients, who received 12 intraarticular injections of
2 ml each over a period of 6 months. The investiga-
tional drug arm received collagen-PVP (each dose of
16.6 mg of collagen) and a control arm was
administered a PVP solution in a citrate buffer. The
duration of the study was 49 weeks. The evaluation
used a VAS scale for assessment of pain intensity, the
WOMAC index and the Lequesne Index. The opi-
nion of patients and doctors on the treatment effecti-
veness and consumption of analgesics were also ana-
lysed. The preparation containing collagen-PVP
copolymer proved to be safe and well tolerated by
study participants. The viscosupplementation offered
significant relief from pain, as analysis of the results
(WOMAC, VAS and Lequesne Index) showed
significant improvement compared to the baseline
scores and those in the placebo arm. The levels of
CTXII (C-terminal cross-linked telopeptide of type
IT collagen a chains), determined immunoenzyma-
tically in the urine, increased only in the placebo
group, which suggested progressive degeneration of
cartilage in those patients. In the participants re-
ceiving collagen-PVP co-polymer, the levels of the
CTXII marker of cartilage degradation did not chan-
ge throughout the study, while the consumption of
analgesics was reduced significantly compared both
to the baseline and to the control arm [11].
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mer kolagen-PVP okazat si¢ bezpieczny i dobrze tole-
rowany przez uczestnikow badania. Wiskosuplemen-
tacja dostarczyla istotnej ulgi w dolegliwosciach bolo-
wych, analizujac wyniki (punktacja w skali WOMAC,
VAS, indeks Lequesne’a) odnotowano istotng staty-
stycznie poprawe w poroéwnaniu z punktacja wyjscio-
wa oraz placebo. Oznaczany immunoenzymatycznie
poziom CTXII (C-koncowe usieciowane tolopeptydy
fancuchow a kolagenu typu II) w moczu, wzrastat je-
dynie w grupie otrzymujacej placebo, co sugerowato
postep w zmianach degeneracyjnych chrzgstki u pa-
cjentéw nalezacych do tej grupy. U pacjentow otrzy-
mujacych kopolimer kolagen-PVP, poziom markera
degradacji chrzastki CTXII nie ulegat zmianie w cza-
sie trwania badania, natomiast stosowanie Srodkoéw
przeciwbolowych uleglo statystycznie istotnemu
zmniejszeniu w poréwnaniu zarOwno ze stanem wyj-
$ciowym, jak i z grupa kontrolna [11].

W celu poznania mechanizmu odpowiedzialnego
za obserwowane in vivo efekty dziatania preparatu ko-
lagen-PVP w terapii zmian zwyrodnieniowych stawu
kolanowego, przeprowadzono badania polegajace na
sprawdzeniu wpltywu stosowanego bioleku na ho-
dowle tkankowe prowadzone in vitro. W tym celu od
5 pacjentdow z objawowg chorobg zwyrodnieniowa
stawu kolanowego, ktorzy przeszli zabieg catkowitej
endoprotezoplastyki, pobrano tkanke chrzestng oraz
bton¢ maziowa. Uzyskany materiat postuzyt do zato-
zenia kokultur in vitro, ktore inkubowano przez 7 dni
w obecnosci 1% roztworu kopolimeru kolagen-PVP.
Po 1 oraz 7 dniach hodowli oceniano zawarto$¢ pro-
teoglikanow, immunoenzymatycznie mierzono ilo$¢
uwolnionych pro- i przeciwzapalnych cytokin oraz
tkankowego inhibitora metaloproteinaz 1 (TIMP-1).
Oznaczano rowniez ekspresje kolagenu typu II, oli-
gomerycznego biatka macierzy chrzastki (COMP),
IL10, TNF-a oraz jadrowego antygenu Ki67, ktory
ulega ekspresji w proliferujacych komorkach i pozo-
staje obecny we wszystkich fazach cyklu komoérko-
wego, poza faza GO. Kolagen-PVP zwigksza prolife-
racj¢ chondrocytow, produkcje bialek macierzy po-
zakomorkowej (COMP, kolagenu typ II i proteogli-
kanow), nasila syntez¢ cytokin przeciwzapalnych
(IL10), jednoczesnie hamujac ekspresj¢ czynnikéw
o dziataniu prozapalnym, przede wszystkim IL-1B
oraz TNF-o. Nie odnotowano natomiast zmian w ilo-
$ci uwalnianego do pozywki inhibitora TIMP-1 w ho-
dowlach traktowanych kolagenem-PVP, w poréwnaniu
z wariantem kontrolnym. Zatem zastosowane potgcze-
nie kolagenu z PVP hamuje stan zapalny charaktery-
styczny dla chorobowo zmienionego stawu i jedno-
czesnie sprzyja odktadaniu nowych sktadnikéw ma-
cierzy pozakomorkowej, przez co wpltywa korzyst-
nie na procesy naprawcze tkanki chrzestnej [12].
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The mechanism responsible for the therapeutic
effects of collagen-PVP preparation observed in vivo
in patients with knee degeneration was investigated
in studies aiming to verify the effect of the agent on
in vitro tissue cultures. Cartilage and synovial mem-
brane were collected from 5 patients with symptoma-
tic knee osteoarthritis who had undergone total knee
replacement. The samples were used to establish in
vitro co-cultures, which were then incubated for 7
days in the presence of 1% solution of collagen-PVP
copolymer. At 1 and 7 days of culture, the content of
proteoglycans was assessed and the amounts of pro-
and anti-inflammatory cytokines released as well as
tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP-1) were
determined immunoenzymatically. The study also
involved determining the expression of type II colla-
gen, cartilage oligomeric matrix protein (COMP),
IL10, TNF-a and nuclear antigen Ki67, which is ex-
pressed in proliferating cells and remains present at all
stages of the cell cycle, except for the GO stage. Colla-
gen-PVP increased proliferation of chondrocytes, pro-
duction of extracellular matrix proteins (COMP, type
II collagen and proteoglycans) and enhanced synthesis
of anti-inflammatory cytokines (IL10), simultaneously
inhibiting expression of pro-inflammatory factors, in
particular IL-1p and TNF-a. On the other hand, there
were no changes in the amount of TIMP-1 released
into the medium in cultures with collagen-PVP com-
pared to the control sample. Therefore, a combination
of collagen and PVP inhibits inflammation charac-
teristic for the osteoarthritic joint and simultaneously
promotes deposition of new components of extracel-
lular matrix, which stimulates cartilage repair [12].

Similar in vitro experiments were conducted to
verify the effect of collagen-PVP preparation on
tissue cultures derived from patients suffering from
rheumatoid arthritis. In this case, a 1% solution of
collagen-PVP also inhibited expression of proinflam-
matory cytokines and cell adhesion proteins (ICAM-
1 and VCAM-1), responsible for leukocyte migra-
tion. Furthermore, it modified the cellular metabo-
lism of collagen, increasing the amount of type III
collagen produced and inhibiting the formation of
tightly bound fibres of type I collagen, with the latter
effect reducing fibrosis and enabling restoration of
a tissue architecture similar to that of a healthy joint.
The collagen-PVP combination also decreased the
activity of proteolytic enzymes through such mecha-
nisms as increasing the expression of the tissue in-
hibitor of metalloproteinases (TIMP-1) [13].

Collagen, as a natural element of the structure of
extracellular matrix in connective tissue, is predomi-
nantly used in tissue engineering products, such as
those for tissue engineering of joints. As a perfect
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Podobne do$wiadczenia w warunkach in vitro
przeprowadzono sprawdzajac wpltyw preparatu kola-
gen-PVP na hodowle tkankowe pochodzace od pa-
cjentdw cierpigcych na reumatoidalne zapalenia sta-
wow. I w tym przypadku 1% roztwor kolagen-PVP
wykazuje dzialanie hamujace ekspresj¢ cytokin pro-
zapalnych, jak rowniez biatek adhezji komérkowe;j
(ICAM-1 1 VCAM-1), odpowiedzialnych za zjawisko
migracji leukocytow. Modyfikuje takze komorkowy
metabolizm kolagenu, zwigkszajac ilo§¢ syntezowane-
go kolagenu typu III, a hamujac powstawanie ciasno
zwigzanych widkien zbudowanych z kolagenu typu I,
przez co ogranicza proces widknienia i umozliwia od-
twarzanie architektury tkanki zblizonej do obserwo-
wanej w zdrowym stawie. Potgczenie kolagen-PVP
zmniejsza rowniez aktywno$¢ enzymdw proteolitycz-
nych, miedzy innymi poprzez zwigkszenie ekspres;ji
tkankowego inhibitora metaloproteina 1 (TIMP-1) [13].

Kolagen, jako naturalny element strukturalny po-
zakomorkowej macierzy tkanki tacznej, znajduje
przede wszystkim zastosowanie w opracowywanych
produktach inzynierii tkankowej, w tym inzynierii
tkankowej stawow. Jako idealny biomaterial powi-
nien charakteryzowac¢ si¢ miedzy innymi takimi ce-
chami, jak: pelna biodegradowalno$¢, brak toksycz-
nos$ci i immunogennosci, odpowiednie wtasciwosci
mechaniczne, promowanie adhezji komorek, ich pro-
liferacji, r6znicowania oraz utrzymywania wtasciwe-
go fenotypu, ponadto powinien umozliwiaé¢ migracje
komoérek, czyli charakteryzowaé si¢ odpowiednia
wielko$cig porow sieci, jakg tworzy [14]. Kolagen
spelnia wiekszo$¢ z tych wymagan, przy czym czegsé
parametrow uzalezniona jest od procesu wytwarza-
nia biomateriatu oraz sposobu i gestosci jego usiecio-
wania, jak rowniez pochodzenia biatka (gatunek zwie-
rzecia oraz rodzaj tkanki). Biomateriatom z udzialem
kolagenu mozna nadawa¢ réznorodne formy, m.in.
gabki, cienkie btony, membrany badz hydrozelowe
skafoldy [15].

Technika autologicznej implantacji chondrocy-
tow zostata zapoczatkowana w latach 80-tych. Po-
czatkowo polegata na pobraniu materiatu (fragmentu
z warstwy posredniej chrzastki stawowej z miejsca
nieobcigzanego), hodowli in vitro w celu namnoze-
nia komorek, a nastgpnie aplikacji autologicznych
chondrocytow w miejscu uszkodzonym, z uzyciem
ptatka okostnej pobranej zazwyczaj z kosci piszcze-
lowej (ACI-P). Nastegpnie ptat okostnej zastapiono
dwuwarstwowg btong kolagenowa (ACI-C), co zre-
dukowato czesto$¢ przerastania przeszczepu. Techni-
ka mikroztaman zostata rowniez potgczona z bioma-
terialami; uzycie btony kolagenowej pozwolilo na
zapewnienie dobrych warunkéw komorkom macie-
rzystym do chondrogenezy [16]. Najnowsze metody

biomaterial, it should possess in particular the
following characteristics: complete biodegradability,
absence of toxicity or immunogenicity, appropriate
mechanical properties, promotion of cell adhesion,
proliferation and differentiation as well as mainte-
nance of an appropriate phenotype and enabling
migration of cells, i.e., it should be characterised by
an appropriate size of pores in the network that it
forms [14]. Collagen meets most of the above requi-
rements, some of the parameters being dependent on
the process of biomaterial manufacturing and the
manner and density of its cross-linking as well as the
source of the protein (species of the animal and type
of tissue). Collagen-containing biomaterials may be
produced in various forms, including sponges, thin
membranes, membranes or hydrogel scaffolds [15].

The technique of autologous chondrocyte implan-
tation dates back to the 1980s. Initially, it consisted
in collecting the material (a fragment from the inter-
mediate zone of cartilage in a non- load-bearing site),
culturing it in vitro to increase the number of cells
and then implanting autologous chondrocytes to the
damaged site using a periosteal flap, usually harves-
ted from the tibia (ACI-P). Subsequently, the
periosteal flap was replaced by a bilayer collagen
membrane (ACI-C), which reduced the incidence of
transplant overgrowth. The microfracture technique
has also been combined with biomaterials: the use of
a collagen membrane ensured good conditions for
chondrosynthesis for the stem cells [16]. The latest
methods of treating full-thickness defects in articular
cartilage include implantation of autologous chon-
drocytes cultured in vitro in a biomaterial matrix or
scaffold (Matrix-induced autologous chondrocyte
implantation, MACI). This is third-generation ACI
[17]. The role of the scaffold is to provide a spatial
framework for chondrocytes previously harvested
from the patient. It ensures even distribution of chon-
drocytes in three dimensions [16].

Collagens that make up extracellular matrix fi-
bres in articular cartilage most importantly include
Type 11, but also Type IX, X, XI, XII and XIV col-
lagens [17,18].

Type II collagen was used as a scaffold for im-
plantation of chondrocytes in a study conducted in
rabbits. After being cultured in vitro for 1 week, iso-
lated chondrocytes were suspended in a Type II col-
lagen solution. Following the addition of a cross-
linking agent (polyethylene glycol), an injection was
made at the site of a full-thickness cartilage defect in
the knee, without using a periosteal flap graft. Gela-
tion took place within several minutes of application
at the site of the defect; the biomaterial attached to
the surrounding tissues and produced a smooth sur-
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leczenia ubytkow chrzgstki stawowej petnej grubosci
obejmuja implantacje autologicznych chondrocytéw
hodowanych in vitro w biomaterialowej macierzy —
skafoldzie (Matrix-induced autologous chondrocyte
implantation, MACI), czyli ACI trzeciej generacji
[17]. Rola skafoldu jest utworzenie przestrzennego
rusztowania dla chondrocytow pobranych wczesniej
od pacjenta. Zapewnia to ich rownomierng dystrybu-
cje w trojwymiarowym uktadzie [16].

Do kolagenéw budujacych widkna macierzy
pozakomoérkowej chrzgstki stawowej nalezy przede
wszystkim kolagen typu II, ale rowniez obecne sa
typy IX, X, XI, XII oraz XIV [17, 18].

Kolagen typu II zastosowano jako rusztowanie
pozwalajace na implantacje chondrocytéw w bada-
niach przeprowadzonych na krolikach. Izolowane
chondrocyty, po tygodniowej hodowli in vitro, zawie-
szano w roztworze kolagenu typu II, dodawano zwig-
zek sieciujacy (glikol polietylenowy) 1 wstrzykiwano
w miejsce ubytku chrzgstki petlnej grubosci w stawie
kolanowym, nie stosujgc jednoczesnego przeszczepu
ptatka okostnej. Biomateriat zelowal w ciggu kilku
minut po naniesieniu w miejsce ubytku, wigzac si¢
z otaczajaca tkanka i dajac gladka powierzchnig.
Analiza po 8 tygodniach od zabiegu wykazata obec-
no$¢ w miejscu przeszczepu gtoéwnie tkanki szklistej
oraz chondrocytow o prawidtowej morfologii. 24 ty-
godnie po implantacji, podlegajace regeneracji miej-
sce zawierato gtownie kolagen typu II [19].

Zaletg systemow wstrzykiwanych, czyli ptynow
badz zawiesin zelujacych w miejscu ubytku, jest
mozliwo$¢ doktadnego wypetienia nieregularnych
ubytkow tkanki, jak rOwniez zmniejszenie inwazyj-
no$ci samego zabiegu implantacji materiatu. Ponad-
to technika umozliwia réwnomierng dystrybucj¢ za-
wieszonych w biomateriale komorek oraz wygodna
aplikacj¢ czynnikéw wzrostu. Opierajac si¢ na powyz-
szych zatozeniach, sprawdzono w warunkach in vitro
czy formowany in situ hydrozel sktadajacy si¢ z kola-
genu typu II 1 hialuronianu, usieciowany pochodnag gli-
kolu polietylenowego i wzbogacony w TGFp1, za-
pewni chondrocytom odpowiednie warunki do wzro-
stu i zachowania fenotypu. Hodowla komoérek w sieci
hydrozelu o testowanym sktadzie, sprzyjata syntezie
glikozoaminoglikandéw oraz ekspresji genow kolage-
nu typu 11, a takze agrekanu, charakterystycznych dla
zréznicowanych chondrocytow [20].

Powyzsze rozwigzania skupiajg si¢ wigc na utwo-
rzeniu przestrzennego rusztowania, struktury biode-
gradowalnej, odpowiednio uwodnionej i o odpowied-
niej morfologii. W innych badaniach przeprowadzo-
nych na hodowlach in vitro testowano dziatanie do-
dawanych innych czynnikow wzrostu, np. insuliny,
IGF1, BMP-2 [21, 22].
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face. An analysis conducted at 8 weeks showed
mostly hyaline cartilage and morphologically normal
chondrocytes at the site of transplantation. At
24 weeks after the implantation, the site undergoing
regeneration contained mostly Type II collagen [19].

Injectable systems, that is liquids or suspensions
that form gels at the site of the defect, have the ad-
vantage of allowing for thorough filling of irregular
tissue defects and decreasing the invasiveness of the
implantation procedure. Moreover, the technique
contributes to an even distribution of cells suspended
in the biomaterial and easy administration of growth
factors. Based on these assumptions, an in vitro test
was conducted to see whether a hydrogel formed in
situ, consisting of Type II collagen and hyaluronate
cross-linked with a polyethylene glycol derivative
and enriched with TGF-B1, would provide chondro-
cytes with an environment appropriate for them to
grow and maintain their phenotype. Culturing cells
in the network of such hydrogel contributed to the
synthesis of glycosaminoglycans and expression of
the genes of Type II collagen and aggrecan, which
are typical of differentiated chondrocytes [20].

Consequently, these solutions focus on the forma-
tion of a spatial scaffold, a biodegradable structure
that is well hydrated and has an appropriate morpho-
logy. Other studies of in vitro cultures have tested the
effects of adding other growth factors, e.g. insulin,
IGF1, and BMP-2 [21, 22].

However, the use of Type II collagen in rege-
nerative medicine is associated with several limita-
tions. Firstly, this type of collagen is more expensive
and difficult to obtain when compared with Type I,
the most commonly used collagen type in biomedical
engineering, mainly due to the lack of appropriate
sources, that is materials used to isolate Type II col-
lagen [23]. Another important issue concerns immu-
nogenicity. Administration of allogeneic or xenoge-
neic Type II or XI collagen with Freund’s adjuvant
induces arthritis in certain animal species; this has
been utilised in the development of animal models of
rheumatoid arthritis. One may fear that a similar re-
action might occur in humans, particularly seeing
that patients with rheumatoid arthritis have antibo-
dies that react with Type II collagen. These antibo-
dies are also able to bind to Type II collagen of other
mammalian species [24, 25].

Lower availability of Type II collagen and the risk
of an immune reaction have probably been the reason
for the current situation, scaffolds made of Type I or
Type 1 and III collagen are used in clinical practice.
These are isolated from such sources as bovine,
porcine or calf skin, rat tails and bovine tendons [15].
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7 wykorzystaniem kolagenu typu II dla potrzeb
medycyny regeneracyjnej wiaze si¢ jednak kilka
ograniczen. Po pierwsze jest on drozszym i trudniej-
szym do uzyskania typem kolagenu w poréwnaniu
z najpowszechniej stosowanym w inzynierii biome-
dycznej typem I, gtéwnie z uwagi na brak odpowied-
nich Zrédel — materiatéw do izolacji kolagenu typu
IT [23]. Drugim istotnym zagadnieniem jest sprawa
immunogennos$ci. Podanie allogenicznego badz kse-
nogenicznego kolagenu typu II lub XI z adiuwantem
Freund’a, indukuje rozwoj artretyzmu u pewnych ga-
tunkéw zwierzat, co znalazlo zastosowanie w opra-
cowaniu zwierzecych modeli badawczych reumato-
idalnego zapalenia stawow. Budzi to obawy wysta-
pienia analogicznej reakcji u ludzi, szczegélnie, ze
u pacjentéw dotknietych reumatoidalnym zapaleniem
stawOw obecne sg przeciwciala reagujace z kolagenem
typu II. Przeciwciala te sa réwniez zdolne do wigzania
si¢ z kolagenem typu II innych gatunkéw ssakow
[24, 25].

Prawdopodobnie mniejsza dostepnos¢ kolagenu
typu Il i istnienie ryzyka wystapienia reakcji immu-
nologicznej zadecydowato, ze w praktyce klinicznej
stosowane s3 skafoldy wytwarzane z kolagenu ty-
pul oraz I11Il. Do zrddet, z jakich sa pozyskiwane,
naleza: skora wotowa, wieprzowa badz cieleca, ogon
szczurzy, $ciegno wotowe [15].

Dodatkowo, badania in vitro poréwnujace hodo-
wle chondrocytow na matrycach zbudowanych z ko-
lagenu typu I oraz II, dostarczyly kolejnego argu-
mentu przemawiajacego za stosowaniem biomateria-
16w wykonanych z kolagenu typu I. Mianowicie tem-
po degradacji skafoldu wykonanego z kolagenu typu
I bylo znacznie wolniejsze, dluzej stuzyt jako prze-
strzenne rusztowanie dla hodowli, charakteryzowat
si¢ bardziej rownomierng struktura sieci i wytworzo-
nych poréw [8]. Inna grupa badawcza wykazata, ze
skafold wykonany z kolagen typu I, jest w stanie za-
pewni¢ warunki pozwalajace chondrocytom na za-
chowanie pozadanej morfologii, aktywnosci synte-
tycznej oraz zywotnosci [26].

W praktyce klinicznej, w technice MACI, jedng ze
stosowanych matryc jest podtoze wytworzone z kola-
genu typu I i III pochodzenia wieprzowego [27]. Za-
klasyfikowany jako produkt leczniczy terapii zaawan-
sowanej (ang. Advanced Therapy Medicinal Product,
ATMP), wskazany jest do stosowania w celu odbudo-
wy objawowych ubytkow pelnej grubosci chrzastki
stawu kolanowego (stopnia III i IV w zmodyfikowa-
nej skali Outerbridge’a) o powierzchni 3-20 cm?’,
u dorostych pacjentow z dojrzatym uktadem szkiele-
towym. Chondrocyty, po pobraniu od pacjenta i na-
mnozeniu, s3 nastgpnie wysiewane na skafold, przy-
cinany podczas zabiegu przez chirurga do rozmiaru

In addition, in vitro studies comparing chondro-
cytes cultured on matrices of Type I and II collagen
have provided another argument for the use of
biomaterials made of Type I collagen, namely the
fact that scaffolds made of Type I collagen degraded
at a significantly slower rate, served as spatial scaf-
folds for the culture for a longer time and were cha-
racterised by a more regular structure of the network
and the resultant pores [8]. Another research team
showed that Type I collagen scaffolds are able to
produce an environment that allows chondrocytes to
maintain the desired morphology, synthetic activity
and viability [26].

One of the matrices used in the MACI technique
in clinical practice is a substrate of porcine Type 1
and III collagen [27]. Classified as an advanced
therapy medicinal product (ATMP), it is indicated for
reconstruction of symptomatic full-thickness knee
cartilage defects (modified Outerbridge Grade III
and I'V) with an area of 3-20 cm? in adults with a ma-
ture skeletal system. Chondrocytes are harvested
from the patient, proliferate and are then planted on
the scaffold, which is cut by the surgeon during the
procedure to fit the size and shape of the defect.
Next, the entire system is placed at the target site and
sealed with fibrin glue [16].

A randomised prospective clinical study was con-
ducted to compare the efficacy of autologous chon-
drocyte implantation with a collagen membrane and
matrix-induced chondrocyte implantation (ACI-C
vs. MACI); its results were published in 2005. The
study enrolled 91 patients with symptomatic knee
cartilage damage. A total of 44 patients underwent
ACI-C and 46 subjects received chondrocytes with
a collagen matrix (MACI). The advantage of MACI
is a more regular distribution of the implanted cells
and the lack of sutures (sealing with a tissue adhe-
sive). Moreover, the overall duration of a MACI pro-
cedure is shorter. Early results obtained at one year
after the procedures showed that both techniques
resulted in marked clinical improvements. The per-
centage of good and excellent outcomes according to
the modified Cincinnati score was higher in the case
of MACI, but the difference was not statistically
significant. Similar results were obtained in an ana-
lysis of the scores according to a 4-point ICRS scale.
The incidence of graft overgrowth in the ACI-C and
MACI techniques was 9% and 6%, respectively, while
the incidence of repeat surgery was 9% in both treat-
ment groups. Biopsies conducted in some patients at
one year after the procedure revealed the presence of
hyaline-like cartilage or hyaline-like cartilage with
elements of fibrocartilage [16].

17



Tomaszewski W. i wsp. Wykorzystanie kolagenu w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow

i ksztattu ubytku. Nastepnie cato$¢ jest umieszcza-
na w miejscu majagcym podlegac regeneracji i uszczel-
niana klejem fibrynowym [16].

W 2005 roku ukazaty si¢ wyniki randomizowane-
go prospektywnego badania klinicznego, w ktorym
porownano skuteczno$¢ techniki implantacji autolo-
gicznych chondrocytow z blong kolagenowa oraz
chondrocytow indukowanych w macierzy (ACI-C
vs. MACI). Badanie objeto grupe 91 pacjentéw z ob-
jawowymi uszkodzeniami chrzastki stawu kolano-
wego. Zabieg z zastosowaniem techniki ACI-C prze-
prowadzono u 44 pacjentéw, natomiast u 46 uczest-
nikow badania implantowano chondrocyty z matryca
kolagenowa MACI. Zaleta MACI jest zapewnienie
bardziej réwnomiernego rozmieszczenie implanto-
wanych komorek oraz brak szwow (uszczelnienie
klejem tkankowym). Ponadto zabieg technika MACI
wymaga krétszego czasu na petne przeprowadzenie.
Weczesne, uzyskane po roku od wykonania zabiegow,
wyniki pokazuja, ze obie techniki prowadza do uzy-
skania znacznej poprawy klinicznej. Odsetek dobrych
i bardzo dobrych wynikéw wg zmodyfikowanej skali
Cincinnati byt wyzszy dla techniki MACI, ale nie
byla to roéznica istotna statystycznie. Podobne wyni-
ki osiagnieto analizujac punktacje wg 4-stopniowe;j
skali ICRS. Czgsto$¢ przerostow przeszczepow wy-
nosita 9% 1 6%, odpowiednio dla techniki ACI-C
i MACI, natomiast czesto$¢ powtornej operacji 9%
dla obu grup. Przeprowadzona w rok po zabiegu
u czesci uczestnikow biopsja, wykazata wystepowa-
nie chrzastki szklistopodobnej lub szklistopodobne;j
z elementami tkanki chrzestnej wtoknistej [16].

Badanie kliniczne, ktore obejmowalo znacznie
dhuzszy, 15-letni, czas obserwacji po wykonaniu za-
biegdéw technika MACI w leczeniu uszkodzen chrzgst-
ki stawu kolanowego wykazato, ze metoda ta jest sa-
tysfakcjonujaca i zapewnia diugotrwate efekty w po-
staci poprawy funkcji kolana oraz redukcji bolu [28].

Wedhug metaanalizy, ktérej wyniki ukazaly sig¢
w 2016 roku, techniki stosowane w leczeniu uszko-
dzen chrzastki stawu kolanowego o nizszym stopniu
zaawansowania, np. mikroztamania, po 2 latach od za-
biegu daja zblizone rezultaty do osigganych przy za-
stosowaniu bardziej zaawansowanych technik (ACI-C,
MACI, przeszczepy chrzestno-kostne), w kategoriach
czgstosci przeprowadzanych powtdrnych operacji
oraz poprawy funkcji kolana. Jednakze dtuzszy, 5-10-
letni okres obserwacji, dostarcza wynikow przema-
wiajgcych na korzy$¢ stosowania zaawansowanych
technik shuzacych regeneracji, gdyz przynosza one
trwalsze efekty 1 pozwalaja na uzyskanie tkanki
chrzgstnej szklistej lepszej jakosci i o bardziej poza-
danych wtasciwosciach [29].
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A clinical study that involved a much longer foll-
ow-up period (15 years) after MACI procedures in
the treatment of knee cartilage damage showed that
this method is satisfactory and ensures long-term
effects in the form of improved knee function and
pain reduction [28].

A metaanalysis published in 2016 showed that
less advanced techniques used to treat knee cartilage
damage, for instance microfractures, produce at 2 years
results similar to those obtained with more advanced
techniques (ACI-C, MACI, osteochondral grafts) in
terms of re-operation rates and knee function impro-
vement. However, longer follow-up (5 to 10 years)
provides evidence that may favour the use of advan-
ced techniques aimed at ensuring regeneration as
they produce more lasting effects and allow for ob-
taining hyaline cartilage of better quality and better
properties [29].

The collagen medical device ChondroFiller has
been used in clinical practice since 2012 to fill arti-
cular cartilage defects. Its use is not associated with
concomitant cell implantation. The device is sup-
posed to promote colonisation of the material by the
patient’s native cells from areas adjacent to the de-
fect. ChondroFiller is produced from Type I rat colla-
gen. The product is available in the form of a hydrogel
or liquid that gelates in situ after being administered to
the site of damage. Patients undergo only one proce-
dure [30,31]. The usefulness and efficacy of this me-
thod has been confirmed, for instance, in a case report
published in 2016. The implantation of ChondroFiller
collagen during a hip arthroscopy at the site of a Gra-
de IV cartilage defect in a 20-year-old female athlete
allowed the patient to return to full professional
activity 8 months after the procedure [32].

The JOINT study, a randomised double-blind pro-
spective clinical trial whose results were published in
2016, enrolled a group of 60 male and female sub-
jects with symptomatic knee osteoarthritis and Kell-
gren and Lawrence Grade II-11I radiographic changes.
The patients were divided into two groups: Group A
(29 patients) received an investigational collagen
product MD-Knee in the form of intraarticular injec-
tions (two 2.0-ml vials). Group B (31 patients) was
a control group; these subjects received one 2.5-ml
vial containing a widely used medical device product
with sodium hyaluronate (SUPARTZ®). The visco-
supplementation procedure was administered five
times at 1-week intervals in all patients. The efficacy
and safety of the collagen product versus the sodium
hyaluronate medical device was assessed at 3 and 6
months after the beginning of the study with the Le-
quesne index as the primary endpoint, while a visual
analogue scale (VAS) for the evaluation of pain, use
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W praktyce klinicznej od 2012 roku stosowany jest
réwniez kolagenowy wyrob medyczny ChondroFiller,
stuzacy do uzupehien ubytkow chrzastki stawowe;,
ktérego uzycie nie wigze si¢ z jednoczesng implanta-
cja komorek. Jego zakladane dzialanie opiera si¢
na promowaniu zasiedlania materiatu przez komorki
pochodzace z sgsiedztwa ubytku. Chondrofiller wy-
twarzany jest z kolagenu typu I pochodzenia szczurze-
go. Wyrdb dostepny jest w formie hydrozelu lub pty-
nu, zelujacego in situ po naniesieniu w miejsce uszko-
dzenia. Pacjent poddawany jest tylko jednej operacji
[30,31]. Jako przyktad zasadno$ci i skutecznosci wy-
korzystania tej metody terapii moze postuzy¢ donie-
sienie z 2016 roku, opublikowane w formie case re-
port. Implantacja kolagenu ChondroFiller podczas ar-
troskopii stawu biodrowego w miejsce ubytku chrzast-
ki IV stopnia u 20-letniej kobiety profesjonalnie upra-
wiajacej sport, pozwolita na powr6t do petnej aktyw-
nosci zawodowej po 8 miesigcach od zabiegu [32].

Przeprowadzone metoda podwojnie §lepej proby
z randomizacja, prospektywne badanie kliniczne
JOINT, ktorego wyniki ukazaly si¢ w 2016 roku, obej-
mowato grupe 60 pacjentéw (kobiet i me¢zczyzn) z ob-
jawowa chorobg zwyrodnieniowg stawu kolanowego
1 stopniem zaawansowania zmian radiologicznych na
poziomie 2-3 wedlug klasyfikacji Kellgrena-Law-
rence’a. Pacjentow podzielono na dwie grupy: grupa
A (29 uczestnikow) otrzymywala, w formie iniekcji
dostawowych, badany preparat kolagenowy MD-
Knee w ilosci dwoch fiolek o objgtosci 2,0 ml. Gru-
pie kontrolnej (grupa B, 31 uczestnikéw) podawano
powszechnie stosowany wyrob medyczny zawierajg-
cy hialuronian sodowy (SUPARTZ®), w ilosci 1 fiol-
ki o objetosci 2,5 ml. U wszystkich pacjentow wisko-
suplementacja zostala przeprowadzona S5-krotnie
w odstepach tygodniowych. Skuteczno$¢ i bezpie-
czenstwo preparatu kolagenowego w poréwnaniu do
wyrobu medycznego zawierajacego hialuronian oce-
niano po 3 i 6 miesigcach od rozpoczgcia badania,
stosujac indeks Lequesne’a jako pierwotny punkt
koncowy oraz wizualng skale analogowsa (VAS) dla
oceny bolu, stosowanie $rodkéw przeciwbdlowych
i kwestionariusz oceny jakosci zycia SF-36, jako
wtorne punkty koncowe. Terapia wiskosuplementa-
cyjna preparatem kolagenowym pozwolita na popra-
we funkcjonalnosci leczonych stawdw i zmniejsze-
nie dolegliwosci boélowych. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie r6znic pomiedzy grupa otrzy-
mujacg iniekcje kolagenowe oraz iniekcje z hialuro-
nianem. W obu grupach, po 3 oraz 6 miesigcach od
rozpoczgcia badania, ulegly obnizeniu punktacje in-
deksu Lequesne’a i skali bolu VAS, w poréwnaniu
z warto$ciami wyjsciowymi. Stosowanie lekow prze-
ciwbolowych oraz ocena jakosci zycia nie roznily sie

of analgesics, and the SF-36 quality of life que-
stionnaire served as secondary endpoints. The col-
lagen viscosupplementation produced pain reduction
and improvement in the function of the joints treated.
No statistically significant differences were noted
between the collagen and hyaluronate arms. Both
groups showed lower Lequesne index scores and
VAS pain scores at 3 and 6 months as compared with
baseline. The consumption of analgesics and quality
of life scores did not differ between the groups at any
time point. Both viscosupplements were well-tolera-
ted and showed good safety profiles. Consequently, the
collagen product resulted in clinical effects similar to
those seen after the administration of the reference me-
dical device routinely used in clinical practice. The
suggested mechanism underlying the therapeutic effect
observed in the patients is based on a structural role of
collagen, which provides mechanical support in the
joint. The protein molecular weight of MD-Knee is 300
kDa, which is equivalent to a collagen molecule in the
form of a triple helix, which may form more organised
structures. When hydrolysed into smaller peptides and
free amino acids, collagen has nutritive properties after
intraarticular administration, stimulating regeneration of
the extracellular matrix of the damaged cartilage [33].

In 2016, Mitek et al. reported similar results in
a study of 74 patients with joint pain treated due to
knee osteoarthritis. The subjects were randomised
into 2 groups. The treatment regimen in Group 1 in-
volved intraarticular injections of 2 ml of hyaluronic
acid (3 injections at 1-week intervals), while Group
2 received injections of 2 ml of a collagen prepa-
ration (5 injections at 1-week intervals). The patients
were examined twice: at baseline and after the treat-
ment (4 weeks from the last administration of hy-
aluronic acid or collagen). The severity of pain in the
joint under treatment was assessed with an 11-point
NRS. The overall functional status was assessed with
WOMAC questionnaires. Treatment efficacy was
assessed on the basis of differences between pre- and
post-treatment scores in each scale. The study show-
ed that intraarticular collagen injections were as ef-
fective as hyaluronic acid injections with respect to
functional improvements measured with the WOMAC
index in patients with knee osteoarthritis. Moreover,
the collagen arm showed significantly higher pain
reduction. This was highlighted as an important fact
suggesting the need for further studies that will allow
for determining optimum use of intraarticular collagen
injections in the treatment of osteoarthritis [34].

We believe that the regimen of comprehensive
OA treatment including injectable collagen prepara-
tions has virtually been developed and accepted.
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pomigdzy uczestnikami badania nalezagcymi do obu
grup w zadnym z podlegajacych ocenie punktow cza-
sowych. Oba preparaty wiskosuplementacyjne byly
dobrze tolerowane i wykazywaty wysoki profil bez-
pieczenstwa. Stosowanie preparatu kolagenowego
przynosi wigc podobne efekty kliniczne, co referencyj-
ny wyréb medyczny, rutynowo stosowany w praktyce
klinicznej. Sugerowany mechanizm obserwowanego
efektu terapeutycznego opiera si¢ na strukturalnej roli
kolagenu, ktéry dostarcza mechanicznego wsparcia
w obrebie stawu. Masa molekularna biatka w prepara-
cie MD-Knee wynosi 300 kDa, co odpowiada cza-
steczce kolagenu w postaci potrojnej helisy, mogacej
tworzy¢ struktury o wyzszym stopniu organizacji. Na-
tomiast po hydrolizie do mniejszych peptydow oraz
wolnych aminokwaséw, podany dostawowo kolagen
wykazuje efekt odzywczy, stymulujac regeneracje ma-
cierzy pozakomodrkowej uszkodzonej chrzastki [33].

Podobne wyniki uzyskat Mitek i wsp. w badaniu
opublikowanym w 2016 roku, w ktérym poddano
ocenie 74 pacjentéw leczacych si¢ z powodu choro-
by zwyrodnieniowej stawu kolanowego, z objawami
bélowymi w obregbie stawu. Badani zostali losowo
podzieleni na 2 grupy. W grupie | zastosowano sche-
mat leczenia za pomocg iniekcji dostawowych 2 ml
kwasu hialuronowego (3 iniekcje w odstepach tygo-
dniowych). W grupie II zastosowano iniekcje 2 ml
preparatu kolagenowego (5 iniekcji w odstepach ty-
godniowych). Pacjenci byli badani dwukrotnie —
przed rozpoczeciem leczenia i po jego zakonczeniu
(4 tyg. od ostatniego podania kw. hialuronowego lub
kolagenowego). Do oceny nasilenia dolegliwo$ci bo-
lowych zwigzanych z leczonym stawem uzyto 11-
stopniowej skali NRS. Do oceny ogdlnego stanu
funkcjonalnego pacjentdéw uzyto kwestionariuszy
WOMAC. Za miarg skutecznosci leczenia uznano
roéznice miedzy wynikami w poszczegdlnych skalach
przed i po leczeniu. W przeprowadzonym badaniu,
iniekcje dostawowe z preparatu kolagenu okazaly si¢
metoda leczenia rownie skuteczng co iniekcje z kwa-
su hialuronowego pod wzgledem poprawy funkcji
mierzonej indeksem WOMAC u pacjentéw z choro-
bg zwyrodnieniowg stawu kolanowego. Ponadto od-
notowano istotnie lepszg poprawe w zakresie reduk-
¢cji dolegliwosci bolowych u chorych leczonych ko-
lagenem. Podkreslono, ze jest to wazna przestanka
dla dalszych badan, ktére pozwolg na znalezienie
optymalnego miejsca zastosowania dla iniekcji do-
stawowych preparatu kolagenu w schemacie lecze-
nia choroby zwyrodnieniowej stawow [34].

W przekonaniu autor6w niniejszej publikacji, sche-
mat kompleksowego leczenia ChZS uwzgledniajacy
wykorzystanie preparatow kolagenu w formie iniekcji,
zostat juz praktycznie wypracowany i zaakceptowany.
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The last 10 years have seen considerable advan-
ces in the knowledge about the biological role of col-
lagen in human metabolism and an increasing under-
standing of the aetiopathogenetic and physiopatho-
logical mechanisms leading to the development of
numerous disorders of the musculoskeletal system
(bones, tendons, ligaments, muscles, fascia or carti-
lage), certainly including osteoarthritis, which is dis-
cussed in this paper. The role of collagen in OA treat-
ment has been sufficiently demonstrated and the avai-
lability of new-generation oral, transdermal and in-
jectable collagen-containing products has improved
considerably in the last several years. While collagen
products applied with “non-invasive” methods (in the
form of tablets, ointment, creams etc.) have been known
for many years and are widely available on the phar-
maceutical market, injectable products developed with
a solid and reliable scientific rationale are still not
popular enough among orthopaedists or rheumatolo-
gists. However, it appears that the findings of the
latest multidimensional studies presented in this paper,
which confirm the therapeutic effectiveness of new-
generation injectable medical collagen preparations,
will help these medical products gain their well-
deserved position in the comprehensive treatment of
osteoarthritis both with respect to their analgesic
properties as well as their ability to enable functional
recovery and stimulate regeneration of tissues at the
molecular level.
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W okresie ostatnich 10 lat, wiedza na temat roli
biologicznej kolagenu w metabolizmie ustroju czto-
wieka rozwineta si¢ znaczgco. Jednocze$nie, coraz
petniejsze stato si¢ zrozumienie mechanizmow etio-
patogenetycznych 1 fizjopatologicznych prowadzg-
cych do rozwoju licznych chorob zwigzanych z ukta-
dem migéniowo-szkieletowym, obejmujacych kosci,
Sciegna, wi¢zadla, migsnie, powigzie czy tkanke
chrzgstng — w tym oczywiscie chorobe zwyrodnie-
niowg stawdw bedaca tematem niniejszego doniesie-
nia. Rola kolagenu w leczeniu ChZS jest juz dosta-
tecznie udowodniona, a w ostatnich latach zwigkszy-
fa si¢ znaczaco dostgpnosé do nowych generacji pre-
paratow leczniczych zawierajacych kolagen, stoso-
wanych doustnie, przezskornie, a takze drogg iniek-
cji. O ile preparaty kolagenowe aplikowane metoda-
mi ,nieinwazyjnymi” (w formie tabletek, masci, kre-
moéw itp.) sg znane juz od wielu lat i dostgpne po-
wszechnie na rynku farmaceutycznym, to preparaty
stosowane w formie iniekcji, opracowane w oparciu
o rzetelng 1 wiarygodng podbudowe¢ naukows, nie sg
jeszcze wystarczajaco upowszechnione wsrdd specja-
listow ortopedii lub reumatologii. Wydaje si¢ jednak,
ze zaprezentowane w niniejszej publikacji wyniki wie-
lokierunkowych 1 w pelni wiarygodnych, najnow-
szych, badan naukowych, ktore potwierdzaja skutecz-
no$¢ terapeutyczng nowych generacji iniekcyjnych
preparatow medycznych zawierajacych kolagen spra-
wia, ze w kompleksowym leczeniu choroby zwyrod-
nieniowej stawdw zajmg one nalezne im miejsce — za-
réwno w aspekcie dziatania przeciwbolowego, odzy-
skania sprawnosci funkcjonalnej, jak rowniez wptywu
na regeneracj¢ tkanek na poziomie molekularnym.
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