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Povzetek

Z raziskovalno nalogo sva Zelela spoznati kaj to mati¢ne celice so, kako jih pridobivamo in
kako ter kje te celice shranjujejo. Zanimalo naju je tudi ali je metoda z terapijo mati¢nih celic
boljsa od drugih metod in Ce je, kdaj in pri katerih boleznih ali poSkodbah v ortopediji pri
konjih lahko tak$no terapijo uporabimo. Zdravljenje z mati¢nimi celicami je inovativen
postopek v veterinarski medicini, ki v relativno kratkem ¢asu in ob sprejemljivih stroskih,
omogoca ucinkovito zdravljenje in lajSanje tezav pri Stevilnih zivalskih boleznih. Zanimalo
naju je tudi katere poskodbe so v ortopediji konj pri nas, v Sloveniji najpogostejSe in ali se za
terapijo z mati¢nimi celicami lastniki konj v Sloveniji odlocajo. Najprej sva preucila
teoreti¢ne vire in se nato posvetovala s strokovnjaki, ki so nama razlozili vse podrobnosti,
tako o pridobivanju kolonij celic, transportu vzorcev, gojenju celi¢nih kultur kot tudi samo
prakti¢no delo veterinarja v kliniki, kjer sva imela moZnost spremljati tako diagnostiko
poskodb kot tudi sam potek terapije z maticnimi celicami. Ugotovila sva, da je ta metoda

zdravljenja zelo aktualna in predvsem ucinkovita pri poskodbah konj.



1. UvOD

Zdravljenje z mati¢nimi celicami je inovativna metoda zdravljenja tako v medicini kot tudi v
veterini. Z mati¢nimi celicami v kratkem Casu s sprejemljivimi stroski dosezemo ucinkovito
zdravljenje in lajSanje tezav v Stevilnih primerih pri zivalih in ljudeh. Za raziskovalno nalogo
zdravljenje z mati¢nimi celicami pri konjih v veterinarski ortopediji sva se odlocila zato, ker

je to zelo aktualna in predvsem ucinkovita metoda zdravljenja.

1.1. Cilji raziskave

V raziskovalni nalogi bi rada spoznala, kaj so mati¢ne celice, na kakSen nacin jih je
mogoce pridobiti in kako se shranjujejo. Zanima naju tudi, ali je ta vrsta opravljanja
terapij boljsa od drugih vrst zdravljenja ortopedskih poskodb konjev, ter kdaj in pri katerih
travmah v ortopediji pri konjih lahko uporabimo terapijo z matiénimi celicami. Zeliva pa
se seznaniti tudi z drugimi metodami zdravljenja misi¢no-skeletnih bolezni pri konjih, ter
primerjavo teh terapij z zdravljenjem s pomocjo mati¢nih celic. Svoje teoreti¢no znanje pa
bova dopolnjevala ob spremljanju klini¢nih primerov na veterinarski kliniki za zdravljenje
konj. Najin namen je tudi, da podrobno spoznava enega od klini¢nih primerov zdravljenja

7z mati¢nimi celicami.

1.2. Hipoteze

e Maticne celice so se sposobne razviti v katerekoli telesne celice.

e Zdravljenje z mati¢nimi celicami je uspeSnejSe od drugih terapij za zdravljenje
poskodb pri Sportnih konji.

e 7 mati¢nimi celicami moramo zaceti zdraviti takoj po poskodbi.

e Stevilo mati¢nih celic, ki jih apliciramo na mesto poskodbe, vpliva na zdravljenje
poskodbe.



2. TEORETICNI DEL NALOGE

2.1. Maticne celice

Zdravljenje z mati¢nimi celicami je oblika regenerativne medicine, Ki je v svetu znana kot nov
in zelo obetaven postopek. Podrocje regenerativne medicine pa je v velikem razmahu.
Mati¢ne celice so nediferencirane bioloske celice, ki se lahko diferencirajo v specializirane
celice. Imajo izreden potencial za razvoj v katere koli telesne celice. Imajo sposobnost
mitoti¢ne delitve. Mati¢ne celice najdemo v mnogoceli¢nih organizmih, so ne specializirane
celice, ki imajo sposobnost neomejenega samoobnavljanja in diferenciacije v specializirane
celice. Mati¢ne celice so v ¢asu embrionalnega razvoja odgovorne za nastanek vseh tkiv in
organov. V postembrionalnem razvoju pa mati¢ne celice obnavljajo odmrle, obolele ali
poskodovane celice.

Maticne celice se delijo asimetri¢no, nekatere v maticne celice, druge v npr. hrustan¢no

tkivo.

Slika 1: Izgled mati¢nih celic pod elektronskim mikroskopom (vir: htt://www.animacel.com)

Maticne celice razdelimo na:
e embrionalne mati¢ne celice, ki so totipotentne, kar pomeni, da se lahko diferencirajo v
vsa telesna tkiva;
e |IPS celice, ki so pluripotentne, kar pomeni, da se lahko razvijejo v vecino telesnih
tkiv;
e odrasle mati¢ne celice, ki so multipotentne in se lahko razvijejo v nekatera telesna

tkiva.



Pri zdravljenju konj se najpogosteje uporabljajo mezenhimske zarodne celice kostnega mozga
(adult bone marrow-derived mesenchymal stem cells BM-MSC) in mezenhimske zarodne

celice mascobnega tkiva (adipose tissue-derived mesenchymal stem cells AT-MSC).

2.2. Najpogostejse poskodbe lokomotornega aparata pri konjih

NajpogostejSe poskodbe lokomotornega aparata delovnih in Sportnih konj so osteoartritis,

laminitis, tendinitis in zlomi kosti.

2.3. Maticne celice kot terapija pri poSkodbah lokomotornega aparata konj

Zdravljenje z mati¢nimi celicami v konjski ortopediji je indicirano pri tendonitisih,
laminitisih in osteoartritisih. Uporaba mati¢nih celic v veterinarski medicini pri konjih je v
svetu zelo razsirjena,vendar pa je o zdravljenju misi¢no-skeletnih obolenj konj na voljo zelo
malo literature. Kljub temu da je zdravljenja z matiénimi celicami vedno ve¢, je opisanih
klini¢nih primerov o dolgotrajnem zdravljenju muskularno-skeletnih bolezni malo. Veliko
klini¢nih $tudij je bilo nejasnih, saj niso vkljucevale ustreznih kontrolnih skupin. Vsekakor
uporaba mati¢nih celic v veterinarski medicini pri konjih narasca hitreje od znanstvenih in
kliniénih dokazov. Potrebno pa se je zavedati, da v zvezi z uporabo mati¢nih celic ni
zakonodaje, se ji pa tako v svetu kot v Sloveniji hitro priblizujemo, saj je uporaba mati¢nih

celic vse pogostejsa.

2.4. Pridobivanje vzorca tkiva za kulturizacijo mati¢nih celic

2.4.1. Kostni mozeg
Aspirat kostnega mozga je mogoce pri konju pridobiti iz prsnice (sternum) ali iz

medeni¢ne kosti(tuber coxae) z uporabo Jamshidi-igle. 1z aspirata kostnega mozga je
mogoce in vitro vV 2 do 3 tednih vzgojiti mezenhimske mati¢ne celice. Konja je
potrebno za odvzem vzorca ustrezno sedirati. Biti mora v stoje¢em polozaju. Mesto
odvzema obrijemo in razkuzimo. S tem preprec¢imo infekcijo vzorca. Za odvzem se
uporablja Jamshidi-igla. Predvsem pri odvzemu iz sternuma je potrebno biti pazljiv,

saj se odvzem opravlja v neposredni blizini srca.



2.4.2. Masc¢obno tkivo
Mascobno tkivo se pridobiva na bazi repa. Konja se pred odvzemom sedira in fiksira v

stojeCem polozaju. Mesto odvzema se nahaja na levi ali desni strani korena repa.
Mesto je potrebno najprej obriti, priporoena povrSina meri priblizno 15 cma2.
Povrsino je potrebno nato razkuziti, kot pravilno in ustrezno razkuzevanje se Steje
veckratno spiranje z dezinfekcijskim sredstvom in ¢is€enje s sterilno gazo, lahko se
uporabi tudi jodovo raztopino. Razkuzevanje mesta je temeljnega pomena, saj je
najpogostejsi vir okuzbe celicne kulture v laboratoriju. Pri operativnem posegu
potrebujemo kirurski prt, ki se namesti na polje odvzema. Pri operativnem delu
odvzema se uporabljata dve pinceti, skalpel za odpiranje rane in $karje za odvzem
mascobnega tkiva ter Sivalni material. Pomembno je, da se za odpiranje rane in za
sam odvzem ne uporablja istega skalpela ali Skarij in s tem zmanj$amo moznost, da
bi iz povrSine koze na maséobo prenesli viri celiéne okuzbe. Rana mora omogociti
¢im lepsi izrez mascobe, potrebno pa je pridobiti enega ali dva koscka mascobnega
tkiva. Ni priporocljivo odvzemanje ve¢ manjsih kosc¢kov, saj se posoda odpira samo
enkrat ali dvakrat, vsako ponovno odpiranje pa poveca moznosti kontaminacije.
Pomembno je, da posode za vzorce ne izpostavljamo kontaminaciji. S posodo je
potrebno ravnati v sterilnih rokavicah. Pokrovéek posode mora biti vedno obrnjen
navzdol proti tlom. Ko je vzorec zaprt v posodi, ga je potrebno dati v vrecko in v

transportno Skatlo.



Slika 2: RazkuZevanje kirur§kega polja pred odvzemom mas¢obnega tkiva (vir: lastna fotografija, 2013)

2.5. Kulturizacija mati¢nih celic

Odvzeto mas¢obno tkivo se pre€isti z encimom kolagenaza in nato nasadi na gojiSce
za nekaj tednov, s tem se omogoci ohranitev mezenhimskih zarodnih celic
mascobnega tkiva (AT-MSCs). Lahko pa iz odvzetega dela mascobnega tkiva
izoliramo celice mascobnega tkiva kot frakcijo vaskularne strome(AD-SVF). Uporaba
obeh nacinov je sicer Ze opisana v literaturi, vendar se AD-SVF celice uporabljajo
pogosteje, saj so zaradi niZjih stroskov zdravljenja lastnikom bolj dostopni, krajsi pa je
tudi cas, ki ga veterinar potrebuje za pridobitev, kulturizacijo in aplikacijo zarodnih
celic mas¢obnega tkiva (AT-MSCs). Vendar pa je potrebno poudariti, da je med
celicami izoliranimi s pomoc¢jo frakcije vaskularne strome, zaradi manjkajoce
kulturizacije samo od 20 do 40 odstotkov zarodnih celic. Klini¢ni dokazi podpirajo
uporabo na oba nacina pridobljenih maticni celic pri terapiji misi¢noskeletnih obolen;.
V podjetju Animacel biotehnologija d.o.0o. vzorec mascobnega tkiva po prejemu
razgradijo na celice in nasadijo na posebna gojis¢a. Mati¢ne celice se lepijo na
plasti¢no podlogo, kar jim omogoca, da jih lahko lo¢ijo od ostalih celic. Vendar pa se
na podlago lepijo tudi fibroblasti. Mati¢ne celice lo¢ijo od fibroblastov po tem, da se
fibroblasti ne diferencirajo v druga tkiva. Celice lo¢imo glede na prisotnost proteinov

dolocenih na celi¢ni membrani. Celi¢ne kulture inkubirajo pri 37 °C in 5 odstotkov
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ogljikovega dioksida. Gojis¢a je potrebno redno menjavati zaradi odpadnih produktov
(vsake 2 do 3 dni ), potrebno pa jim je dodajati tudi hrano. Mati¢ne celice pa lahko
tudi shranijo. Priporoc¢eno je predhodno odvzemanje tkiva pri kirurSkih posegih, npr.
kastracija in sterilizacija, kjer je mogoce odvzeti masfobno tkivo. V podjetju
Animacel nato poskrbijo, da so celice shranjene. Celice shranijo pri —70 do —80 °C z
dodanimi krioprotektanti. To so snovi, ki prepre¢ijo nastanek kristalov pri
zamrzovanju, ker pa se je teh potrebno pred aplikacijo znebiti, potrebujejo od 1 do 2
dni, da jih odstranijo. Ta nacin shranjevanja uporabljajo takrat, ko celice shranjujejo
krajsi Cas, ko pa mati¢ne celice shranjujejo za daljSe obdobje jih shranjujejo v tekoCem
dusiku. Ko pride do poskodbe so celice v 1 do 2 dneh pripravljene za aplikacijo. Kar
pomeni, da lahko za¢nemo prej sanirati Skodo po poskodbah in je Cas zdravljenja in

okrevanja krajsi.

2.6. Najpogostejse poskodbe, ki jih zdravimo z mati¢nimi celicami

2.6.1. Tendonitis

Vlaknasto tkivo, ki povezuje miSice in kosti, sSe imenuje tetiva. Tendinitis pa je akutno ali
kroni¢no vnetje, za katerega je znacilna bole¢ina pri narastiS¢u tetive na kost. Tendinitis je
posledica trganja (rupture) tetivnih vlaken v razli¢nih stopnjah. Najpogosteje se pojavlja pri
Sportnih in delovnih konjih. Tetive, ki se najpogosteje poskodujejo, pa so fleksorne tetive. Pri
Sportnih konji pride najpogosteje do rupture povrSinske upogibalke, pri delovnih konjih pa do
poskodbe globinske upogibalke. Tendinitis je pogosto posledica intenzivnih treningov in
prevelikega raztezanja tetive. Do ruptur tetiv prihaja, ko so sile raztezanja veéje do
elasti¢nosti same tetive. Tendinitis je obi¢ajno asepti¢ni proces, ko pa po poskodbi tetive pride
do vdora mikroorganizmov, se lahko tendinitis pokaze tudi kot gnojni karakter.

V prvi $tudiji uporabe BM-MSC pri terapiji tendonitisa povrsinske upogibalke (Pacini et.al,
2007), v kateri so primerjali 11 konj, ki so jih zdravili z BM-MSC in 15 kontrolnih konj, ki so
jih zdravili po tradicionalnih metodah. Pri obeh skupinah so uporabljali enak protokol
rehabilitacije. V tekmovalisce se je v 9 dol12 mesecih vrnilo 82 odstotkov konj, zdravljenih z

BM-MSC, prav tako pa so ti konji ostali brez ponovnih poskodb Se nadaljnji dve leti.
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2.6.2. Osteoartritis

Osteoartritis je progresivna, degenerativna bolezen, za katero je znacilna razgradnja sklepnega
hrustanca, subhondralne kosti in sinuvijalne spremembe. Gre za miSicno skeletno obolenje, ki
je raznoliko in ve¢krat vzro¢no povezano in prizadene predvsem sinuvijalne sklepe. Etiologijo
predstavljajo mehanski, genetsi, metabolni, travmatski in bioloski dejavniki, ki porusijo
normalno ravnovesje razgradnje in sinteze sklepnega hrustanca in subhondralne kosti, porusi
se razmerje sinteze in razgradnje ekstracelularnega matriksa, ki ga sintetizirajo hondrociti.
Osteoartritis je najpogostejSa oblika artritisa,  prizadet je predvsem hrustanec. Pri
osteoartritisu govorimo o razgrajevanju hrustanca iz razli¢nih vzrokov. Osteoartritis je

bolezen sklepov, ki jo spremljajo motena gibljivost, bole€ina in vnetje.

2.6.3. Laminitis

Laminitis je vnetje lamelnih struktur kopita, ki je posledica trenutne ishemije in koagulopatije,
ki privedeta do sprememb v funkciji tkiva in degenerativnih procesov stika med rozevino in
lamelami kopita. Vzroki laminitisa so razli¢ni in najpogosteje je vzrok zanj interakcija
razli¢nih dejavnikov na enkrat. Dejavniki so razdeljeni v skupine, in sicer: alimentarni in

endotoksemija, mehanski ter dejavniki povezani s cirkulacijo krvi in z organskimi oboleniji.

2.7. Ostale alternativne terapije zdravljenja pri poskodbah lokomotornega
aparata

2.7.1. ESWT-terapija

V primerjavi konj zdravljenih z ESWT-terapijo in konj zdravljenih z mati¢nimi celicami so
rezultati pri konjih terapiranih z mati¢nimi celicami precej boljsi. 95 odstotkov konj se po
zdravljenju vrne nazaj v trening, le 13 odstotkov teh pa se ponovno poskoduje. Le 20 do 25
odstotkov konj pa se v trening vrne po zdravljenju z drugimi vrstami terapij, na primer z
ESWT-terapijo.

Terapija ESWT (angl. Extracorporeal shock wave therapy, nem.Stosswellen ) ali zunajtelesna
terapija s Sokovnimi valovi. Ta wvrsta terapije se uporablja za zdravljenje dolocenih
ortopedskih bolezni. ESWT-terapija je bila prvi¢ uporabljena pred dvajsetimi leti v humani
medicini za razbijanje ledviénih kamnov. V devetdesetih letih pa se je tovrstna terapija

razSirila na podrocje humane ortopedije za zdravljenje kalcifikacije ramenskega sklepa in
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pete. To je omogocilo tudi nedaven vstop na podrocje ortopedije konjev. Z izvajanjem te
vrste terapije so pri konjih v Veterinarski bolnici Slovenska Bistrica odlocili leta 2008.

Poznani sta klasicna ESW-terapija in terapija, ki se izvaja z nefokusiranimi tlacnimi valovi. V
zadnjih letih sta bili obe vrsti terapije testirani pri konjih. Klasi¢na oblika terapije se izvaja s
prenasanjem zvoCnega valovanja preko namescenega aplikatorja na pacienta na to¢no
dolo¢eno ciljno mesto pod ultrazvoéno kontrolo. Zarii&e je lahko do globine 5 cm v tkivu in
Sirine 2,4 do 25 mm. Jakost energije je lahko do 1,49 mJ/mm, ki doseze podrocja, v katerih je
tlak 800 barov in traja le del sekunde. Kineti¢na energija pri drugi obliki terapije pa Se
prenasa preko pacientove koze direktno na ciljno mesto kot elasti¢en sunek kot pecat. Tlacni
valovi se razSirijo zarkasto v notranjost tkiva, kar pomeni, da ne potrebujemo opti¢ne
kontrolne naprave. Pri uporabi balisti¢no tla¢nih valov se proizvedena energija prenasa v
tkivo z aplikatorjem preko kontaktnega mesta. Valovi pri tej vrsti terapije mehansko
poskodujejo celiéno membrano, kar prepreci nociceptorjem produkcijo bolecinskih signalov.
Spremenjeno kemi¢no okolje v celici zviSuje nastanek »pain inhibiting« substanc. To
omogoca zdravljenje vecjega ciljnega podro¢ja naenkrat. Oba tipa ESW-terapije povecata
cirkulacijo krvi v tkivu. To poveca vsebnost kisika v krvi, hkrati pa zmanjs$a nivo ogljikovega
dioksida v tkivu, kar je pomemben dejavnik pri vseh vrstah poskodb tetiv. Tovrstna terapija
dokazano zviSuje metaboli¢ne aktivnosti na podro¢jih, ki so slabse prekrvavljena. Skozi ta
proces se oblikujejo nova vlakna, ki se poravnavajo. IzboljSana krvna cirkulacija in
poravnavanje vlaken pomagata prepreciti zlepljanje tetivnih vlaken. Kalcificirane tetive pa na
ta naCin postanejo bolj elasticne. Visoka energija omogoc¢i poskodovanemu tkivu razpad,
medtem ko nizka energija privede do regeneracije tkiva s stimulacijo delitve celic. Mesta, Ki
so pokazala izjemno dober odziv na ESWT-terapije so povezave tetiv s kostmi. V tem
podro¢ju, v katerem je omejena periostalna reakcija, kasneje pride do mo¢nejSe povezave na
stiku med kostjo in tetivo. Odli¢ne rezultate na splo$no dosezemo pri zdravljenju obolelih
tetiv v podro¢ju biclja, na katerem tetive izhajajo iz povezave s sezamoidnimi kostmi. ESWT-
terapija ima pozitiven vpliv na sanacijske procese motenj prizadete povrsinske in globinske
tetive upogibalke ali suspenzorne vezi globoke tetive upogibalke. Osteoporozne spremembe
na sezamoidnih kosteh, dolocene razsirjene motnje v podrocju zakopitnice se dobro odzivajo
na ESWT-terapijo. Odvisno od obolenja se zdravi enkrat do trikrat v dvotedenskih intervalih.
Pri vsakem zdravljenju se aplicira povpre¢no 2000 udarcev na ciljno podrocje z dolo¢eno
izbrano vrednostjo energije. Osnovni pogoj za uspesnost terapije zahteva natan¢no diagnozo

pred zacetkom terapije, prav tako pa tudi pri nadaljevanju zdravljenja.
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2.7.2. PRP terapija
Takoj$nji rezultati po kirurSki obravnavi miSi¢no-skeletni obolenj so sicer dobri, vendar so

dolgoro¢ni rezultati pogosto manj uspesni. V zadnjem casu se tako v medicinski kot tudi v
veterinarski praksi vedno bolj usmerja k izkori$¢anju naravne zmoznosti telesa za samostojno
celjenje telesa in izboljSanje procesov celjenja. Ena od uspe$nih metod, ki omogoca
izboljSanje pogojev za celjenje, je s trombociti obogatena plazma v angles¢ini imenovana
platelet rich plasma ali PRP. Ta metoda je ucinkovita tako v primerih, v katerih kirursko
zdravljenje ni mozno kot tudi vzporedno s kirurSkim zdravljenjem za stimulacijo in

izboljSanje celjenja.

S trombociti obogatena plazma je tekocCina z veliko koncentracijo trombocitov, ki vsebujejo
proteine rastnih faktorjev. Trombociti izhajajo iz citoplazme megakariocitov, z eksocitozo
aktivno sproscajo rastne faktorje in s tem sprozajo celjenja rane. Poleg trombocitov pa je v
plazmi obogateni s trombociti pomembna tudi sama plazma, v njej se nahajajo proteini,

albumini, imunoglobulini, faktorji komplementa in strjevanja krvi.

Pacient pri vsakem zdravljenju prejme PRP iz lastne krvi. Pri odvzemu krvi za to vrsto
terapije se konja sedira, pripraviti je potrebno centrifugo, 6 epruvet, razkuzilo, alkoholne
tampone ter brivnik. Mesto odvzema je potrebno najprej obriti in nato Se razkuziti. Konju se
kri odvzame iz vene jugularis po odvzemu pa se razporedi v 6 epruvet. Kri je potrebno
centrifugirati, s tem se pridobijo tri frakcije; prva frakcija je frakcija rdecih krvnick, druga je
krvna plazma in tretja, frakcija trombocitno bogate plazme, ki se kasneje aplicira na mesto
poskodbe. Koncentracija trombocitov, prisotnih v s trombociti obogateni plazmi, lahko varira

nujno pa je, da je vsaj osemkrat vecja od koncentracije trombocitov v krvnem obroku.
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3. MATERIALI IN METODE DELA

3.1. Metodologija

Pri svojem raziskovalnem delu sva uporabila metodo opazovanja, delo v laboratoriju, opravila

sekcijo in delo na terenu.

3.2. Metoda opazovanja

Zelela sva se seznaniti, kaj so mati¢ne celice in kako se uporabljajo v veterinarski medicini. Z
mentorico smo se 4. 12. 2013 udelezili predavanja Maticne celice v klinicni veterinarski
praksi, ki ga je organiziralo podjetje Animacel d.o.0., in je potekalo v prostorih Veterinarske
bolnice Slovenska Bistrica. 1z¢rpnemu in zanimivemu predavanju je sledil prakti¢ni prikaz
odvzema mascobnega tkiva pri konju z namenom vzgojitve in kasnejSega injiciranja mati¢nih
celic. Predavali so doc. dr. Miomir Knezevi¢, univ. dipl. biol., prof. dr. Bojan Zorko, dr. vet.
med., prof. dr. Gregor Majdi¢, dr. vet. med., dr. Katarina Ceh, dr. vet. med. ter Milan Hren,
dr. vet. med, ki so nama posredovali Stevilne koristne in poucne informacije ter znanja o
mati¢nih celicah in njihovi terapiji. Poucili pa so naju tudi o prakti¢nih vidikih rokovanja s
pripravljenimi mati¢nimi celicami za injiciranje in pripravi vzorca mascobnega tkiva za
transport do laboratorija. Predavanje nama je omogocilo odgovore na Stevilna najina
vprasanja, vendar pa sva kon¢no morala soociti tudi s tem, da bova morala nadgraditi znanje
iz anatomije, da bova lahko povsem razumela, katere so tipi¢ne poskodbe Sportnih konjev in
kaj doloCena travma razkriva ter mesta, na katerih je potrebno odvzeti vzorce za pripravo

mati¢nih celic in mesta aplikacije oziroma injiciranja pripravljenih mati¢nih celic.

3.3. Laboratorijsko delo in sekcija

3.3.1. Solski laboratorij

Za popolno razumevanje delovanja in klinicne uporabnosti mati¢nih celic za terapijo obolen]
skeletno miSi¢nega sistema je potrebno dobro poznavanje in razumevanje anatomije in
fiziologije gibal. Osnove anatomije in fiziologije gibalnega aparata sva si pridobila s
pregledom anatomskih atlasov in literature s podrocja anatomije konj. Tako pridobljeno
znanje o misicnoskeletnem sistemu sva dopolnila s pomocjo prakticnega spoznavanja
anatomskih struktur konjskih okon¢in. Pri tem so nama pomagali profesorji anatomije, ki so

naju vodili in naju seznanili z znanjem o vseh strukturah, ki sva jih Zelela spoznati. Z
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namenom poznavanja anatomske strukture konjskih okonéin sva secirala prednjo konjsko
nogo distalno od metakarpalnega sklepa. ZasCitna sredstva, ki sva jih uporabljala, so
pomembna, saj s tem zmanjSamo potencialno moznost prenosa okuzbe iz kadavra nase.
Uporabila sva zasc¢itno kapo, masko, rokavice in plasc. Pripravila sva si delovno povrsino in
dva kirurska seta. Na mizo sva postavila pladenj, ob njega pa razvrstila Skarje, drzalo in rezilo
za skalpel, razli¢ne pincete in razlicne peane. Ko je bilo vse pripravljeno, sva se lotila dela.

Najprej sva nogo polozila na pladenj in s pomocjo skalpela odstranila kozo s celotne povrSine.

Slika 3: Sprednja konjska okon¢inamed odstranjevanjem koZe(vir: lastna fotografija, 2014)

Po odstranitvi koze, sva si najprej ogledala vidne povrSinske strukture, najve¢ ¢asa pa sva

posvetila ogledovanju povrsinske in globinske upogibalke.

Slika 4: Povrsinske strukture po odstranitvi koZe (vir: lastna fotografija 2013)
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Nadaljnje delo je potekalo tako, da sva opravila preparacijo posameznih mis$ic, vezi in Kit,
zanimala naju pa je predvsem povrSinska upogibalka. Celotni proces sva tudi skrbno
fotografirala. Prav te Stevilne fotografije pa so nama pomagale pri nadaljnjem razumevanju
klini¢ne slike primera, ki sva ga opazovala. Ko sva si dodobra ogledala vse anatomske
strukture, sva se odlocila, da bova kosti skuhala in s tem povzrocila mehcanje in odstopanje

misSi¢nega tkiva in hrustanca, ki je Se ostal na njih.

Slika 5: Kuhanije kosti (vir: lastna fotografija 2014)

Nato sva s kosti mehansko odstranila manjSe dele, ki po kuhanju niso sami odstopili. Kosti
sva ponovno skuhala v vodi z dodanim natrijevim hidroksidom (NaOH), ko pa so se osusile,
sva jih premazala z vodikovim peroksidom (H202) in jim s tem pridobila belino ter

podaljsala odpornost in trajnost.

3.3.2. Veterinarska fakulteta, Univerze v Ljubljani

Zanimala pa naju je anatomska zgradba celotne prednje okoncine, zato smo z mentorico
obiskali Veterinarsko fakulteto v Ljubljani, Nacionalni veterinarski inStitut in InStitut za
patologijo, sodno in upravno veterinarstvo, kjer nas je sprejel mag. Tomislav Paller,
dr.vet.med. in naju najprej seznanil s pravili dela na oddelku, to je z zahtevami po ustrezni
higieni in varnosti zaposlenih in vseh, ki prihajajo na prakticne vaje. Najprej smo se
preoblekli v Cista delavna oblacila in se prestavili iz Cistega dela v necisti del: obuli smo si
Skornje, nato pa smo se odpravili proti secirnici, kjer smo si pred vstopom vanjo v dezbarieri

razkuzili Skornje in si nataknili rokavice, masko in kapo. V secirnici smo imeli ze pripravljeno

16



prednjo okonéino konja in secirne instrumente, ki smo jih potrebovali za delo. Sekcijo smo
opravili na sprednji levi konjski nogi. Tokrat smo imeli moznost, da smo si lahko ogledali
anatomsko zgradbo noge distalno od nadlahtnice. Tako kot v $oli smo najprej odstranili kozo,

to smo opravili s pomoc¢jo $karij in skalpela. Nato smo odstranili fascijo in si pod njo

podrobno ogledali miSice in vezi.

Slika 6: Prednja konjska noga po odstranitvi koZe (vir: lastna fotografija, 2014)

Najvec¢ Casa sva posvetila podrobnemu ogledu povrsinske upogibalke. Ker sva tokrat imela
moznost anatomskega post mortem pregleda noge Zze od humerusa navzdol, sva si lahko
ogledala tudi mesto, na katerem se povrSinska upogibalka pripenja na miSico. Vsekakor sva
pri tem usvojila veliko znanja, ki nama je pomagalo pri razumevanju zdravljenja z mati¢nimi

celicami.
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Slika 7: Prednja okon¢ina konja distalno od komol¢nega sklepa (vir: lastna fotografija, 2014)

Profesorji veterinarske fakultete so nama pokazali tudi izpreparirana modela prednje noge
konja, ki ga hranijo v formalinu, tako sva si lahko natancneje ogledala strukturiranost

karpalnega in bicljevaga sklepa.
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Slika 8: Sprepariran model prednje konjske noge (vir: lastna fotografija, 2014)

3.4. Terensko delo in laboratorijsko delo

3.4.1. Laboratorij podjetja Animacel d.o.o.

V sklopu terenskega dela sva obiskala tudi podjetje Animacel d.o.0., v katerem sva se tudi
podrobneje seznanila z laboratorijskim delom pridobivanja in shranjevanja vzorcev mati¢nih
celic. V podjetju sta naju sprejela dr. Katarina Ceh, dr. vet. med. in Luka Mohori¢, ki sta naju
obogatila s Stevilnimi novimi informacijami o mati¢nih celicah. Podrobneje sta naju seznanila
s postopkom pravilnega odvzema, transporta in hrambe mati¢nih celic. Zvedela sva, kakSen je
postopek kulturizacije mati¢nih celic v njihovem laboratoriju, to je od odvzema mascobnega
tkiva do aplikacije mati¢nih celic na mesto poskodbe, in se seznanila s postopki shranjevanja
mati¢nih celic. Razkazali so nama laboratorij, aparature in prostore, v katerih se shranjujejo
maticne celice. Ob prihodu v laboratorij sva si najprej nadela kirur§ko masko, rokavice in
kapo, nato pa so nama pokazali, kako videti gojiS¢e, na katerem kulturizirajo mati¢ne celice.
Gojis¢e morajo na dva do tri dni zamenjati, saj celice izlocajo odpadne produkte, prav tako
pa jim morajo z gojis¢em zagotavljati hrano. Celi¢ne kulture inkubirajo pri 37 °C. Kulture
mati¢nih celic sva pogledala tudi pod mikroskopom, kar nama je pomagalo, da sva si laze

predstavljala, kako mati¢ne celice videti. Postopek kulturiranja se zacne tako, da iz odvzetega
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mascobnega tkiva v laboratoriju osamijo mati¢ne celice, ki jih je potrebno namnoziti. Ta
postopek obicajno traja do sedem do dvanajst dni. Mati¢ne celice, ki jih pridobivajo iz
mascobnega tkiva, se lepijo na plasti¢no podlago. Z encimi jih od odcepijo od podlage in
nasadijo na primerno gojis¢e za celi¢ne kulture, na katerem se nato za¢nejo mati¢ne celice
asimetri¢no deliti, kar pomeni, da se ena razvije v mati¢no celico, druga pa v Zeljeno tkivo.
Pri pridobivanju mati¢nih celic iz maScobnega tkiva se na plasticno podlago lepijo tudi
fibroblasti, vendar se ti za razliko od mati¢nih celic ne diferencirajo v druga tkiva. Celice
lo¢imo glede na prisotnost doloCenih proteinov na celicni membrani, te proteine pa

raziskujemo in dolo¢amo s pomocjo protiteles, ki se vezejo na te iskane proteine.

3.4.2. Veterinarska bolnica Slovenska Bistrica (klinika za konje)

Med raziskovanjem se nama je ponudila priloZznost, da spremljava dva klini¢na primera
zdravljenja z mati¢nimi celicami, ki ju je vodil veterinar Milan Hren, dr. vet. med. v
Veterinarski bolnici Slovenska Bistrica. Prvi je bil primer osteoartritisa, drugi pa primer

tendinitisa.

Za lazje razumevanje poteka klini¢nih primerov bova opisala anatomsko zgradbo sprednje

noge pri konju in diagnostiko Sepanja konj.

» Anatomska zgradba sprednje noge konja

e Kosti prednje noge distalno od nadlahtnice (oss humeri) sestavljajo komol¢nica (oss
ulnae), kozeljnica (oss radii), zapestni sklep (a. carpus), 3. dlan¢nica ali pis¢alnica
(ossis metacarpalis III), 4. dlan¢nica ali zapi$Calnica (ossis metacarpalis V), 2.
dlanc¢nica ali zapiS€alnica( ossis metacarpalis II), stranska zgornja kitna kost (oss
sezamoideum proximale), sredinska zgornja kitna kost (oss sezamoideum proximale),
zgornja prstnica ali biceljnica ( plalanx proximalis), srednja prstnica ali venénica (
phalanx media), spodnja kitna kost ali zakopitnica (os sezamoideum distale), spodnja
prstnica ali kopitnica (phalanx distalis). Za razumevanje prvega klini¢nega primera

sva poglobila znanje o anatomski zgradbi bicljevega sklepa.
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Slika 9: Kosti prednje konjske okoncine (vir: P. Popesko, Anatomski atlas domacih Zivotinja I1I)

e Za drugi klini¢ni primer pa sva podrobno preucila kito povrSinske upogibalke prstov
(musculus flexor digitorum superficialis), pri konju izvira iz sredinskega nad¢vrsa
nadlahtnice. V kito preide nad zapestjem: kita poteka medialno od zapestnice po

upogibni strani zapestnega sklepa in nato po palmarni strani bicljevega sklepa, kjer se

razcepi v dve veji in pritrdi na vencnico.
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Slika 10: MiSice in kite prednje konjske noge (vir: P. Popesko, Anatomski atlas domacih Zivotinja III)

» Diagnosticne metode, ki jih uporabljamo pri diagnosticiranju Sepanja

Pri diagnostiki Sepanja se uporabljajo osnovne in specialisticne pregledovalne metode.
Vzrok za Sepanje je poleg klini¢nega pregleda mogoce diagnosticirati z rentgenskim in
ultrazvo¢nim slikanjem ter s prevodno anestezijo (provokativni test).
e RTG
Rentgensko slikanje temelji na nacelu uporabe rentgenskih Zarkov, Ki
prehajajo razli¢no intenzivno skozi tkiva. Tisti zarki, ki prodrejo skozi tkivo,
zadenejo film in ga pocrnijo. Pojem sevanje pomeni emisijo in gibanje energije
skozi prostor in materijo. Skozi prostor se lahko energija giblje v obliki

elektromagnetnega valovanja in sevanja delcev. V casu diagnosti¢nega
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postopka je obvezna zasCita osebja. Obvezno je imeti zaS€itni svinCeni
ovratnik, plas¢,rokavice,priporo¢a pa se tudi uporaba zasCitnih ocal. Lastnik
zivali lahko rentgensko slikanje svoje zivali odkloni, kar moramo upostevati.
Zival mora biti med posegom ustrezno fiksirana. Ce je Zival nemirna, jo
sediramo.
e ULTRAZVOK

Ultrazvo¢no slikanje pravilno imenujemo ehografija. Temelji pa na uporabi
zvoka z nam nesliSno visoko frekvenco, ki je zdravju neskodljiva. Z
ultrazvocno sondo posiljamo zvok (valovanje) na del telesa, ki ga
pregledujemo, posebni prejemnik pa zazna odmev v obliki slike, ki jo
imenujemo ehogram. Valovanje se v telo prenese s posebno sondo, ki jo
namazemo z gelom in polozimo neposredno na kozo. Konja je potrebno med

ehografijo ustrezno fiksirati in mesto pregleda obriti.

e PREVODNA ANESTEZIJA NA SPREDNJI NOGI KONJA

Prevodna anestezija je lokalna anestezija z vbrizganjem lokalnega anestetika okrog vecjih
aferentnih Zivcev. Ce vbrizgavamo anestetik paranevralno, potem za dolo¢en &as blokiramo
prevodnost dolocenega zivca. Pred aplikacijo mora biti vbodno mesto obrito in razkuzeno,
prav tako mora biti anestetik sterilen in ogret na telesno temperaturo. Aplikacija mora pred
vbrizgavanjem anestetika potekati pod strogimi asepti¢nimi pogoji. Paziti moramo, da
pomotoma ne apliciramo anestetika v zile, ki obicajno potekajo tik ob Zivcih. Temu se
izognemo tako, da pred tem, ko bomo aplicirali anestetik, z batom brizge rahlo aspiriramo
mesto aplikacije.
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Slika 11: Prevodna anestezija (vir: lastna fotografija, 2014)

» Blokada nervusa medianusa je indicirana za posege na palmarnih delih kopita,
brahialisa skupaj z ulnarnim Zzivcem. Poteka po medialni stani preko
komol¢nega in karpalnega sklepa. Iz nervusa medianusa izhajajo zivéne veje,
ki oziv€ujejo periost karpusa in upogibalke. Najprimernejsi mesti za blokado
sta na medialni strani tik pod komolénim sklepom in na sredini podlakti, kjer
ga najdemo za dlan nad kostanjem. Anestetik lahko apliciramo na obremenjeni

nogi ali z naslonjeno nogo na leseni kozi.

* Blokada nervusa ulnarisa, ki prav tako prihaja iz brahialnega zivénega pleteza.
Mesto za aplikacijo je na lateropalmarni strani podlakti, to je za dlan visoko

nad karpalnim sklepom.
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Blokada n. musculocutaneusa je indicirana, ¢e zelimo anestezirati medialno
stran bicljevega sklepa. Mesto za aplikacijo najdemo za dlan visoko nad

kostanjem na dorzomedialni strani podlakti.
Blokada n. palmarisa:

Visoko ali proksimalno prevodno anestezijo opravimo pred bole¢imi posegi v
palmarnem podrocju noge ali pa v diagnosticne namene. Med apliciranjem
anestetika je noga dvignjena, nemirnim zivalim pa namestimo nosno zadrgo.
Vbodno mesto za aplikacijo anestetika je za Stiri prste distalno od karpusa.
Lateralna veja tega zivca poteka ob lateralnem robu globinske upogibalke,
medialna pa ob medialnem robu iste globinske upogibalke. Anestetik
apliciramo subfascialno in ker v podkozju na tem podro¢ju potekajo Se kozne
veje ziveev, apliciramo anestetik Se subkutano.

S srednjo prevodno anestezijo blokiramo zivce v iste namene, s tem da je po tej
prevodni anesteziji omrtvi€eno le podrocje distalno od bicljevega sklepa.
Anestetik apliciramo, ko je noga dvignjena in zival ustrezno fiksirana. Mesto
za aplikacijo je neposredno nad bicljevim sklepom. Medialni in lateralni zivec
se na nogi dobro otipata. Za aplikacijo anestetika je potrebno napraviti kozno
gubo paralelno z Zivcem, v katere apliciramo.

Namen nizke prevodne anestezije n. digitalisa palmarisa je blokada teh Zivcev.
S tem pa onemogo¢imo bolecino v fleksornem podro¢ju — v diagnosti¢ne
namene — distalno od mesta aplikacije anestetika. Ta Zivec najdemo na
podro¢ju biceljnice ob lateralnem in medialnem robu upogibalk. Med
aplikacijo mora biti noga dvignjen: pred vbodom igle z eno oko napnemo kozo
distalno od predvidenega mesta vboda in nato apliciramo anestetik v podkozje.
Obicajno z nizko prevodno anestezijo blokiramo tako lateralno kot medialno

Zivéno Vejo.
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» Odvzem vzorca mascobnega tkiva za kulturizacijo maticnih celic

Mestolodvzema

Slika 12: Obrito in razkuZeno mesto odvzema mascobnega tkiva pri konju (vir: lastna fotografija, 2013)

Pred pri¢etkom priprave konja na odvzem vzorca se morajo veterinar, ki poseg
opravlja, in vsi prisotni ustrezno zascititi: s tem pa se zmanjSa moznost okuzbe vzorca
med odvzemom. ZaSc¢itna sredstva so: kirurSki plas¢, kapa, maska in kirurske
rokavice. Konja je potrebno pred odvzemom ustrezno pripraviti, in sicer se konja
pravilno sedira z ustreznimi pomirjevalnimi sredstvi, uporablja se intravenozna
aplikacija sedativa. Ko je konj sediran, mora biti fiksiran v stojeCem poloZaju. Mesto
odvzema je potrebno najprej pobriti in razkuziti. Pri odvzemu je najbolj pomembno,
da se drzimo nacel asepse, saj bi morali kontaminirani vzorec v laboratoriju zavreci in
ponoviti postopek odvzema. Na obrito in razkuzeno mesto polozimo kirurSko
kompreso, ki jo pritrdimo s hros¢i, da dobimo primerno veliko kirurSko polje za
odvzem vzorca. Veterinar pri odvzemu potrebuje drzalo za skalpel in rezilo, dvoje

Skarij, dve pinceti in resorbtivni $ivalni material. Vsi kirurSki pripomocki morajo biti
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sterilni. Veterinar najprej s skalpelom naredi rez na bazi repa, nato pa rano poveca S
Skarjami, pri njenem odpiranju pa si pomaga s pinceto. Ze uporabljeno pinceto in
Skarje nato zamenja z drugimi, sterilnimi Skarjami in pinceto ter s tem dodatno
zmanjSa moznost kontaminacije odvzetega vzorca. S sterilnimi Skarjami in pinceto
veterinar odreZe primerno velik ko$¢ek mascobe in ga shrani v sterilno posodico. Pri
odvzemu in shranjevanju odvzetega vzorca je nujno potrebna sterilnost tako osebja

kot tudi vseh pripomockov, ki jih uporabljamo pri posegu.

PRVI KLINICNI PRIMER: OSTEOARTRITIS

Kot prvi obravnavan klini¢ni primer sva imela dresurnega konja z imenom Belko, ki je
bil ob poskodbi star 18 let. Konja so kupili v tujini, imel pa je z opravljen veterinarski
pregled. Po trimese¢nih treningih je zacel Sepati s sprednjo desno nogo. Pri
klinicnem pregledu je bilo opaziti Sepanje 2/5 stopnje na sprednjo desno nogo.
Provokativni test je bil ¢ezmerno pozitiven. Klinicno je opaziti ve¢jo napolnjenost

bicljevega sklepa na sprednji desni nogi, ¢e bi jo primerjali z levo.

Slika 13: Rtg pred aplikacijo mati¢nih celic (vir: lastna fotografija, 2013)

Terapija:
Veterinar mu je intraaktikularno apliciral 50 mg Na - hyaluronata in 5 mg

Triamcinolona. Pri aplikaciji je potrebno paziti, da upostevamo nacela asepse. Mesto
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aplikacije je bilo potrebno najprej mehansko ocistiti, obriti in razkuziti. Za
razkuzevanje pa je bilo moc¢ uporabiti uporabiti klorheksidin, jodovo raztopino
(betadin) in alkohol.

Pri naslednjem kontrolnem pregledu ¢ez Stirinajst dni je konj Se vedno Sepal 1/5
stopnjo na sprednjo desno nogo. Ponovno mu je bil intraartikularno apliciran Na —
hyaluronat in odvzet vzorec mascobe za vzgojitev mati¢nih celic (AT-MSC).

Pri ponovnem kontrolnem pregledu, po Stirinajstih dneh, je veterinar Se vedno
diagnosticiral Sepanje 1/5 stopnje na sprednjo desno nogo. Konju je ponovno apliciral

mati¢ne celice (AT-MSC) intraartikularno v bicljev sklep sprednje desne noge.

Slika 14: Aplikacija mati¢nih celic v sklep (vir: lastna fotografija, 2013)

Cez &tiri mesece, po aplikaciji mati¢nih celic, je veterinar opravil kontrolni pregled, pri
katerem je ugotovil, da pri gibanju v ravnini in v kasu ni ve¢ opaziti Sepanja. Ponovno
se je opravil provokativni test, ki je bil negativen.

Po Sestih mesecih konj ponovno deloval brez omejitev.
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DRUGI KLINICNI PRIMER: TENDINITIS

Drugi klini¢ni primer, ki sva ga obravnavala je bil parkuraski konj Dren, star 15 let. Po
tekmi je zacel Sepati.

Veterinar pri klinicnem pregledu ugotovi, da ima konj zate¢eno povrsSinsko upogibalko
na sprednji levi nogi.

Terapija:

Veterinar mu je pod strogimi naceli asepse intraartikularno apliciral mati¢ne celice

(AT-MSC) na mesto poskodbe. Aplicira se priblizno 10 miljonov celice na 1cm3

mesta poSkodbe.

Slika 15: Aplikacija mati¢nih celic v povrsinsko upogibalko (vir: lastna fotografija 2013)

Slika 16: UZ prikaz aplikacije (vir: lastna fotografija, 2013)

Ob kontrolnem pregledu z ultrazvokom se je mesto poskodbe popolnoma zacelilo,

konj ni vec Sepal.
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Slika 17: UZ pred aplikacijo mati¢nih celic (vir: lastna fotografija, 2013)
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Slika 18: UZ po aplikaciji mati¢nih celic (vir: lastna fotografija, 2014)

3.5. Materiali in pripomocki
Pri svojem delu sva uporabljala pripomocke, ki sva jih Ze poznala, veliko pa je bilo taksnih, ki
sva jih spoznala med raziskovalnim delom. Materiali, ki sva jih uporabljala: zas¢itna sredstva,
kirurSki inStrumentarij (drzala in rezila za skalpele, anatomske pincete, kirurSke pincete,
razli¢ni peani, razli¢ne Skarje, sekcijski nozi), razlicna gojis¢a za nasaditev mati¢nih celic,

svetlobni in elektronski mikroskop, izolatorji, gaze, vatiranci, brizge, igle, razkuzilna sredstva.
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4. RAZPRAVA

Pisati raziskovalno nalogo in o katerem raziskovalnem podro¢ju jo pisati vsekakor ni bila
tezka odlocitev. Od odlocitve do realizacije je bila tezka pot. Pisanje sva zacela z izbiro to¢ne
teme. Raziskovalno nalogo z naslovom Zdravijenje konj z maticnimi celicami v veterinarski
ortopediji pri konjih, sva si izbrala, ker je to tema v veterinarski medicini, ki je v tem Casu

zelo aktualna.

Prvi korak pri raziskovanju je bil zbiranje informacij iz najrazlicnej$ih virov, bilo pa jih je
potrebno skrbno preuditi in izlugéiti bistvo. Ze tukaj sva se v raziskovanju sre¢ala s prvo
tezavo. Virov je zelo malo, Se manj pa je tistih zanesljivih in strokovno podprtih, zato sva vse
pridobljene vire kriticno ocenila. Najve¢ sva izvedela od strokovnjakov, ki se s tem

podro¢jem profesionalno ukvarjajo.

Ob zacetku pisanja raziskovalne naloge sva si postavila Stiri hipoteze, ki so naju pri
raziskovanju usmerjale. Kljub temu pa so se nama porajala Se Stevilna druga vprasanja, na

katera sva poskusSala odgovoriti.

Svoje raziskovanje sva pric¢ela z zbiranjem virov, ker pa je bilo le teh zelo malo, sva se
4.12.2013 udelezila predavanja "Maticne celice v klinicni veterinarski praksi”, v prostorih
Veterinarske bolnice Slovenska Bistrica. Vse znanje, ki sva ga pridobila sva uporabila pri

pisanju teoreti¢nega dela naloge.

PriSla sva do spoznanja, da je zdravljenje z mati¢nimi celicami oblika regenerativne medicine,
ki je v veterinarski medicini pri konjih vedno bolj razSirjena. = Mati¢ne celice so
nediferencirane celice, ki imajo izreden potencial za razvoj v katerekoli telesne celice. V ¢asu
embrionalnega razvoja so mati¢ne celice odgovorne za nastanek vseh tkiv in organov, kasneje
v post embrionalnem razvoju pa mati¢ne celice obnavljajo poSkodovane celice. Poznamo

embrionalne mati¢ne celice, IPS celice in odrasle mati¢ne celice.

Svojo prvo hipotezo sva potrdila, saj se mati¢ne celice lahko razvijejo v katerekoli telesne
celice. Vsekakor pa sva spoznala tudi, da je mati¢nih celic pri mlajS$ih osebkih vec, s starostjo
pa se Stevilo maticnih celic v telesu manjSa. S tem razlogom veterinarji lastnike Zivali

spodbujajo, da bi se odlocili za odvzem vzorca tkiva pri mlajsih Zivalih, iz tkiva bi se izdelale
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matiCne celice ter se shranile v banki, tako bi bile te celice na voljo ob morebitnih kasnejSih
poskodbah ali boleznih njihove zivali. Tako bi lahko v primeru poskodbe z zdravljenjem
zaceli takoj po nastanku le — te. Za pripravo shranjenih mati¢nih celic potrebuje podjetje
Animacel d.0.0., 1-2 dni, kadar pa veterinar mas¢obno tkivo odvzame po poskodbi, je Cas, Ki
je potreben za odvzem tkiva, osamitev in namnozitev mati¢nih celic daljsi. Daljsi Cas, pa
pomeni, da bo saniranje poskodbe dolgotrajnejse. Cas od diagnosticiranja poskodbe, do
zaCetka zdravljenja z mati¢nimi celicami mora biti ¢im krajsi, saj se pri celjenju oblikuje
brazgotinasto tkivo. Mati¢ne celice pa imajo tudi sposobnost protivnetnega delovanja,

imunski odziv pa matic¢nih celic ne zavraca.

Predavanju pa je sledil tudi prakticni prikaz odvzema mascCobnega tkiva za namnozitev
mati¢nih celic. Primer nama je pomagal predvsem razumeti klini¢ni potek odvzema, med
odvzemom pa je veterinar Milan Hren, dr. vet. med. tudi opozarjal na najpogostejSe napake,
ki se lahko zgodijo in povzrocijo kontaminacijo vzorca. Najve¢ji pomen pri odvzemanju
mascobnega tkiva ima zagotavljanje nacel asepse. Pred odvzemom se konja pripravi na poseg,
kar pomeni da se kirurSko mesto obrije in razkuzi, nato se namesti kirurSka kompresa.
Ustrezno se za svoje delo zasciti tudi veterinar. Odvzame se 1 — 2 koS¢ka mascobe, saj se

posodica za transport tkiva, ne sme veckrat odpirati.

Zanimalo naju je tudi, katere so najpogostejSe poSkodbe $portnih in delovnih konj v Sloveniji.
Ugotovila sva, da se najpogosteje pojavljajo laminitis, osteoartritis in tendinitis. V
veterinarski medicini konj pa veterinarji z mati¢nimi celicami najpogosteje zdravijo

tendinitise in osteoartritise.

Kasneje sva se odlocila, da se bova podrobno seznanila z dvema klini¢énima primeroma. Prvi
je bil primer osteoartritisa, drugi pa primer tendinitisa. Za lazje razumevanje klini¢nih
primerov pa sva poglobila svoje znanje anatomije konj. Osredotocila sva se na kosti prednje
okoncine, predvsem bicljev sklep in na miSice ter kite sprednje okonéine, predvsem na kito
povrsinske upogibalke prstov. Znanje sva zacela pridobivati s pomo¢jo anatomskih atlasov in
ostalih knjig s podroCja anatomije. Za lazjo predstavo pa sva opravila dve sekciji prednje
ekstremitete konja. Najprej sva secirala nogo distalno od metakarpalnega sklepa, nato pa Se

distalno od nadlahtnice.

Ali je zdravljenje z mati¢nimi celicami uspesnejSe od drugih terapij za zdravljenje poskodb
pri Sportnih konjih, je bila ena izmed najinih hipotez. To hipotezo sva s pomocjo preucevanja

strokovnih veterinarskih ¢lankov potrdila. Saj so vse raziskave kazale, da se je zdravljenje z
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mati¢nimi celicami pokazalo kot najuspesnejsa terapija zdravljenja misSicno skeletnih obolenj

pri konjih.

Vsekakor sva pri raziskovalnem delu prisla do mnogo novih spoznanj, ki nama bodo v
veliko pomo¢ pri nadaljnjem izobrazevanju. Skozi raziskovalno delo sva se soocala z
mnogimi tezavami, ki sva jih s trdim delom z lahkoto razres$ila. Najino raziskovalno delo se
bo kljub zakljuceni raziskovalni nalogi, Se nadaljevalo, saj je tema naloge zelo zanimiva in

trenutno obstaja Se veliko neodgovorjenih vprasan;j.
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5. ZAKLJUCEK

5.1. Ugotovitve raziskave in vprasanja za nadaljnjo raziskovanje

Misicno skeletni sistem je tezje obnovljiv kot druga tkiva. V vecini primerov na mestu
poskodbe nastane tkivo, ki po morfologiji in funkciji ni enako prvotnemu. Pride do procesa
reparacije, ne pa regeneracije, zato novo nastalo tkivo ni nikoli v enaki meri uporabno kot
prvotno tkivo.

S trenutno razvitimi postopki za zdravljenje z mati¢nimi celicami, se v vecini primerov
dosegajo prognosticno ugodni rezultati pri zdravljenju ortopedskih poskodb konjev. Uspeh
zdravljenja je razliCen glede na vrsto obolenja, pri hujSih kroni¢nih poskodbah seveda ne
moremo pricakovati popolne obnove poskodovanega tkiva, vendar kljub temu s terapijo
matiénih celic zmanj$amo ali odpravimo bole¢ine. Zivali po zdravljenju z mati¢nimi celicami
ne potrebujejo vec protibolecinske terapije ali pa je ta zmanjSana na minimum, kar pomeni
manj obiskov pri veterinarju, manj$a je uporaba zdravil in vecja je kakovost zivljenja zivali.
Vsekakor pa se v regenerativni medicini konj veliko obeta. Nadaljnje raziskave morajo biti
usmerjene v dolocitev optimalnega Stevila celic za posamezni klini¢ni primer, prav tako nacin
administracije, koli¢ina in razporeditev odmerkov. Posebni interes je ugotoviti interakcije
med mati¢nimi celicami in bioloSkimi produkti (kot PRP) ter sposobnost teh produktov, da

privlacijo mati¢ne celice na mesto poSkodovanega tkiva.
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5.2. Statistika uspeSnosti zdravljenja poSkodb lokomotornega aparata

pri konjih

Grafikon 1: »Uspesnost zdravljenja z maticnimi celicami«

Uspesnost zdravljenja z matic¢nimi celicami.

| koniji, ki se vrnejo v trening

| konji, ki se ne vrnejo v trening

Rezultati kazejo, da se po zdravljenju poskodb z mati¢nimi celicami 95% S$portnih konj, vrne

v proces treninga, 5% zdravljenjih konj pa se v proces treninga ne vrne vec.

35



Grafikon 2: »Konji, ki se po zdravljenju z maticnimi celicami ponovno poskodujejo.«

| konji, ki se ponovno poSkodujejo

® konji, ki ostanejo neposkodovani

Po podatkih veterinarjev se sedeminosemdeset odstotkov tekmovalnih konj , ¢e jih zdravimo z
maticnimi celicami ne poskoduje ve¢ na istem mestu poskodbe, trinajst odstotkov

tekmovalnih konj, pa se kljub terapiji ponovno poskoduje.
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Grafikon 4: »Uspesnost zdravljenja z metodo ESWT«

Uspesnost zdravljenja z ESWT

® konji, ki se po poSkodbi vrnejo v
trening

® konji, ki se po poSkodbi ne
vrnejo v trening

Podatki kazejo, da se petindvajset odstotkov tekmovalnih konj, ki jih zdravimo s terapijo
ESWT, v proces treninga vrne, med tem, ko se jih petinsedemdeset odstotkov ne more vec

ukvarjati s tekmovalnim $portom.

Po rezultatih zgornjih grafikonov lahko torej trdimo, da je vsekakor boljsa izbira terapije
poskodb zdravljenje z mati€nimi celicami, saj rezultati zdravljenja kazejo tako boljSo
rehabilitacijo, moznost vrnitve konja v proces treninga, kot tudi manjSo pojavnost ponovnih

poskodb in posledi¢no razvoja take poskodbe v kroni¢na obolenja.
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6. SKLEP

6.1. Zdravljenje z mati¢nimi celicami je uspesnejse od drugih terapij za
zdravljenje poSkodb pri Sportnih konjih.

Vsekakor se je zdravljenje z maticnimi celicami izkazalo uspesnejSe kot zdravljenje z
tradicionalnimi metodami, kot je npr. kirursko zdravljenje. Pacini je opisal Studijo, v kateri so
v primerjavo vzeli 11 konj, ki so jih zdravili z mati¢nimi celicami, pridobljenimi iz kostnega
mozga in 15 konj, ki so jih zdravili s tradicionalnimi metodami. Pri obeh skupinah so
uporabljali enak protokol rehabilitacije. Rezultati zdravljenja so bili bolj$i pri konjih,
zdravljenih z mati¢nimi celicam. V 9 — 12 mesecih se je v tekmovanje vrnilo 82 odstotkov
konj, zdravljenih z mati¢nimi celicami. Vsi ti konji pa so tudi ostali brez poskodb $e nadaljnji
dve leti, vsekakor je to dober razlog, da se veterinarji vse pogosteje odlocajo za terapijo z
mati¢nimi celicami. Tudi veterinar Milan Hren, dr. vet. med. je pri zdravljenju z mati¢nimi
celicami dosegel velik odstotek konjev, ki so se vrnili v trening in ni prislo do ponovne
poskodbe na istem mestu. Od konjev zdravljenih z mati¢nimi celicami se jih 95 odstotkov
vrne v trening, od teh pa se jih le 13 odstotkov ponovno poskoduje na istem mestu, kljub
terapiji z mati¢nimi celicami. Pri zdravljenju z ESWT terapijo pa se v trening po poskodbi

ponovno vrne samo od 20 do 25 odstotkov Sportnih konj.

6.2. Z mati¢nimi celicami moramo zaceti zdraviti takoj po poskodbi.
V razli¢nih strokovnih ¢lankih je opisano, da je potrebno priceti z zdravljenjem poSkodb gibal
pri Konjih takoj po poskodbi. Tako na primer v strokovnih ¢lankih opisujejo, da je uporaba
mati¢nih celic v zgodnji (akutni) fazi obolenja oziroma poskodbe ucinkovitejSa v primerjavi z
zdravljenjem, ko se je Ze oblikovalo fibrozno brazgotinasto tkivo. Aplikacija mati¢nih celic pa

tudi zavira imunski odgovor, kar pospesi celjenje poskodb.

6.3. Maticne celice so se sposobne razviti v katerekoli telesne celice.

Poznamo tri vrste mati¢nih celic: embrionalne maticne celice, ki so totipotentne (lahko se
diferencirajo v vsa telesna tkiva), IPS celice, ki so pluripotentne (se lahko razvijejo v ve¢ino
telesnih tkiv), odrasle mati¢ne celice, ki so multipotentne (lahko se razvijejo v nekatera
telesna tkiva). Embrionalne mati¢ne celice, se lahko diferencirajo v vsa tkiva, kar je glavni
razlog, da se v svetu vse bolj tezi k temu, da bi se lastniki zivali odlocali za shranjevanje
mati¢nih celic pri mlajsih zivalih. Pomembno pa je tudi dejstvo, da se s staranjem Zzivali

Stevilo mati¢nih celic v telesu manjsa.
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6.4. Stevilo mati¢nih celic, ki jih apliciramo na mesto po$kodbe vpliva

na zdravljenje.
Optimalno Stevilo mati¢nih celic, ki jih apliciramo na mesto poskodbe, je 10 milijonov na
lem3 poskodbe. Stevilo mati¢nih celic, ki jih apliciramo, pa je odvisno od stopnje poskodbe.
Pri lazjih poskodbah je stevilo apliciranih mati¢nih celic manjSe, pri obseznejsih poskodbah

pa je potrebno aplicirati vecje Stevilo maticnih celic.
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7. DRUZBENA ODGOVORNOST
Pri raziskovalni nalogi sva spoznala, da se pri zdravljenju z mati¢nimi celicami upostevajo
tudi nacela druzbene odgovornosti, v smislu varovanja narave in odnosa ljudi do uporabe
zdravil. Terapija z maticnimi celicami je namre¢ terapija s telesu lastnimi celicami in na ta
naCin, se uporablja manj kemijskih terapevtikov in sinteti¢nih zdravil. Se pa vsekakor
uposSteva tudi eti¢na nacela, da se teh celic ne zlorablja v Skodljive namene. Ljudi sva
ozavestila z metodo in diagnostiko zdravljenja, ki je uspes$na in vendarle ne invazivna, kjer

naravno rezervo telesa, s postopkom gojitve celic izkoristimo pri zdravljenju.
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9. ZAHVALA

Iskreno bi se rada zahvalila najini mentorici, ki naju je spremljala in vodila od prve zamisli do
konca raziskovalnega dela. Zahvalila bi se podjetju Animacel biotehnologija d.o.0, predvsem
dr. Katerini Ceh, dr. vet. med ter Luki Mohori¢u, Veterinarski fakulteti v Ljubljani,
Nacionalnemu veterinarskemu institutu in Institutu za patologijo, sodno in upravno
veterinarstvo ter mag. Tomislavu Pallerju, dr. vet. med. Za raziskavo klini¢nih primerov pa
bi se rada posebej zahvalila veterinarju Milanu Hrenu, dr. vet. med. in Veterinarski bolnici
Slovenska Bistrica. Hvala tudi vsem ostalim profesorjem na $oli, laborantki in lektorju.
Vsekakor pa hvala najinim razumevajo¢im starSem in prijateljem, brez katerih najine

raziskovalne naloge ne bi bilo.
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