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WPROWADZENIE

Liczne badania potwierdzity, ze kosci oraz tkanki miekkie, takie jak wiezadta i Sciegna majg ograniczong

zdolnos¢ do samo regeneracji, w szczegdlnosci u oséb dorostych.

Sciegna s3 cylindrycznymi, podtuznymi strukturami anatomicznymi, odpowiedzialnymi za przytaczenie mie-
$ni do szkieletu. Zbudowane sg z tkanki tgcznej widknistej (utworzonej gtéwnie poprzez rownolegte wtdkna

kolagenowe), ktéra odpowiada za dostosowanie sie Sciegna do jednokierunkowego napiecia.

Zmniejszone unaczynienie tych tkanek jest jedng z przyczyn tak dtugiego okresu leczenia $ciegien i wiezadet.
Zadaniem tenocytdw — najliczniejszej grupy komaérek budujgcych sciegna jest zachowanie struktury macie-
rzy poprzez reakcje syntezy i degradacji. Sciegna majg jednak stosunkowo niska gesto$é komérek i wykazuja
niewielkg aktywnosé mitotyczng, co ttumaczy ograniczone tempo zmian zachodzgcych w tkankach. Pojawia

sie réwniez pytanie, czy komarki te majg wptyw na wewnetrzng odbudowe sSciegna.

Urazy Sciegien sg najczestszym rodzajem urazéw ortopedycznych. Kazdego roku w Stanach Zjednoczonych
diagnozowanych jest okoto 100,000 przypadkdéw urazéw Sciegna Achillesa. Mogg one miec wiele réznych
przyczyn, takich jak: kontuzje sportowe, wypadki, infekcje bakteryjne, niewtasciwa postawa, choroby zwy-
rodnieniowe stawdw i wiele innych. Zbyt krétkie leczenie, dtugi okres rehabilitacji i wysoka czestotliwos¢

nawrotow choroby powodujg, ze urazy Sciegien sg trudne do wyleczenia.

Wyniki badan in vitro przeprowadzone na ludzkich tenocytach na Uniwersytecie Ludwik-Maximilians
w Monachium (Niemcy) wykazaty, ze preparat CIGNON, dziata poprzez zwiekszenie proliferacji tenocytéw
- komérek, odpowiadajacych za produkcje macierzy zewnatrzkomérkowej, a tym samym proteoglikanéw
i kolagenu typu |. W badaniu tym wykorzystano czynnik wzrostu jako kontrole pozytywnga a zachowanie
tenocytéw analizowano przez 10 dni. Badanie wykazato, ze CIGNON przyspiesza proces leczenia Sciegien

poprzez zwiekszenie tempa regeneracji tenocytéw.
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CEL BADAN

Ocena potencjalnego wptywu CIGNON na regeneracje i poprawe stanu Sciegien u badanych osdb.

OPIS DOSWIADCZENIA

e Dawki preparatu: 225, 1110, 1660 [ ug/ml]; kontrola pozytywna: IGF — 1,10 ng/ml
® Rodzaje kultur: ludzkie tenocyty in vitro

RODZAJE PRZEPROWADZONYCH BADAN:

1. ANALIZA PRZYCZEPNOSCI | PROLIFERACI

s Kontrola: kompletna pozywka hodowlana pozbawiona surowicy

8  Metoda: ludzkie eksplanty Sciegien (3 —5 mm) hodowano w kolbie z pozywka. Po uptywie 1 — 2
godzin, tenocyty zaczety migrowac z tkanki i przylega¢ do powierzchni tworzgc monowarstwe. Powstatg
w ten sposdb monowarstwe pasazowano kilka razy w celu uzyskania odpowiedniej gestosci tenocytow.
Na ptytkach zaszczepiono po 15,000 tenocytéw i inkubowano z CIGNON przez okres 10 dni.
W tescie przyczepnosci i proliferacji tenocyty liczono recznie.
POWTORZENIA: 3 stezenia CIGNON, 2 pacjentéw (jedno z badan przeprowadzono w Monachium,

drugie w Berlinie) w trzech powtdrzeniach.

ANALIZA PRZYCZEPNOSCI | PROLIFERACJI KOMOREK SCIEGNA PODDANYCH DZIAtANIU PREPARATU CIGNON




2. BADANIE PRZEPROWADZONE DZIEKI WYKORZYSTANIU
TRANSMISYIJNEGO MIKROSKOPU ELEKTRONOWEGO (TEM).

Na ptytkach Petriego zaszczepiono po 100,000 tenocytéw i inkubowano w pozywce hodowlanej do momen-
tu, az komérki pokryty catg powierzchnie ptytki. Komérkiinkubowano z preparatem CIGNON przez jedng
godzine a nastepnie przygotowano preparat mozliwy do obejrzenia pod mikroskopem elektronowym. Prébka
zostata wykorzystana do oceny stanu komorek (apaptozy, itp.) poddanych dziataniu zwigzkéw wchodzacych
w sktad preparatu CIGNON.

3. OCENA EKSPRESJI KOLAGENU TYPU | B1-INTEGRYNY

Doswiadczenie przeprowadzono na kulturach jednowarstwowych, umieszczonych na ptytkach w ilosci 5,000
tenocytéw na jednej. Detekcja mozliwa byta dzieki wykorzystaniu przeciwciat anty — kolagenowych typu |
(Chemicon, pAb) oraz przeciwciat anty — integrynowych 1 (Sigma, mAb). Nastepnie hodowle obserwowano pod

mikroskopem fluorescencyjnym (Leica). Oceny dokonano po godzinnej inkubacji hodowli ze zwigzkami CIGNON.

4. ANALIZA ILOSCIOWA KOLAGENU TYPU I, PRZEPROWADZONA DZIEKI
WYKORZYSTANIU TECHNIKI WESTERN BLOT ANALISIS.

Po oddzieleniu kolagenu typu | od pozywki hodowlanej, przeprowadzono hydrolize enzymatyczng biatka.
Frakcje kolagenu rozdzielono za pomocg elektroforezy w zelu. Powstate prazki wybarwiono i poddano

analizie ilosciowe]j poprzez wykonanie densytogramu.
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WYNIKI

1. PRZYCZEPNOSC | PROLIFERACJA

llos¢ komarek w hodowli kontrolnej inkubowanej wytgcznie w pozywce pozbawionej surowicy, utrzymywata

sie na statym poziomie, z nieznaczng redukcjg miedzy 59 a 73 godzing (Rys. 1a). Poniewaz komdérki sciegien

w warunkach in vitro rosng powoli, ich statfa liczba w hodowli kontrolnej byta mozliwa do przewidzenia.

W przypadku kontroli pozytywnych (IGF — 1)* odnotowano ostry wzrost liczby komérek, z maximum miedzy
godzinami 51 i 55. To namnazanie byto state az do 72 godziny, w ktérej nieznacznie spadto (Rys.1a). Zwazyw-
szy na to, ze IGF -1 ma stymulujacy wptyw na proliferacje, wzrost liczby komadrek byt mozliwy do przewidzenia.
Niewielki spadek liczby komérek w obu hodowlach byt prawdopodobnie spowodowany zmniejszonym

stezeniem sktadnikdéw odzywczych w podtozu — oczywistym ze wzgledu na stosunkowo dfugi czas inkubacji.

WNIOSKI

CIGNON ma silne dziatanie stymulujgce na komarki. Stezenie preparatu wielkosci 1660 ug/ml byto bardziej
skuteczna niz pozostate dwa stezenia (Rys. 1 b,c,d). Zwiekszenie proliferacji byto mniejsze tylko w hodowlach
kontrolnych inkubowanych wytgcznie w pozywce pozbawionej surowicy. Efekt ten zaobserwowano gtéwnie

pod koniec badania w dniach 8,9 10.
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Rys. 1) Wykresy zaleznosci ilosci komdrek $ciegna od czasu inkubacji a) kontrola pozytywna; b) poréwnanie préoby kontrolnej i doswiadczalnej, w ktorej

stezenie Cignon wynosi 1660 pg/ml; c) 1110 pg/ml; d) 225 pg/ml

ANALIZA PRZYCZEPNOSCI | PROLIFERACJI KOMOREK SCIEGNA PODDANYCH DZIAtANIU PREPA CIGNON




2. WYNIKIUZYSKANE NA PODSTAWIE OBSERWACII W TRANSMISYINYM
MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM

Technika ta zostata wykorzystana do analizy zywotnosci komarek, apoptozy i innych czynnikéw biologicznych
tenocytow, poddanych dziataniu zwigzkéw zawartych w preparacie CIGNON.
® Nie odnotowano objawdw zatrucia, apoptozy czy nekrozy komarek.
®  Zaobserwowano duze ilosci retikulum endoplazmatycznego - bedacego miejscem syntezy biatek
(np. kolagenu typu I).

®  Zaobserwowano rowniez produkcje macierzy pozakomdrkowej przez tenocyty.

CIGNON (1110 ug/mL)

. KONTROLA
MACIERZ POZAKOMORKOWA

TENOCYTY | | JADRO KOMORKOWE (CIEMNY PROFIL)

KONTROLA POZYTYWNA OBRAZ POJEDYNCZEJ WARSTWY TENOCYTOW

IGF-I ZAREJESTROWANY PRZEZ EMT

PRODUKCIA RNA

Rys. 2) Obraz wybranych struktur komorkowych zarejestrowanych przez EMT.
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TENOCYTY, NA KTORE ZADZIALANO
INTERLEUKINAMI - 13f W STEZENIU 10 pg/mL

~N
MITOCHONDRIA (BEDACE MIEJSCEM
PRODUKCJI ATP) PODDANE DZIAYANIU
CIGNON (1110 pg/mL) /24h
N\ v
Mitochondria znajduja sie w tej czesci komorki i odpowiadajg
za wytwarzanie energii w tenocytach.
Postac tej energii = ATP
J

PRODUKCJA RNA
(CIGNON 1110 pg/mL, 72h)

Ciemna plama wewnatrz jadra komorkowego wskazuje miejsce
produkcji RNA

-

OBRAZ MACIERZY POZAKOMORKOWEJ
PODDANEJ DZIAEANIU CIGNON (1110 pg/mL)
9 PRZEZ 24h

J

Jedna z podstawowych funkcji tenocytéw jest produkcja ma-
cierzy pozakomdrkowej, ktorej najwazniejszymi elementami
sg kolagen typu proteoglikany.

Macierz pozakomdrkowa nadaje tkance specjalne wtasciwosci
biomechaniczne.

J

RETIKULUM ENDOPLAZMATYCZNE
(KONTROLA 24h)

N J

Retikulum endoplazmatyczne odpowiada za synteze biatka
(np. kolagenu)

\_ J

Rys. 3) Obraz organelli komdrkowej i proceséw biologicznych zachodzgcych pod wptywem interleukiny-1pf i Cignon
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3. IMMUNOFLUORESCENCJA
3.1. KOLAGEN TYPU |

Mikroskopia immunofluorescencyjna jest technikg immunohistochemiczng, obejmujgcg sprzeganie barw-
nikdow fluorescencyjnych (takich jak izocyjanian fluoresceiny czy kwas 1 — dimetyloamino — naftaleno — 5
— sulfonowy) z przeciwciatami i antygenami, a nastepnie ekspozycje tych koniugatéw do odpowiednich prze-
ciwciat czy antygendw pochodzacych z tkanek, wymazdéw z mikroorganizmow czy pojedynczych warstw ko-
morek pochodzacych z konkretnych tkanek. Gdy reakcja jest pozytywna —fluorescencyjny kompleks poddany

dziataniu promieni ultrafioletowych mozna obserwowaé pod mikroskopem fluorescencyjnym.

a) Kolagen typu |

KONTROLA POZYTYWNA CIGNON (1110 ug/mL)
(IGF-1 10ng/mL)

KOLAGEN TYPU 1 WOKOt KOMORKI

b) B1 - integryny

KONTROLA POZYTYWNA CIGNON (1110 ug/mL)
(IGF-1 10ng/mL)
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Ujecie ilosciowe kolagenu typu |

e D

CIEMNIEJSZE PRAZKI - WIEKSZE STEZENIE KOLAGENU TYPU |

PZENY SR DZIEN | o DZIEN 1
1 1 Y 1
\ DZIEN 3 /
21 N
CIEMNIEJSZE PRAZKI - WIEKSZE STEZENIE KOLAGENU TYPU |
;P" — _

ClGN(?N CIGNON ClGNON
\_ DZIEN 6 DZIEN 7 DZIEN 1

Rys. 4) Zdjecia zeli poliakrylamidowych bedacych wynikiem elektroforezy potwierdzajgcej obecnos¢ kolagenu typu | w prébkach inkubowanych
z preparatem Cignon dni |, Il (1) oraz dzien VI, VII, X (2)
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WNIOSKI

CIGNON dziata wysoce stymulujgco na proliferacje tenocytéw, ma wiec wptyw na zachodzace w nich reakcje

anaboliczne.

Uzycie transmisyjnego mikroskopu elektronowego pozwolito stwierdzi¢, ze komadrki zachowujg zywotnosc
i zawierajg duze ilosci retikulum endoplazmatycznego — niezbednego do syntezy macierzy zewngtrzkomarko-
wej (w tym kolagenu typu I). Immunofluorescencje wykorzystano do potwierdzenia faktu méwigcego o tym,
ze tenocyty poddane dziataniu CIGNONU, wykazujg aktywng ekspresje kolagenu typu | i B1 — integryny.
Kolagen typu | nadaje Sciegnom wytrzymatos¢ na rozcigganie. Zdrowe Sciegna sg zbudowane gtéwnie z ko-
lagenu typu | oraz niewielkich ilosci kolagenu typu lIl. Jednak w przypadku chronicznego bélu Sciegien, czesc¢
kolagenu typu | jest utracona a struktura sciegna jest przywracana poprzez synteze kolagenu typu Ill (niekom-
pletna architektura Sciegna). Dlatego tez w procesie regeneracji - kolagen typu Il powinien by¢ zastgpiony
kolagenem typu I. B1 — integryny to receptory btonowe, ktére opowiadajg za adhezje komérek. Sg zatem

niezbedne do zachowania wtasciwej proliferacji tenocytéw i rdznicowania.

Wyniki pokazaty, ze CIGNON moze by¢ przydatny w procesie zapobiegania i / lub leczenia zapalenia $ciegna,
bélu sciegna itp. Stosowanie preparatu Cignon przyczynia sie do odbudowy Sciegien, co jest niezbednym

krokiem w procesie przywracania dojrzatej struktury funkcjonalnej Sciegien.
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Sadanie 2

BADANIE WPLYWU PREPARATU CIGNON

NA STAN ZDROWIA PACJENTOW Z URAZAMI
SCIEGNA ACHILLESA, SCIEGNA MIESNIA
NADGRZEBIENIOWEGO, ROZCIEGNA PODE-
SZWOWEGO [,ZESPOLU tOKCIA TENISISTY”

BADANIE PRZEPROWADZONE W: CLINICA SAGRADA FAMILIA, BARCELONA
CENTREDE FISIOTERAPIATONI BOVE, BARCELONA

{a Toni Bové

NADAL, F., BOVE, T., SANCHIS, D., AND MARTINEZ-PUIG, D.
PRESENTED AT 14TH WORLD CONGRESS ON OSTEOARTHRITIS (OARSI),
2009, MONTREAL
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CEL BADAN

Ocena skutecznosci dziatania preparatu CIGNON w leczeniu tendinopatii, takich jak: urazy S$ciegna

Achillesa, $ciegna miesnia nadgrzebieniowego, rozciegna podeszwowego i, zespotu tokcia tenisisty”.

METODA

Do badan wybrano grupe liczagcg 80 pacjentdw, sposréd ktérych 20 cierpiato na uraz $ciegna
Achillesa, 20 — na uraz Sciegna miesnia nadgrzebieniowego, kolejnych 20 — na uraz rozciegna po-

deszwowego, natomiast ostatnia 20 — osobowa grupa — na ,,zesp6t tokcia tenisisty”.

Dodatkowo, pacjentéw z tego samego 20 — osobowego zespotu podzielono na 2 réwne grupy:

kontrolng i doswiadczalna.

TENDINOPATIA

TENDINOPATIA

TENDINOPATIA

TENDINOPATIA

GRUPA SCIEGNA MIESNIA SCIEGNA ROZCIEGNA ,ZESPOE tOKCIA
NADGRZEBIENIOWEGO ACHILLESA PODESZWOWEGO TENISISTY"
KONTROLNA 10 10 10 10
DOSWIADCZALNA 10 10 10 10
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GRUPA KONTROLNA: rehabilitacja (n=40)
GRUPA DOSWIADCZALNA: rehabilitacja + 2 kapsutki CIGNON (n=40)

ZABIEGI

OKRES PODAWANIA | 90 dni

BOL - w wizualnej skali analogowej (VAS)
PARAMETRY | BADANIE JAKOSCI ZYCIA (SF-36v2)
POMIARU OCENA FUNKCJONOWANIA (ocena psychoterapeutyczna)
POWROT DO AKTYWNOSCI (ocena aktywnosci)

DANE DEMOGRAFICZNE

STEROWANIE CIGNON
WIEK (lata) 43,1 40,4
PLEC (K/M) 22M /18K 18M / 22K
BMI (kg/m2) 24,4 24,0
BOL — VAS (mm) 48,5 46,9
FIZYCZNOSC (SF 36) 60,6 65,0
PSYCHIKA (SF 36) 70,2 70,4
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WYNIKI: BOL (SKALA VAS)
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WYNIKI: OCENA PSYCHOTERAPEUTYCZNA
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WYNIKI: OCENA AKTYWNOSCI FIZYCZNEJ
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WYNIKI: OCENA PSYCHOTERAPEUTYCZNA
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WNIOSKI

Podawanie pacjentom CIGNON w urazach i stanach zapalnych Sciegien jest bezpieczne i skuteczne.
Stosowanie CIGNON (1x2 kapsutki przez okres 3 miesiecy) prowadzi do znacznego zmniejszenia bélu
i poprawy wtasciwosci biomechanicznych sciegien.

BADANIE WPLYWU PREPARATU CIGNON NA STAN ZDROWIA PACJENTOW Z ROZNYMI URAZAMI SCIEGIEN
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WPtYW PREPARATU CIGNON
NA STAN ZDROWIA SPORTOWOW
Z ROZNYMI URAZAMI SCIEGIEN
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CEL BADAN

Ocena wptywu preparatu CIGNON na stan zdrowia sportowcdw z réznymi urazami $ciegien.

Przeprowadzono badanie USG, obrazujgce tendinopatie u sportowcow i zmiany po 3 — miesiecznym
stosowaniu preparatu CIGNON. W badaniu wykorzystano wysokiej rozdzielczosci obrazy z aparatu
USG, w celu poréwnania urazow Sciegien, sprzed kuracji, z okresu kuracji i po niej, z uzyciem prepa-
ratu CIGNON.

DANE STATYSTYCZNE

W badaniu brato udziat 30 zawodnikéw w wieku do 35 lat: 19 mezczyzn i 11 kobiet o sredniej wieku

25 lat i aktywnosci sportowej minimum 8 godzin w tygodniu.

DIAGNOZA

Rozne urazy tkanek miekkich:

5 przypadkdw zapalenia Sciegna miesnia nadgrzebieniowego
2 przypadki zapalenia kaletki podbarkowo-podnaramiennej

3 przypadki zapalenia pochewki Sciegna miesnia dwugtowego
5 przypadkdéw zapalenia sciegna miesnia czworogtowego

13 przypadkéw blizszego lub dalszego zapalenia sciegna rzepki
2 przypadki zapalenia kaletki gesiej

2 przypadki zapalenia Sciegna Achillesa

1 przypadek zapalenia sSciegna miesnia prostego uda

Czas trwania badania: 3 miesigce

WPROWADZENIE

Urazy Sciegien sg m. in. konsekwencjg aktywnosci sportowej i wymagajg specjalistycznego leczenia.
Najczestszg przyczyna wizyt u lekarza jest bdl i niezdolnos¢ do aktywnosci fizycznej.

Pomiaru bélu dokonuje sie za pomocg wizualnej skali analogowej — VAS.

Badanie USG pozwala zidentyfikowaé urazy tkanek miekkich i monitorowac postepy leczenia. W nie-
ktérych urazach, dziatanie przeciwzapalne powoduje wzrost lokalnego ukrwienia, ktére moze zostac

zdiagnozowane dzieki zastosowaniu obrazowania Dopplera.

WPLYW PREPARATU CIGNON NA STAN ZDROWIA SPRTOWCOW Z ROZNYMI URAZAMI SCIEGIEN




METODA

Uczestnikdéw poddano szczegétowym badaniom, dotyczgcych ich stanu zdrowia.

Przeprowadzono wywiad lekarski oraz oceniono ich poziom bdlu za pomocg wizualnej skali analogowej

— VAS. Wszyscy przeszli badania USG na poczgtku, w potowie leczenia oraz po 3 miesigcu kuracji.
WSszystkim pacjentom podawano niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) - przez 15 dni oraz 2 kapsutki

preparatu CIGNON dziennie — przez 3 miesigce. Zalecono im rowniez, aby zadbali o ergonomie organizmu

(dostosowanie wysitku do mozliwosci psychofizycznych organizmu).

WYNIKI

Z

50 A

30

20 o

Wartos¢ poczatkowa - 54,5 (VAS) Wartos¢ konncowa - 9,66 (VAS)

W odniesieniu do pomiaru bdlu za pomocg wizualnej skali analogowej — VAS oraz w oparciu o Srednig wyj-

$ciowq (54,5), srednia VAS po 3 miesigcach wynosita 9,66, co odpowiada sredniej redukcji bélu o 44,8%.

Pierwsze badanie USG przed rozpoczeciem leczenia nie wykazato stanu zapalnego u 2 uczestnikéw,

lekkie zapalenie u 9, umiarkowane stany zapalne u 11 i intensywny stan zapalny u 8 uczestnikdw.

We wszystkich przypadkach, po 3 — miesiecznym leczeniu badanie USG nie wykazato zadnego stanu

zapalnego.

WPLYW PREPARATU CIGNON NA STAN ZDROWIA SPRTOWCOW Z ROZNYMI URAZAMI SCIEGIEN




PRZYKLAD

mezczyzna kolarstwo gorskie 10 h / tydzien Bol w okolicach miesnia czworogtowego

wiek: 30 lat + odczuwalny od 3 miesiecy
basen 3 h / tydzien

USG PRZED | PO 3 MIESIECZNEJ KURACI
CIGNON

VAS (ocena poziomu bélu): 50 (ocena poziomu bélu): 0
. sciegno miesnia czworogtowego $ciegno miesnia czworogtowego
ULTRADZWIEK eeno miest slowee FEnomise BloneE
wykazuje zaburzenia nie wykazuje zaburzen
DOPPLER intensywny - sygnat dopplerow- negatywny - nie ma stanu zapal-
ski wskazuje na stan zapalny nego w obszarze zagrozonym

WNIOSKI

W leczeniu ostrych urazéw tkanek miekkich wymaga sie lekdw przeciwbdlowych / przeciwzapalnych oraz od-
poczynku fizycznego a w niektdérych przypadkach rehabilitacji. Badanie to pokazuje, ze wspomaganie leczenia
preparatem CIGNON poprawia funkcjonalnosc¢ sciegna poprzez skrocenie okresu rekonwalescenc;i.
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