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Mezenhimske matiche stanice

u veterinarskoj medicini

Nina Kresi¢*, Ivana Simic, Ivana Lojkic¢ i Tomislav Bedekovic

Sazetak

Ubrzani razvoj regenerativne veterinarske
medicine, usmjerene na iskoriStavanje
sposobnosti adultnih mati¢nih stanica i
organizma za obnavljanjem oStecenih stanica,
tkiva i organa, zahtijeva pouzdan izvor
maticnih stanica. Masno tkivo predstavlja
obilat, pristupacan i bogat izvor adultnih
mati¢nih  stanica koje pruzaju  brojne
mogucnosti za aplikaciju u regenerativnoj
veterinarskoj medicini. Mezenhimske
matine stanice izdvojene iz masnog tkiva
(adipose derived- mesenchymal stem cells -

Uvod

Prisutnost nehematopoetskih ma-
ti¢nih stanica u koStanoj srzi po prvi je
put uocio njemacki patolog Cohneim
1867. godine. Pretpostavio je da uocene
stanice, nalik fibroblastima, migriraju
na mjesto ozljede gdje pomazu obnoviti
osteceno tkivo (Baer i Geiger, 2012.). Fri-
edenstein i suradnici tek 1960-tih godina
izdvajanjem, umnazanjem, i osteogenom
diferencijacijom izdvojenih  adultnih
mezenhimskih mati¢nih stanica (engl.
mesenchymal stem cells - MSCs) iz koSta-
ne srzi otvaraju novo podrudje istraziva-
nja mati¢nih stanica (Friedenstein i sur.,
1966., Friedenstein i sur., 1968., Baer i
Geiger, 2012.). Istrazivanja koja su usli-

AD-MSCs) adheriraju na plastiku, sposobne
su se diferencirati u razlicite stanicne linije
(adipocite, osteoblaste, hondrocite, miocite,
neuralne stanice), a detaljno se karakteriziraju
ekspresijom specifi¢nih povrsinskih stani¢nih
biljega. Zahvaljuju¢i svojim osobinama
i masnom tkivu kao zahvalnom izvoru,
zanimanje za AD-MSCs raste u istrazivackim
i klinickim krugovima.

Kljucne rijeci: maticne stanice; masno tkivo;
terapijski potencijal; veterinarska medicina

jedila pokazala su da MSC prianjaju na
plastiku, posjeduju potencijal za diferen-
cijaciju u tri linjje (adipocite, hondrocite i
osteocite). Termin MSCs populariziran je
tek 1990-tih godina.

Mati¢ne se stanice dijele na
embrionalne i adultne mati¢ne stanice.
Mezenhimske mati¢ne stanice (MSCs)
definirane su kao adultne matic¢ne
stanice mezodermalnog podrijetla i
izvanredne plasti¢nosti. MSCs obitavaju
u perivaskularnoj nisi te se na taj nacin
objasnjava njihova prisutnost u gotovo
svim organima i tkivima. Smatra se da
su izvedene od pericita, perivaskularnih
stanica koje obavijaju endotelne stanice u
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krvnim zilama (Marx i sur., 2015.). MSCs
se nalaze u mnogim adultnim tkivima
(masnom tkivu, dermisu, periostu),
u perifernoj krvi, menstrualnoj krvi,
sinovijalnoj tekucini te u organima (jetra,
slezena, pluca) (Da Silva Meirelles i sur.,
2006., Kassis i sur., 2006., Zou i sur.,
2010., Baer i Geiger 2012.) i predstavljaju
atraktivhu kategoriju za regenerativnu
medicinu i stani¢nu terapiju (Mimeault
i Batra, 2008., Strauer i sur., 2009.,
Martinello i sur., 2011.).

MSCs posjeduju snazan potencijal
samoobnavljanja, pokazuju stalan rast
i sposobne su se in vitro diferencirati u
brojne specijalizirane stani¢ne tipove
(Zuk i sur., 2002., Yamamoto i sur., 2007.,
Marinello i sur., 2011.). Medunarodno
drustvo za stanicnu terapiju (International
Society for Cell Therapy —ISCT) odredilo je
kriterije za definiranje mati¢nih stanica.
Prvi se odnosi na sposobnost prianjanja
mati¢nih stanica na dno plasti¢cne boce
tijekom kultivacije. Drugi kriterij je
sposobnost diferencijacije in wvitro u
osteoblaste, adipocite i/ili hondroblaste.
Zavrsno, stanice moraju eksprimirati
povrsinske biljege CD73, CD90 i CD105
i ne smiju eksprimirati (>95% stanica
u kulturi) povrsinske biljege CD14 ili
CD11b, CD34, CD45, CD19 ili CD79 alfa
(Dominici i sur., 2006., Marx i sur., 2015.).

Maticne stanice podrijetlom

iz masnog tkiva

Godine 2001. izdvojene su i opisane
MSCs iz masnog tkiva (Zuk i sur,
2001.). Matic¢ne stanice podrijetlom iz
masnoga tkiva osobito su zanimljive
u okviru razvoja lijeCenja mati¢nim
stanicama, ponajprije zbog jednostavnog
uzorkovanja masnog tkiva i minimalne
invazivnosti samoga zahvata (Bakker
i sur.,, 2010.). Masno tkivo, kao izvor
mezenhimskih mati¢nih stanica,
posjeduje izvjesne prednosti u odnosu
na druga tkiva, zato $to je broj izoliranih
matiénih stanica velik i stoga Sto je

dovoljan maleni uzorak tkiva za njihovu
izolaciju (Kern i sur., 2006.). Visceralno
masno tkivo kod pasa je relativno
jednostavno uzorkovati u okviru vrlo
Cestog zahvata ovariohisterektomije u
kuja (Martinello i sur., 2011.). Uzorak
mastizaizdvajanjemati¢nih stanicamoZze
biti podrijetlom i iz potkoZja. U humanoj
medicini najceS¢e se koristi lipoaspirat
dobiven liposukcijom, zahvatom
kojega pacijenti dobro podnose. Za
izolaciju mati¢nih stanica ova metoda
je jeftinija i manje invazivna u odnosu
na aspiraciju kostane srzi. U konacnici,
lipoaspirat kao proizvod liposukcije
na kraju se baca kao medicinski otpad,
a u stvari predstavlja odli¢an izvor
(autolognih) mezenhimskih mati¢nih
stanica (Stafford i sur., 2002., Tholpady
i sur., 2003., Peptan i sur., 2006., Vidal i
sur., 2007., Neupane i sur., 2008., Baer i
Geiger, 2012.).

Terapijski potencijal maticnih
stanica iz masnog tkiva

Mezenhimske maticne stanice
podrijetlom iz masnog tkiva (ASCs)
koriste se eksperimentalno u klinickim
studijama za nehematoloska bolesna
stanja u humanoj i veterinarskoj medicini.

Dva su osnovna pristupa:

1. KoriStenje stromalne
frakcije (SVF)

2. Koristenje MSCs nakon umnazanja u
kulturi stanica.

vaskularne

Stromalna vaskularna  frakcija (SVF)
dobije se podvrgavanjem masnog tkiva
enzimskoj  razgradnji = kolagenazom
pri ¢emu se oslobadaju pojedinacne
stanice nazocne u masnom tkivu.
Centrifugiranjem se odvajaju zreli
adipociti i pelet s preostalim stanicama
koje nazivamo SVF. Stanice SVF-e
se izbroje i resuspendiraju u mediju
ili fosfatnom puferu i administriraju
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pacijentu u prethodno odredenom broju
i volumenu (Marx i sur., 2015.).
Umnazanje u kulturi podrazumijeva
uzgajanje nasadenih stanica SVF-e u
bo¢icama za stani¢nu kulturu na 37
°C s 5% CO, Neadherentne stanice se
uklone izmjenom hranjivog medija

nakon 48h. Stanice koje su adherirale
na podlogu nastavljaju se umnaZzati uz
mijenjanje hranjivog medija svaka 3-4
dana. Na ovaj nacin dobije se procis¢ena
populacija MSCs koje se dalje mogu
umnaZati, smrzavati, imunofenotipizirati

te analizirati. Za terapeutske svrhe nije
pozeljna dugotrajna kultivacija ovih
stanica.

IstraZivanja primjene mati¢nih stanica
u kuénih ljubimaca se jos uvijek provode
(Martinello i sur., 2011.). UCcestali
poremecaji misi¢no-kostanog sustava s
ostecenjima zglobne hrskavice kod pasa,
a za koja postojece terapijske strategije
imaju vrlo mali ucinak, ubrzalo je
izdvajanje i uporabu pse¢ih MSCs (Bakker
i sur., 2013.). Istrazivanja primjene MSCs
provedena su u pasa s degenerativnim

Slika 1. Umnazanje mati¢nih stanica u kulturi.
Bocice za stanicnu kulturu koje sadrzavaju
stromalnu vaskularnu frakciju u hranjivom
mediju. lzvor: Arhiva Laboratorija za bjesnocu i
opcu virologiju.

Slika 2. stanice

maticne
podrijetlom iz masnog tkiva jednogodiSnjeg psa.
Nakon 48h od izdvajanja iz masnog tkiva stanice

Mezenhimske

u  kulturi pocinju poprimati karakteristican
vretenasti izgled. lzvor: Arhiva Laboratorija za
bjesnocu i opcu virologiju.

Slika 3. Mezenhimske mati¢ne stanice
podrijetlom iz masnog tkiva jednogodiSnjeg psa.
Nakon 72h od izdvajanja iz masnog tkiva stanice
u kulturi su poprimile karakteristican vretenasti
izgled i pocCinju se intenzivnije dijeliti. Izvor:
Arhiva Laboratorija za bjesnoc¢u i opcu virologiju.

Slika 4. stanice

maticne
podrijetlom iz masnog tkiva jednogodiSnjeg psa.
Nakon 96h od izdvajanja iz masnog tkiva stanice
u kulturi popunjavaju povrsinu rasta i uskoro ce
biti spremne za pasazu. lzvor: Arhiva Laboratorija
za bjesnocu i opcu virologiju.

Mezenhimske
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osteCenjima  intervertebralnog  diska,
pasa s ozljedama kraljeznicke mozdine.
Proucava se sposobnost regeneracije
misi¢nog tkiva, osobito kardiomiocita,
lijeCenje stanja kakvo je osteoartritis
(Bakker i sur., 2013.).

Odgovor organizma na

terapiju stanicama
Odgovor koji ¢e pruziti organizam
na transplantirane mati¢ne stanice
iznimno je bitan i o njemu ovisi ishod
same terapije. Nekoliko je ¢imbenika
koji utje¢u na ishod terapije mati¢nim
stanicama:
1. Imunoloski odgovor domacdina na
implantirane stanice
2. Mehanizmi navodenja stanice na
mjesto ozljede
3. Diferencijacija implantiranih stanica
pod utjecajem lokalnih signala (Barry
i Murphy, 2004.).

Imunoloski odgovor domacdina

Imunoloski  odgovor  domacdina
nakon transplantacije MSCs predmet
je brojnih istrazivanja. MSCs imaju
sposobnost imunomodulatornog
djelovanja sprjecavanjem proliferacije
aktiviranih T stanica, in vitro i in vivo.
Poznato je da su MSCs slabo imunogene,
da djeluju imunosupresivho prema
B limfocita, NK stanica, dendritickih
stanica, neutrofila na razli¢ite nacine
(Wada i sur., 2000.). Intravenoznom
administracijom  alogeneickih MSCs
kod zivotinjskih modela uocCena je
znatna supresija imunoloskih reakcija
primatelja nakon transplantacije, kod
autoimunih bolesti kao i bolesti kod kojih
je u osnovi upala (Wada i sur., 2000.).
Slaba imunogenost mati¢nih stanica
pripisuje se vrlo niskoj ekspresiji MHC I,
nedostatku kostimuliraju¢ih CD80, CD86
i CD40 (Herrero i Pérez-Simén, 2010.),
nedostatku MHC II i izludivanju cijelog
spektra biomolekula i faktora rasta kroz

koje ostvaruju svoje djelovanje (Marx i
sur., 2015.).

Mehanizmi navodenja

MSCs imaju izvanrednu sposobnost
migracije na mjesto ozljede nakon
intravenozne primjene S$to je potvrdeno
studijama u slucajevima frakture, infarkta
miokarda (Shake i sur., 2002., Barry i
Murphy, 2004.), ishemicne ozljede mozga
(Wang i sur.,, 2002., Barry i Murphy,
2004.). Intraartikularna primjena nakon
traumatske ozljede koljena rezultirala
reparacijom ostec¢ene hrskavice i meniska
(Murphy i sur., 2003.). Mehanizmi kojim
se MSCs navode na mjesto ozljede jos$
uvijek se istrazuju, a uoceno je da se ta
izvanredna osobina MSCs dugotrajnom
kultivacijom u kulturi stanica smanjuje.

Diferencijacija implantiranih
stanica

Smatralo se da osnovni princip terapije
mati¢nim stanicama pociva na ¢injenici
da nediferencirane mati¢ne stanice nakon
aplikacije odlaze na mjesto ozljede,
prolaze kroz proces diferencijacije koji je
pod utjecajem lokalnih signala te potom
doprinose oporavku ozlijedenog tkiva
(Barry i Murphy, 2004.). Danas se smatra
da svoj povoljni ucinak stanice ostvaruju
izlu¢ivanjem  razli¢itih  biomolekula
kojima ostvaruju svoje djelovanje.

Matic¢ne stanice na
Hrvatskom veterinarskom

institutu

Dugogodisnje iskustvo u radu s
linijskim i primarnim kulturama stanica,
koje su se koristile za potrebe znanstveno-
istrazivackog i dijagnostickog rada,
olaksalo je i na odredeni nacin postavilo
dobre temelje pokretanju i razvoju rada
s mati¢nim stanicama u Laboratoriju za
bjesnocu i opéu virologiju. Izdvojene se
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Slika 5.

maticnih stanica u
hondrocite u jazicama mikrotitracijske ploce.
Vidljivo je formiranje sferoida obojanog alcian
blue otopinom u jaZicama koje su sadrzavale
diferencijacijski medij (jaZice desno). Izostanak
formiranja sferoida u jaZicama koje su sadrzavale

Diferencijacija

medij za kultivaciju (negativna kontrola) i
izostanak obojenja u plavo alcian blue otopinom
(jazice desno). lzvor: Arhiva Laboratorija za
bjesnocu i opcu virologiju.

maticne stanice iz masnog tkiva pasa i
macaka koriste za potrebe znanstveno-
istrazivackog rada, provodi se njihova
ekspanzija, = pohrana, identifikacija
proto¢nom citometrijom obiljeZavanjem
razlikovnih biljega specificnim
protutijelima, testovi diferencijacije,
molekularne metode za analizu utjecaja
in vitro kultivacije na ekspresiju gena
pse¢ih mati¢nih stanica (Kresi¢ i sur.,

2017.).
Buduéi da se  regenerativna
veterinarska medicina veoma brzo

razvija, a maticne stanice predstavljaju
vrlo atraktivnu kategoriju zahvaljujudi
svojim osobinama, nametnule su se
kao logican korak u daljnjem razvoju i
djelovanju Laboratorija.
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Regenerative ~ veterinary =~ medicine
exploits the ability of adult stem cells and
the organism to regenerate damaged cells,
tissues and organs, requires a reliable
source of stem cells. Adipose tissue is a rich,
accessible and abundant source of adult
stem cells, providing many opportunities
for applications in regenerative veterinary
medicine. Adipose derived mesenchymal
stem cells (AD-MSCs) adhere to plastic,

differentiate into different cell lines
(adipocytes,  osteoblasts, chondrocytes,
myocytes, neuronal cells), and are

characterized by the expression of specific
cell surface markers. AD-MSCs continue
to raise interest within the scientific and
clinical community.
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