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Summary

Introduction. The study presents immunohistological examination of MMP-1 expression in viable
knee medial meniscal allografts in rabbits 6 months after surgery.

Material end methods. The experimental study comprised 13 mature male New Zealand white rab-
bits — 7 allografts were performed using modified technique of Sommerlath and Gilquist and
a control group of 6 animals subjected only to arthrotomy. Before implantation the menisci were
stored in tissue culture conditions described by Verdonk. Six months after surgery the animals were
sacrificed and the menisci were evaluated immunohistochemically for the expression of MMP-1
and then statistically analyzed.

Conclusions. Semiquantitative evaluation showed a strong expression of MMP-1 in allografts com-
pared to the control group (p< 0,001). Our results suggest a possibility of degenerative changes of
the meniscal allografts.
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Streszczenie

Wstep. Przedstawiono immunochistochemiczng oceng expresji metaloproteinazy -1 (MMP-1) w al-
logennych, zywych przeszczepach takotki przysrodkowej u kréolika. Okres obserwacji wynosil 6 mie-
sigey.

Material i metody. Materat badawczy stanowito 13 dojrzatych krolikow plci meskiej rasy nowo-
zelandzkiej, u 7 wykonano przeszczep allogenny, u 6 tylko artrotomig¢ (kontrola) przeszczep im-
plantowano zmodyfikowana technika opisana przez Sommerlath i Gilquista. Lakotki przed implan-
tacja byly przechowwane 2 tygodnie w warunkach hodowli tkankowej wedtug metody opisanej przez
Verdonka. Po 6 miesiacach zwierzgta usmiercono i oceniono immunohistochemicznie ekspresje
MMP-1, wyniki opracowano statystycznie.

Whioski. Ocena poétilosciowa wykazata silng ekspresj¢ MMp-1 w przeszczepach allogennych w po-
rownaniu do kontroli (p< 0,001). Nasze wyniki sugeruja mozliwos¢ zmian degeneracyjnych w al-
logennych przeszczepach takotek

Stowa kluczowe: takotka, przeszczep allogenny, metaloproteinaza -1 (MMP-1)
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INTRODUCTION

Menisci are an integral part of a knee joint that take part
in providing its homeostasis. They provide several inte-
gral elements to the knee function such as: load transmis-
sion, shock absorption, joint lubrication and friction
reduction, joint nutrition, protection from daily joint wear
and also knee stability (1).

Loss of meniscus due to meniscal injury results in
increased load being transferred by particular knee joint
elements and in significant increase of force concentra-
tion on articular surface. Then, hyaline cartilage deprived
of protection, is subjected to excessive forces with early
wear out and in consequence there comes to the devel-
opment of secondary arthritis (2).

Currently the torn or damaged meniscus can be re-
placed with a meniscal allograft: frozen, cryopreserved
or viable. The latter one was introduced into practice by
Verdonk et al., who grew cells of the meniscus in tissue
culture. Viable meniscal fibrochondrocytes can then pro-
duce extracellular matrix (ECM) elements (2,3).

Experimental studies enabled to get to know the trans-
plant biology, the mechanism of implant ingrowth, to
determine the function of allografts and to describe the
complications.

Owing to this knowledge the indications for menis-
cal allografts transplantation were specified (2,3).

Long-term outcomes regarding meniscal allograft
transplantation, changes occurring in the allograft, its
ageing and the development of possible degenerative
changes are still not fully recognized (4).

Extracellular matrix (ECM) with sparse fibrochondro-
cytes are the basic element of meniscal structure. Its
major component are structural proteins, mainly type I
collagen, proteoglycans and specialized proteins. Metal-
loproteinases (MMPs) play an essential role in ECM
remodeling and changes, particularly collagenase -1
(MMP-1), the substrate of which is type I collagen and
stromelysine 1 (MMP III), the preferred substrates of
which are matrix proteoglycans and glycoproteins and
basement membrane collagen. In physiological conditions
MMPs activity is low and it is inhibited by tissue inhib-
itors of metalloproteinases (TIMPs) (5).

In literature there are no reports concerning the ex-
pression and activity of MMPs in meniscal allografts.

The aim of the study was to demonstrate immunohis-
tochemical expression of MMP-1 in medial meniscal
viable allografts in rabbits. The transplant material was
stored for 2 weeks in tissue culture conditions prior to
the procedure. The 6-month follow-up enabled to dem-
onstrate the dynamics of ECM remodeling as well as
possible regressive changes.
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WSTEP
Lakotki stanowia integralna czg$¢ stawu kolanowego
biorac udzial w zapewnieniu homeostazy stawu kolano-
wego. Lakotki biora aktywny udzial w przenoszeniu
obciazen przez kolano, redukuja naciski na powierzch-
nie stawowe, co zapewnia ochrong chrzastce szklistej,
rozprowadzaja maz stawowa oraz stabilizuja kolano.(1)

Utrata Iakotki powstata w wyniku uszkodzenia skut-
kuje wzrostem przeciazen przenoszonych przez poszcze-
g6lne elementy stawu kolanowego, znaczacego wzrostu
naciskéw na powierzchnie stawowe. Pozbawiona ochron-
nego dziatania chrzastka szklista ulega przedwczesnemu
zuzyciu, w konsekwencji rozwijaja si¢ wezesne, wtorne
zmiany zwyrodnieniowo — znieksztatcajace (2).

Aktualnie dysponujemy mozliwo$cig zastapienia
uszkodzonej takotki na drodze allogennego, przeszczepu
mrozonego, mrozonego konserwowanego i zywego prze-
szczepu. Ten rodzaj przeszczepu wprowadzit do prakty-
ki Verodonk ze wsp. Dzigki przechowywaniu materiatu
transplantacyjnego w warunkach hodowli tkankowej
zachowano zywe fibrochondrocyty takotek posiadajace
zdolnosci do syntezy elementéw macierzy pozakomorko-
wej. Prace badawcze pozwolity poznaé biologi¢ prze-
szczepu, mechanizm wgajania si¢ implantu, okre§lono
funkcje przeszczepionej takotki oraz opisano niepowo-
dzenia. Dzigki tej wiedzy uscislono wskazania do allo-
gennego przeszczepu lakotki(2,3).

Nadal nie sa w w petni znane odlegle losy przeszcze-
pionej takotki, przemian zachodzacym w przeszczepie,
jego starzenia i powstawania ewentualnych zmian
zwyrodnieniowych (4).

Zasadniczym elementem budowy takotek jest macierz
pozakomorkowa, ktorej towarzysza niezbyt liczne fibro-
chodrocyty. Jej podstawowym sktadnikami sa biatka
strukturalne — gléwnie typ I kolagenu oraz proteoglika-
ny i niewielkie ilosci biatek wyspecjalizowanych. Zasad-
nicza rolg w przebudowie i przemianach macierzy poza-
komorkowej odgrywaja MMP, a wsrod nich kolgenaza 1
(MMP 1) dla ktorej substratem jes kolagen I i stromie-
lizyna I (MMP III) ktorej preferowanym substratem sa
proteoglikany i glikoproteiny macierzy oraz kolagen
btony podstawnej. W warunkach fizjologicznych aktyw-
nos¢ MMP jest niska i jest hamowana przez tkankowe
inhibitory melaoproteinaz(5)

W literaturze brak jest pozycji odnoszacych si¢ do
ekspresji i aktywno$ci metaloproteina w allogennych
przeszczepach takotek.

Celem okreslenie aktywnosci ekspresji MMP-1 tech-
nika immunohistochemiczna allogennych przeszczepach
takotki przysrodkowej stawu kolanowego krolika uprzed-
nio przechowywanych przez 2 tygodnie w warunkach
hodowli tkankowej w 6 miesigcznym okresie obserwacji
co pozwoli na okreslenie dynamiki przemian macierzy
pozakomorkowej i ewentualnych zmian wstecznych
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MATERIAL AND METHODS
The study included 13 New Zealand white male rabbits
of the same breed, aged 8 months, body weight 3500-
5200g. All procedures were carried out with consent of
the Local Ethical Committee for Experiments on Animals
(NO. L/BD/254).
Rabbits were divided into 2 groups:
— Group I — 7 animals with allograft transplantation
— Group II (control) — 6 animals which underwent ar-
throtomy.

All rabbits were healthy and fit. On the day of surgery
the animals were weighted and marked with consecutive
numbers on the right ear. Before the procedure fur was
removed from the planned site on the left back limb.
A venflon was inserted into a marginal ear vein and the
rabbits were pre-medicated with dermitor in the dose of
0,01 ml/kg b.w. and atropine — 0,05 mg/kg b.w. The total
anesthesia was then maintained with intramuscular ad-
ministration of Bioketan (ketamine) in the dose of 3 mg/
kg b.w. Antisedan was administered to wake the animals
in the dose of 0,01 ml/kg.

After routine preparation of the surgical site (left knee
joint) for aseptic procedure, about 25mm skin incision
was performed on medial side. Medial anterior and
posterior openings were made in the joint capsule. Lat-
eral patellar dislocation enabled good visualization of the
joint. Medial meniscus was excised according to modi-
fied Shibuya technique but without cutting the collateral
tibial ligament (6). Then, the joint was rinsed with an-
tibiotic and the wound was closed in layers with 3-0
monofilament Dafilon sutures. The animals were admin-
istered antibiotic for the next 48 h.

The excised meniscus was placed in tissue culture
bottle (Nunk) with Eagle medium (DMEM: Ham F12
(1:1) (Gibco) with the addition of 10% fetal calf serum
(Sigma) and 1% penicillin, streptomycin and fungizone
(Gibco).

The containers were stored in a thermostat for 15
days, at 37°C, in the atmosphere of 5% CO, and 95% of
air. Every 3 days the containers and medium were ex-
changed.

The menisci prepared in this way were implanted into
7 rabbits, taking care that the size of the donor was sim-
ilar to that of a recipient animal. The medial meniscus
was sutured acc. to the modified method described by
Sommerlath and Gillquist (7). The implanted meniscus
was secured with intercepted suture with non-absorbable
3-0 polypropylene thread (Surgipro). The stitches were
placed in the rim of anterior and posterior horn. After
opening the knee joint with 1 mm bur drill 2 tunnels were
made in tibial bone in the anatomical position of menis-
cal horns and both sutures were passed using a regular
surgical needle. When the meniscus looked balanced and
stable the sutures were tied. Additionally 2-3 single
sutures were made with 4-0 surgipro to attach the me-
niscus body in the area of collateral tibial ligament. The
joint was closed acc. to earlier described procedure.

MATERIAt I METODY

Do badan uzyto 13 krolikow biatych rasy New Zaeland,

pochodzacych z jednej hodowli ptci meskiej, w wieku

8 miesigcy o wadze 3500 — 5200 g po uzyskaniu zgody

na badania wydane przez Lokalna Komisj¢ Etyczna do

Spraw Dos$wiadczen na Zwierzgtach( Numer 1./BD/254)
Wyrézniono 2 grupy badawcze

— Grupa I obejmujaca 7 zwierzat z przeszczepem allo-
gennym

— Grupa II kontrolna 6 zwierzgta u ktoérych wykonano
artrotomie

Wszystkie zwierzgta byty zdrowe i petnosprawne. W dniu
zabiegu zwierzgta warzono oraz oznaczano kolejna cy-
fra, markerem umieszczonym na prawym uchu. Przed
zabiegiem strzyzono siers¢ na miejscu planowanego cig-
cia na tylnej lewej tapie i zakladano venflon do zyty
brzeznej ucha, przez ktory do premedykacji wstrzykiwa-
no dermitor w dawcze 0,01 ml/kg masy ciata i 0,05 mg/
kg wagi atropiny. W celu podtrzymania znieczulenia
podawano domig$niowo Bioketan (ketamina) 3 mg/kg
masy ciala. Do wybudzenia uzywano Antisedan w daw-
ce 0,01 ml/kg.

Po operacyjnym umyciu konczyny i jatowym obto-
zeniu do lewego stawu kolanowego dochodzono z cigcia
skérnego po stronie przysrodkowej dtugosci okoto 25
mm. Torebke otwierano w dwoch miejscach przysrodko-
wo-przednim i przy$rodkowo-tylnym. Boczne zwichnig-
cie rzepki dawato dobry wglad do stawu. Lakotke przy-
srodkowa wycinano wedlug zmodyfikowanej techniki
opisanej przez Shibuya’e ale bez przecinania wigzadla
pobocznego piszczelowego( 6 )

Nastepnie po przeptukaniu antybiotykiem stawu za-
mykano warstwowo rang¢ pooperacyjna przy uzyciu
monofilamentowej nici Dafilon 3-0. po zabiegu zwierzgta
otrzymywatly przez dwie doby profilaktycznie antybiotyk.

Pobrana takotke umieszczano w butelce do hodowli
tkankowej (firmy Nunk) zawierajaca Eagle medium
(DNEM:Ham F12 (1:1) (Gibco) z dodatkiem 10% cie-
lgcej surowicy ptodowej (Sigma) i 1% penicyliny i strep-
tomycyny oraz fungizone(Gibco)

Pojemniki przez 15 dni przechowywano w cieplarce
37 st C w atmosferze 5%Co2 i 95 %powietrza. Co 3 dni
wymieniano butelki i medium.

Tak przygotowane takotki 7 krolikom — przeszczep
allogenny, starajac si¢ by wielko$¢ zwierzat dawcy
i biorcy byla zblizona.

Lakotke przysrodkowa wszywano wg zmodyfikowa-
nej techniki opisanej przez Sommerlath i Gillquista (7)

Na przeszczepiang takotke zaktadano w formie lejcow
2 szwy w obrgbie rogu przedniego i tylnego z niewchta-
nialnej nici 3-0 z polipropylenu (Surgipro)po otwarciu
stawu kolanowego przy pomocy 1 mm wiertta denty-
stycznego wytwarzano 2 kanaly w kosci piszczelowej
w miejscu potozenia anatomicznego rogdw lakotki, przez
ktore prosta iglta bosa przeprowadzano obie nici. Po
sprawdzeniu potozenia i stabilno$ci takotki nici zwiazy-
wano ze soba. Dodatkowo zaktadano 2-3 pojedyncze
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During surgery particular attention was paid to avoid
injury of collateral tibial ligament, crucial ligaments and
articular cartilage. Antibiotic was administered for pro-
phylactic purposes (Zinacef 10 mg/kg) for 3 days follow-
ing the surgery. The rabbits were not immobilized but
allowed to move freely in standard cages.

After 6 months the animals were euthanized admin-
istering a lethal dose of orbital into a marginal ear vein.
When the muscles were removed, the joint was opened
and the placement, appearance and stability of the me-
niscus as well as the condition of articular cartilage were
assessed. Then, medial meniscus was excised with care-
fully and placed in a container filled with 10% buffered
formalin.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Immunohistochemical reactions were performed on 2 pm
paraffin sections. Then, the sections were deparaffinized
in xylene, dehydrated through alcohols and rinsed thor-
oughly in several changes of distilled water. To regain
tissue antigenicity and to open the way for antibodies, the
sections were heated in EDTA buffer of ph 9,0 (Dako
Cytomation, Target Retrieval Solution) in a microwave
at the following power levels: 360 W (2 x 5 min.), 180
W (2 x 5 min.), 90 W (2 x 5 min.). After cooking, the
sections were rinsed twice in 0,05 M TRIS buffer (TBS,
Dako Cytomation) of pH 7,6 for 5 min. and then incu-
bated for 30 min. in 0,3% solution of hydrogen peroxide
(H,0,) to block endogenous peroxidase activity. Next, the
sections were incubated over-night with primary antibody
directed against mouse antigen MMP-1 (Chemicon Int.,
clone 41-1E5, dilution 1:200). The primary antibodies
were diluted in a diluent with background reducing com-
ponent (Dako Cytomation; Antibody Diluent with Back-
ground Reducing Components). Incubation was per-
formed in humid chamber at 4°C. After incubation the
sections were rinsed twice in TBS buffer to visualize the
reaction antigen-antibody. Visualization system: En Vi-
sion + Systems — HRP (Dako Cytomation, Denmark) was
used. After incubation of the sections with horseradish
peroxidase-labeled secondary antibodies, an enzimatic
reaction was performed using a substrate for peroxidase-
3,3’-diaminobenzidine tetrachloride (DAB). After immu-
nohistochemical reaction cell nuclei were stained with
hematoxilin acc. to Meyer (2 min.) and then dehydrated
through a series of graded alcohol concentrations, cleared
in xylene and coverslipped using DPX glue.

Applying the above described immunohistochemical
procedure, the sections in which primary antibody was
replaced by TBS buffer were the negative control.

A semiquantitative method was used to evaluate
MMP-1 immunoexpression (8). Dependently on the size
of the specimens 3 to 7 visual areas magnified 400x were
analysed. The intensification of immunoexpression was
evaluated according to the following principles:
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szwy z surgipro 4-0 przytwierdzajace trzon takotki
w okolicy wigzadta pobocznego piszczelowego. Staw za-
mykano wg uprzednio opisanej procedury. W czasie za-
biegu zwracano szczeg6lng uwagg, aby nie uszkodzi¢
wigzadta pobocznego piszczelowego, wigzadet krzyzo-
wych i chrzastki stawowej.. profilaktycznie podawano an-
tybiotyk (Zinacef 10 mg/kg) przez 3 doby. Nie stosowa-
no unieruchomienia gipsowego operowanej konczyny
a zwierzgta mialy pelna swobodg poruszania si¢ w stan-
dardowych klatkach.

Po okresie 6 miesigcy zwierzgta usypiano podajac do
zyly brzeznej ucha $miertelna dawke Morbitalu. Po
oczyszczeniu tapy z migéni otwierano staw oceniajac
wyglad, umiejscowienie i stabilno$¢ takotki, i stan
chrzastki stawowej. Nastepnie ze szczego6lna ostroznoscia
pobierano lakotke przysrodkowa i umieszczano je
w pojemniku ze zbuforowang 10 % formalina

METODYKA BADAN IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH

Odczyny immunohistochemiczne przeprowadzono na
skrawkach parafinowych o grubosci 2 um. Po odparafi-
nowaniu w szeregu ksylenow i odwodnieniu w szeregu
alkoholi skrawki ptukano w kilku zmianach wody desty-
lowanej. W celu odzyskania antygenowosci tkanek oraz
otwarcia drogi dla przeciwcial skrawki gotowano
w buforze EDTA o pH 9,0 (Dako Cytomation, Target
Retrieval Solution) w kuchence mikrofalowej przy nastg-
pujacych poziomach mocy 360W (2x5 minut), 180W
(2x5minut), 90W (2x5 minutes). Po wystudzeniu, skrawki
ptukano dwukrotnie w 0,05M buforze TRIS (TBS, Dako
Cytomation) o pH 7,6 przez 5 minut i inkubowano przez
30 minut w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru (H202)
celem zablokowania aktywnoS$ci endogennej peroksyda-
zy. Nastgpnie poddano je calonocnej inkubacji z pierwot-
nym przeciwcialem skierowanymi przeciwko mysiemu
antygenowi MMP-1 (Chemicon Int, clone 41-1ES, roz-
cienczenie 1:200). Przeciwciala pierwotne rozpuszczono
w rozcienczalniku zawierajacym komponente blokujaca
tlo (Dako Cytomation; Antibody Diluent with Backgro-
und Reducing Components). Inkubacj¢ przeprowadzono
w komorze wilgotnej w temperaturze 40C. Po inkubacji,
skrawki dwukrotnie ptukano w buforze TBS a nastgpnie,
aby uwidoczni¢ reakcje antygen-przeciwciato zastosowa-
no system wizualizacyjny: EnVision+Systems-HRP (Da-
koCytomation, Denmark). Po inkubacji skrawkoéw z uzy-
ciem wtornych przeciwcial znakowanych peroksydaza
chrzanowa przeprowadzano reakcj¢ enzymatyczng stosu-
jac substrat dla peroksydazy - tetrachlorek 3,3 diamino-
benzydyny (DAB). Po zakonczeniu reakcji immunohisto-
chemicznej jadra komorkowe podbarwiano hematoksy-
ling wg. Meyera (2min) a nastgpnie odwadniano w sze-
regu alkoholi o rosnacych st¢zeniach, przeprowadzano
przez szereg ksylenoéw i zaklejano DPX.

Stosujac powyzej opisana procedure¢ immunohistoche-
miczna, kontrole negatywna stanowily skrawki, w kto-
rych pierwotne przeciwciato zastapiono buforem TBS.

Oceng nasilenia immunoekspresji MMP-1 wykonano
metoda potilosciowa (8). W zaleznosci od wielkos$ci
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0 — no immunoexpression

1 — low immunoexpression

2 — moderate immunoexpression

3 — strong immunoexpression.

Next, arithmetical mean was calculated from all areas for
each case.

STATISTICAL ANALYSIS

The results were presented as arithmetical means =+ stan-
dard deviation (X # SD). Non-parametric U Mann-
Whitney test was used to estimate the differences between
the groups. The accepted level of significance was
p<0,05.

RESULTS

The obtained results indicate that MMP-1 immunoexpres-
sion was statistically significantly stronger in the group
of meniscal allograft transplantations (p<0,001) than in
the menisci of control animals.

Fig. 1. Allograft transplant of
medial meniscus - strong immu-
noexpression of MMP-1. Magni-
fication 400x.

Ryc. 1. Allogenny przeszczep
takotki przysrodkowej - silna
immunoekspresja MMP-1. Pow.
400x.

Tab. 1. The values of MMP-1 immunoexpression in the group of al-
lograft transplants and in control animals (arthrotomy)

wycinkoéw analizowano od 3do 7 po6l widzenia pod po-
wigkszeniem 400 x. Nasilenie immunoekspresji ocenia-
no wedhug nastepujacych zasad:

0 — brak immunoekspres;ji

1 — staba immunoekspresja

2 — érednia immunoekspresja

3 — silna immunoekspresja

Nastepnie obliczono $rednig arytmetyczna ze wszystkich
pol dla kazdego przypadku.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + od-
chylenie standardowe (X+SD). Do oceny roznic migdzy
grupami zastosowano nieparametryczny test U Manna-
Whitney’a. Przyjgto poziom istotnosci p<0.05.

WYNIKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze immunoekspresja MMP-
1 w grupie przeszczepow takotek allogennych jest istot-
nie statycznie wigksza (p < 0,001) niz w takotkach
zwierzat kontrolnych.

Tab. 1. Wartosci immunoekspresji MMP-1 w grupie przeszczepéw al-
logennych i u zwierzat poréwnawczych (artrotomia)

Allograft Control Przeszczepy Grupa
transplants n-7 group n-6 allogenne n-7 poréwnawcza n-6

1 1,83 0,16 1 1,83 0,16

2 2,85 0,40 2 2,85 0,40

3 2,20 0,00 3 2,20 0,00

4 2,80 0,16 4 2,80 0,16

5 2,75 0,00 5 2,75 0,00

6 2.00 0,20 6 2.00 0,20

7 1,30 — 7 1,30 —
X+SD 2.45+0.58 0.15+0.14 X+£SD 2.45+0.58 0.15+0.14
p value p < 0,001 Warto$¢ p p < 0,001
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DISCUSSION

The significance of metalloproteinases in extracellular
matrix remodeling induced the interest in their role in
different areas of orthopedics. Attempts were made to
explain their role in intervertebral disk degeneration (9).

Numerous publications have been devoted to various
aspects of degenerative changes in knee joint with em-
phasis on the role of MMPs in the process of matrix
degeneration. MMPs became specific markers of degen-
erative changes in joints. In physiological conditions the
level of MMPs expression is low and it is frequently
inhibited by tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMP). However, it increases significantly in the cases
of knee joint degenerative changes (4).

Connective tissue cells, including meniscal cells,
demonstrate great potential for active proteases synthe-
sis, particularly those from MMP family which affect
tissue remodeling. These enzymes are considered to be
the basic catalysts of ECM remodeling (5,9,10).

Enzymes from the group of metalloproteinases be-
long to the suprafamily of zinc proteases which, beside
catalytic domain containing zinc ion, have non-catalytic
domains. These enzymes are synthesized in non-active
form — as the result of activation processes, after discon-
nection of N-terminal amino group, they transform into
active forms (10).

Menisci and hyaline cartilage demonstrate numerous
common features and meniscal cells — fibrochondrocytes,
as regards phenotype, present features of cartilage chon-
drocytes and connective tissue fibrocytes. That is why,
there are several analogies between hyaline cartilage and
menisci. Similar analogies are found between knee
menisci, intervertebral discs and mandibular joint menisci
composed of fibrous connective tissue.

Collagenase 1 (MMP-1), collagenase 2 (MMP-8),
collagenase 3 (MMP-13) and stromelysin (MMP-3) play
the most important role, from among 23 metalloprotein-
ases, in cartilage metabolism. Wu et al. determined that
most probably MMP-1 and MMP-13 are the most impor-
tant effectors of type II collagen lysis in cartilage, which
is observed in deeper layers of joint cartilage in degen-
erative changes and which is not observed in natural
processes of cartilage ageing (11). Enomoto et al. ob-
served that the addition of VEGF (vascular endothelial
growth factor) into a cartilage with degenerative chang-
es intensifies MMP-1 and MMP-3 production (12).
Tsuzaki et al. suggested, on the basis of their studies, that
MMP-3 degrades small proteoglycans connected with
collagen which enables MMP-1 lysis of collagen fibrils
(13). Weiler et al., studying vertebral discs, noticed that
MMP-1, MMP-2 and MMP-3 activity is significantly
higher in older than younger subjects, which suggests that
MMPs take part in degradation and resorption of inter-
vertebral disc and probably also of meniscus owing to the
same histological structure (9).
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Znaczenie metaloproteinaz w przemianach macierzy
pozakomodrkowej sktonito do zainteresowania ich rola
w roznych dziedzinach ortopedii min podj¢to proby wy-
jasnienia ich roli w degeneracji krazka miedzykregowe-
go (9).

Znaczna liczba publikacji po§wigcona jest réoznym
aspektom zmian zwyrodnieniowych stawu kolanowego ze
szczegblnym podkreslenie roli MMP w procesie degene-
racji macierzy, MMP staja si¢ swoistymi markerami
zmian zwyrodnieniowych stawow. W warunkach fizjo-
logicznych ich poziom ekspresji I aktywnosci jest niski,
czgsto hamowany przez tkankowe inhibitory metalopro-
teinaz, a znaczaco wzrasta w przypadkach zmian zwy-
rodnieniowych stawu kolanowego.

Komorki tkanki tacznej w tym takotek posiadaja duzy
potencjat syntetyzujacy czynne proteazy, zwlaszcza
z rodzinny metaloproteinaz (MMP), wptywajacych na
przebudowg tkanki . Enzymy te sa uwazane za podsta-
wowe katalizatory przemian MPK tkanki tacznej (5, 9).

Enzymy z grupy mataloproteinaz naleza do nadrodzi-
ny proteaz cynkowych , ktore oproécz domeny katalitycz-
nej , zawierajacej jon cynkowy, posiadaja domeny
nickataliczne. Enzymy te sa syntezowane w postaci nie-
aktywnej — wskutek proceséw aktywacji po odlaczeniu
N-koncowej grupy aminowej przechodza w formy czyn-
ne (10).

Lakotki i chrzastka szklista stawowa wykazuja licz-
ne cechy wspolne, a komoérki takotek fibrochondrocyty
pod wzgledem fenotypowym posiadaja cechy zaréwno
chondrocytéw) chrzastki jak fibrocytéw tkanki tacznej.
Dlatego pomigdzy chrzastka szklista i takotkami istnieje
szereg analogii. Podobne podobienstwa stwierdza si¢
pomigdzy takotkami i krazkami migdzykregowymi i ta-
kotka stawu zuchwowego zbudowanymi z tkanki tacznej
wldknistej.

Sposrod 23 metaloproteinaz najwigksza role w meta-
bolizmie chrzastki odgrywaja kolagenoza 1 (MMP-1),
kolagenoza 2 (MMP-8), kolagenaza 3 (MMP-13) i stro-
mielizyna (MMP-3). Wu i wsp. okreslili, ze prawdopo-
dobnie MMP-1 i MMP-13 sa najwazniejszymi efektora-
mi lizy kolagenu typu II w chrzastce, co obserwuje sig
w glebszych warstwach chrzastki stawowej w zmianach
zwyrodnieniowych, czego nie obserwuje si¢ w natural-
nych procesach starzenia si¢ chrzastki (11), Enomoto
1 wsp. stwierdzili, ze dodanie VEGF(vascular endothe-
lial growth factor) do chrzastki ze zmianami zwyrodnie-
niowymi nasila wytwarzanie przez nia MMP-1 i MMP-
3 (12). Tsuzaki i wsp. na podstawie swoich badan zasu-
gerowali , ze MMP-3 prawdopodobnie degraduje Male
proteoglikany zwiazane z kolagenem, co umozliwia
MMP-1 lizg peczkow kolagenu.(13). Weiler i wsp. bada-
jac krazki miedzykregowe zauwazyli, ze aktywnos$¢
MMP-1, MMP-2, MMP-3 jest zdecydowanie wigksza
u osobnikow starszych niz mtodszych, co sugeruje ze
MMP uczestnicza w degradacji i resorpcji tkanki krazka
migdzykrggowego, a prawdopodobnie tez lakotki, z uwa-
gi na te sama budowe histologiczna (9).
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Helio le Graverand et al., in the studies on rabbit knee
joint, found increased expression of mRNA MMP-13 and
MMP-13 alone in synovial membrane, collateral ligament
and meniscus after induced anterior crucial ligament
injury as a model of knee joint degenerative changes (14).

Takahasi et al., investigating a similar experimental
model, observed that MMP-3 plays a significant role in
stimulating knee joint degenerative changes (15).

Hsieh et al. noticed that human knee joint arthritis
correlates with increased activity of MMP-2 and MMP-
9 in collected samples of synovium, cartilage and menis-
cus (16).

Duer et al., studying human joint cartilage, detected
increased gene expression for MMP-2 in the cases of
osteoarthritis. Furthermore, they noticed that the activity
of MMP-2 in degenerated and normal cartilages is sim-
ilar. This suggests a significant role of metalloproteinas-
es in the metabolism of not affected cartilage (17).

Similar role of MMP-12 was confirmed by Wang et
al. on chemical model of osteoarthritis. They observed
increased destruction of cartilage after stimulation of
MMP-12 (18).

Extracellular matrix metalloproteinases play a key role
in degenerative process of articular cartilage and menis-
ci. Metalloproteinse-9 is synthesized and secreted by
macrophages as unstable, inactive pro-MMP-9 which
activates under a cascading effect of MMP-13 and MMP-
14. pro-MMP-9 can also be activated by MMP-3 which
undergoes autocatalytic processing resulting in activation
of MMP-9 induced by serine proteases. These two alter-
native ways of MMP-9 activation are only observed in
tissues with degenerative changes, never in normal ones
(19).

Moreover, metalloproteinases take part in complex
interactions with cytokines and inflammatory process
mediators. Qiu et al. observed on experimental model of
degenerative changes, the effect of intra-articular admin-
istration of hyaluronic acid sodium salt on the level of
MMP-3 expression an activity in knee tissues. Hyalur-
onate decreased MMP-3 expression in cartilage but not
in synovial membrane (20).

Lazoya and Flores considered MMP-3 to be an im-
portant marker of knee degeneration (21). Blutean et al.,
basing on own studies, indicated the major role of MMP-
1, MMP-3 and MMP-13 in normal and degenerated
menisci. However, the same enzymes are activated in
different way in physiological and pathological conditions
(22).

Lohmander et al. pointed to the important role of
MMP-3 in knee trauma. Its level increases significantly
in patients with meniscal tear (23).

Assessing the effect of female hormones on mandib-
ular menisci, Naqui et al. discovered the increase of
MMP-1 and MMP-3 activity (24).

MMPs activity is controlled by four tissue inhibitors
of metalloproteinases (TIMPs). Both, MMPs and TIMPs
are in balance, disturbance of which results in the increase
of MMPs activity (10).

Helio le Graverand i wsp. w badaniach na stawach
kolanowych kroélika stwierdzili wzrost ekspresji m RNA
MMP-13 i samej MMP-13 w btonie maziowej, wigzadle
pobocznym 1 takotce po wyidukowanym uszkodzeniu
wigzadta krzyzowego przedniego, jako modelu zmian
zwyrodnieniowych stawu kolanowego (14).

Takahasi 1 wsp. badajac podobny model do§wiadczal-
ny stwierdzili, ze MMP-3 odgrywa znaczaca rolg w sty-
mulowaniu zmian zwyrodnieniowych stawu kolanowego
(15).

Hsieh i wsp. zauwazyli, ze zmiany zwyrodnieniowe
stawu kolanowego u cztowieka sa skorelowane z pod-
wyzszona aktywnoscia MMP-2 i MMP-9 w pobranych
probkach mazidwki, chrzastki i takotki (16).

Duer i wsp. badajac ludzka chrzastke stawowa stwier-
dzili podwyzszona ekspresj¢ genow dla MMP-2 w przy-
padkach zwyrodniatej chrzastki. Zauwazyli ponadto, ze
aktywnos¢ MMP-2 w chrzastce zwyrodniatej i zdrowe;j
jest podobna. Sugeruje to doniosta role metaloproteinaz
w metabolizmie chrzastki nie objgtej procesami degene-
racyjnymi (17).

Potwierdzono réwniez podobna rol¢ MMP-12. Wang
i wsp na chemicznym modelu gonartrozy zauwazyli
wigksza destrukcje chrzastki po stymulacji MMP-12 (18).

Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej odgry-
waja kluczowa rolg kluczowa rolg w procesach degene-
racyjnych chrzastki stawowej i takotek. Metaloproteina-
za 9 jest syntezowana i uwalniana przez makrofagi jako
niestabilna, nieaktywna forma pro-MMP-9, ktora pod
wpltywem dziatania kaskadowego MMP-13 i MMP-14
ulega aktywacji. Podobny proces jest mozliwy na drodze
uaktywnienia przez MMP-3, ktora sama ulega autokata-
licznym przeksztalceniom , poprzez proteazy serynowe
uaktywnia MMP-9. Te 2 alternatywne drogi aktywacji
MMP-9 obserwuje si¢ tylko w tkankach ze zmianami
zwyrodnieniowymi, nigdy z zdrowych tkankach (19).

Ponadto metaloproteinazy biora udziat z ztozonych
interakcjach cytokinami i mediatorami procesu zapalne-
go. Qiu wraz ze wsp. obserwowali na modelu do$wiad-
czalnym zmian zwyrodnieniowych wptyw dostawowego
podania soli sodowej kwasu hialuronego na poziom
ekspresji 1 aktywno$ci metaloproteina w tkankach kola-
na. Hialuronian zmniejszat ekspresj¢ MMP-3 w chrzast-
ce, nie zmieniajac aktywnosci tej metaloproteinazy
w probkach btony maziowej (20).

Lozova i Flores podaja MMP-3 jako wazniejszy
marker zmian zwyrodnieniowych kolana. Bluteau ze wsp
podaja na podstawie wlasnych badan widaca role MMP-
1, MMP-3 i MMP-13 zaréwno w przemianch zdrowej jak
i w zmian zwyrodnieniowych t¢akotek przy czym te same
enzymy $a w warynkach fizjologicznych i patologicznych
odmienne aktywowane 921).

Z kolei Lohmander i wsp. wskazuja na wiodaca rote
MMP-3 w urazach stawu kolanowego ktérej poziom
znacznie wzrasta u pacjentéw z uszkodzeniem tekotki (22).

Oceniajac wptyw hormonow zenskich na spoisto$c
takotki stawu zZuchwowego Naqvi ze wsp zauwazyt wrost
aktywnosci MMP-1 i MMP-3 (23).
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So far, there have not been reports on the level of
MMP expression in meniscal allografts. Earlier publica-
tions did not explain in full long-term outcomes of
meniscal allograft transplantation including meniscal
extracellular matrix remodeling, ageing and degeneration.

Verdonk et al., in a 10-year follow-up of 100 viable
meniscal allografts obtained 70% of successful results and
21 cases of failure (3).

Felix and Paulos reported, basing on arthroscopic
studies, 36% of failures connected with shrinkage and tear
of grafts (25). Rodeo et al., analysing meniscal and
synovial samples in the course of control arthroscopy
demonstrated the presence of immunological response
epitopes. MMP activity is frequently associated with
inflammatory process mediators (26).

Experimental studies of Szomor et al. on sheep, Rijk
et al. and Cummings et al. on rabbits, showed protective
effect of meniscus in relation to articular cartilage al-
though not full. It could result from structural divergences
and graft composition (27,28,29).

Jackson at al., transplanting viable and frozen menis-
ci in goats, detected elevated level of water and uronic
acid in transplants suggesting degenerative changes (30).

Own studies based on semiquantitative immunohis-
tochemical analysis demonstrated significantly increased
MMP-1 expression in viable allograft transplantations of
rabbit knee medial menisci with statistical difference
p<0,001 in relation to the control. Increased MMP-1
expression in our studies points to possible degenerative
changes in extracellular matrix of meniscal allograft trans-
plants, confirms the observation of Jackson et al. and is
a potential possibility of using MMP inhibitors for graft
protection.
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Aktywnos$¢ mataloproteinaz jest kontrolowana przez
4 tkankowe inhibitory metaloproteina (TIMP), a MMP
i TIMP znajduja si¢ w stanie rdwnowagi. Jej zaburzenie
ma wplyw na zwigkszenie aktywnosci metaloproteinaz
(10)

Dotychczas brak jest doniesien w piSmiennictwie nt
poziomu ekspresji i aktywnosci MMP w allogennych
przeszczepach takotek, a wczesniejsze publikacje nie
w pelni wyjasniaty odlegte losy transplantu, w tym prze-
mian macierzy pozakomorkowej takotek, ich starzenia i
ewentualnego zwyrodnienia, cho¢ niektore z nich suge-
rowatly takie mozliwosci.

Verdonk i wsp w 10 letnim okresie obserwacji 100
przeszczepianych zywych takotek uzyskali 70 procent
wynikéw dobrych przy 21 przypadkach niepowodzen (3).

Obserwacje Felix i Paulosa oparte na badaniach
artroskopowych pokazuja czgste (36 %) niepowodzen
zwiazane obkurczaniem si¢ graftow i nastepnie ich uszko-
dzeniem( 25 ). Z kolei Rodeo i wsp analizujac probki
lakotek i maziéwki w trakcie kontrolnej artroskopii
wykazali obecno$é epitopow komodrek odpowiedzi immu-
nologicznej, aktywno$¢ MMP czgsto jest powiazana
z mediatorami procesu zapalnego (26).

Badania do$wiadczalne Szomora i wsp na owcach,
Rijka i wsp oraz Cummingsa i wsp na krolikach wyka-
zaty efekt ochronny takotki w stosunku do chrzastki
stawowej, cho¢ nie pelny, mogacy wynikach z pewnych
odmienno$ci budowy i sktadu przeszczepu (27,28,29).

Jackson 1 wsp. przeszczepiajac swieze i mrozone
takotki u k6z wykryt zwigkszona zawarto$¢ wody i kwasu
uronowego w przeszczepach , sugerujace zmiany zwy-
rodnieniowe (30).

Wtlasne badania oparte na poélilo§ciowej analizie
immunohistochemicznej (8) wykazaly znacznie podwyz-
szone ekspresje MMP1 w allogennych zywych przeszcze-
pach \takotki przysrodkowej stawu kolanowego krolika
z r6znicg statystyczna p< 0,001 w stosunku do kontroli.
Zwigkszona ekspresja MMP-1 w naszych badaniach
wskazuje na mozliwo$¢ przemian degeneracyjnych ma-
cierzy pozakomorkowej allogennnych przeszczepow ta-
kotek i potwierdza obserwacji Jacksona i wsp. oraz sta-
nowi potencjalne mozliwos$ci zastosowania inhibitorow
MMP celem ochrony graftu.
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