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MORFOLOSKA I MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA HUMANOG
MASNOG TKIVA I LIPOMA RAZLICITIH ANATOMSKIH LOKALIZACIJA I
ISPITIVANJE IZOLOVANIH MEZENHIMSKIH CELIJA IN VITRO

SAZETAK

Lipomi su benigni tumori masnog tkiva sa jo§ uvek nedovoljno razjasnjenom
etiologijom 1 patogenezom. Lipomi su uglavnom lokalizovani potkozno ali se mogu nadi i
intramuskularno, u telesnim Supljinama i organima, mogu biti solitarni ili multipli, mogu
varirati u velicini i histoloskoj gradi, ali podaci o njthovom molekularnom profilu i
mehanizmima nastanka su vrlo oskudni. Mezenhimske mati¢ne celije iz lipoma (eng. /Zpoma-
derived stem cells - 1.DSCs) su predlozene za primenu u tkivhom inzenjerstvu i regenerativnoj
medicini od strane autora nekoliko studija zato §to je pokazano da imaju karakteristike
slicne mezenhimskim maticnim Celijama iz masnog tkiva (eng. adipose-derived stem cells -
ADSCs). Osim podataka o potencijalu izolovanih LDSCs da proliferisu i da se diferentuju
u adipocite, osteoblaste 1 hondrocite, nema podataka o ostalim karakteristikama ovih celija

a ni detaljnog poredenja sa ADSCs na ¢elijskom i molekularnom nivou.

Cilj jednog dela ovog istrazivanja je bio ispitivanje molekularnog profila izolovanih
LDSCs i poredenje sa ADSCs u kulturi zz wvitro, ispitivanje kapaciteta LDSCs da se
diferentuju u adipocite i osteoblaste, na celijskom, proteinskom i genskom nivou,
ispitivanje uticaja kondicioniranih medijuma LDSCs na odgovor makrofaga, kao i
ispitivanje imunomodulacijske aktivnosti i efekta na zarastanje rana u sistemu indirektne
ko-kulture 7z wvitro, u poredenju sa ADSCs. Cilj drugog dela ovog istrazivanja je bio
morfoloska 1 molekularna karakterizacija tkiva lipoma i potkoznog belog masnog tkiva

(eng. subcutaneons white adipose tissue — scWAT) razli¢itih anatomskih lokalizacija.

Rezultati su pokazali da LDSCs i ADSCs poseduju karakteristike mezenhimskih
maticnih celija 1 da imaju slican fenotip ali razli¢itu molekularnu osnovu za diferencijaciju.
Obrazac ekspresije gena markera adipogeneze i prisustvo manjeg broja zrelih adipocita u
kulturi LDSCs u odnosu na ADSCs nakon 21 dan adipogene diferencijacije ukazuju na
slabiji kapacitet LDSCs za diferencijaciju u adipocite u poredenju sa ADSCs. Analiza
osteogenih markera nakon 16 dana osteogene diferencijacije je pokazala da i LDSCs i
ADSCs imaju fenotip karakteristican za osteoblaste, ali su bile u razli¢itim fazama
osteogeneze. Kondicionirani medijumi LDSCs (LDSC-CM) i ADSCs (ADSC-CM) dovode
do funkcijske aktivacije nestimulisanih makrofaga i ispoljavaju anti-inflamacijsku aktivnost,

sa izrazenijim efektom LDSC-CM. LDSC-CM i ADSC-CM deluju povoljno na zarastanje



rana u sistemu indirektne ko-kulture 7z vitro, bez znacajnih razlika, i u nivou su pozitivne

kontrole.

Visa ekspresija gena PPARG 1 DLKT7 u lipomima u odnosu na scWAT ukazuje na
intenzivniju adipogenezu u lipomima $to je u skladu sa hemijskom analizom tkiva gde je
pokazano da se viSe ukupnih lipida i proteina nalazi u lipomima u odnosu na scWAT.
Uocena je visa ekspresija ADIPOQ 1 niza ekspresija LLEP, kao 1 visa ekspresija gena markera
osteogeneze u lipomima u odnosu na scWAT. Visa ekspresija UCP7 i visa imunoekspresija
PRDM16 u lipomima u odnosu na scWAT ukazuje na to da lipomi ispoljavaju neke
karakteristike mrkog masnog tkiva. Ultrastrukturna analiza tkiva je pokazala prisustvo veéeg
broja mitohondrija i sitnih lipidnih tela u adipocitima lipoma u odnosu na scWAT.
Histoloska i histomorfometrijska analiza tkiva su pokazale da postoje razlike u gradi tkiva
lipoma i scWAT, a analiza imunockspresije markera makrofaga da je vise CD163 pozitivnih
M2 makrofaga u odnosu na CD40 pozitivhe M1 makrofage prisutno u lipomima u odnosu
na scWAT. Uporedna analiza navedenih parametara i markera u tkivima razlicitih
anatomskih lokalizacija je pokazala da postoje razlike izmedu razlic¢itih lokalizacija 1 u grupi
lipoma i u grupi scWAT.

Na osnovu rezultata iz vitro karakterizacije izolovanih LDSCs 1 ADSCs moze se
zakljuciti da su uocene razlike u kapacitetu za diferencijaciju i njihovoj aktivnosti posledica
razlicitog molekularnog potpisa ovih ¢elija i opredeljenja u tkivu. Razlike izmedu lipoma i
scWAT u histoloskoj gradi tkiva, ultrastrukturi, hemijskom sastavu, genskoj i proteinskoj
ckspresiji karakteristicnih markera adipogeneze, osteogeneze i inflamacije, ukazuju na
promene koje su se desile u masnom tkivu, a koje su mogle dovesti do benigne
transformacije 1 nastanka lipoma. Rezultati ove studije znacajno doprinose rasvetljavanju
potencijalnih mehanizama nastanka lipoma 1 ukazuju na mogucnosti 1 ogranicenja

potencijalnih primena mati¢nih ¢elija iz lipoma.

Klju¢ne reci: lipomi, potkozno belo masno tkivo, mezenhimske maticne Cceljje,
adipogeneza, osteogeneza, i/ wvitro, makrofagi, genska ekspresija, grada tkiva,
imunohistohemija
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HUMAN
ADIPOSE TISSUE AND LIPOMAS OF DIFFERENT ANATOMICAL
LOCALIZATIONS AND EXAMINATION OF ISOLATED MESENCHYMAL
CELLS IN VITRO

ABSTRACT

Lipomas are benign adipose tissue tumors with still insufficiently clarified etiology
and pathogenesis. Lipomas are mainly localized subcutaneously but can also be found
intramusculatly, in the body cavities and organs, may be solitary or multiple, may vary in
size and histological structure, but data on their molecular profile and mechanisms of
formation are still scarce. Lipoma-derived stem cells (LDSCs) have been proposed for use
in tissue engineering and regenerative medicine by the authors of several studies since it has
been shown that these cells have characteristics similar to adipose-derived stem cells
(ADSCs). In addition to data on the potential of isolated LDSCs to proliferate and
differentiate into adipocytes, osteoblasts and chondrocytes, there is no data on other
characteristics of these cells, nor a detailed comparison with ADSCs at the cellular and

molecular levels.

The aim of one part of this study was to examine the molecular profile of isolated
LDSCs and comparison with ADSCs in culture 7z vitro, to examine the capacity of LDSCs
to differentiate into adipocytes and osteoblasts on cellular, protein and gene level, to
examine the influence of conditioned media of LDSCs on macrophages’ response, as well
as to examine immunomodulatory activity and effect of wound healing in indirect co-
culture system 7 vitro, in comparison with ADSCs. The aim of the second part of this study
was the morphological and molecular characterization of lipoma tissue and subcutaneous

white adipose tissue (scWAT) of various anatomical localizations.

The results showed that LDSCs and ADSCs possess the characteristics of
mesenchymal stem cells and have similar phenotype but different molecular basis for
differentiation. The pattern of expression of genes that are markers of adipogenesis and the
presence of less number of mature adipocytes in LDSCs compared to ADSCs culture after
21 day of adipogenic differentiation, indicate lower capacity of LDSCs for differentiation
into adipocytes compared to ADSCs. Analysis of osteogenic markers after 16 days of
osteogenic differentiation showed that both LDSCs and ADSCs have a characteristic
osteoblast-like phenotype, but they were at different stages of osteogenesis. Conditioned

media of LDSCs (LDSC-CM) and ADSCs (ADSC-CM) led to the functional activation of



unstimulated macrophages and exhibited anti-inflammatory activity, with pronounced
effect of LDSC-CM. LDSC-CM and ADSC-CM acted favorably on wound healing in
indirect co-culture system 7 vitro, without significant differences and at the level of positive

control.

Higher expression of PPARG and DIK7 gene in lipomas compared to scWAT
indicates more intense adipogenesis in lipomas, which is consistent with chemical tissue
analysis where it has been shown that more total lipids and proteins were found in lipomas
compared to scWAT. Higher expression of ADIPOQ and lower expression of LLEP, as well
as higher expression of genes that are markers of osteogenesis, was noticed in lipomas
compared to scWAT. Higher expression of UCP7 and higher immunoexpression of
PRDM16 in lipomas compared to scWAT suggests that lipomas exhibit some
characteristics of brown adipose tissue. Ultrastructural tissue analysis revealed the presence
of greater number of mitochondria and small lipid bodies in adipocytes within lipoma
tissue compared to scWAT. Histological and histomorphometrical analysis showed that
there are differences in the structure of lipoma tissue and scWAT, while the analysis of
macrophages’ markers expression revealed that there were more CD163 positive M2
macrophages than CD40 positive M1 macrophages presented in lipoma compared to
scWAT. Comparative analysis of examined parameters and markers in tissues of different
anatomical localizations has shown that there are differences between different

localizations in the group of lipomas as well as scWA'T group.

Based on the results of # vitro characterization of isolated LDSCs and ADSCs, it
can be concluded that differences observed in the differentiation capacity and activity are
due to different molecular signature of these cells and their commitment in the tissue.
Differences between lipomas and scWAT in the histological tissue structure, ultrastructure,
chemical composition, expression of genes and proteins that are characteristic markers of
adipogenesis, osteogenesis and inflaimmation, pointed out the changes that occurred in the
adipose tissue and that could led to the benign transformation of adipose tissue and lipoma
formation. The results of this study significantly contribute to the clarification of the
potential mechanisms of lipoma formation and indicate the possibilities and limitations of

potential application of stem cells derived from lipoma.



Key words: lipomas, subcutaneous white adipose tissue, mesenchymal stem cells,
adipogenesis, osteogenesis, zz wvitro, macrophages, gene expression, tissue structure,
immunohistochemistry
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1.1. BIOLOGIJA MASNOG TKIVA

Masno (adipozno) tkivo je dugo opisivano samo kao depo masti u organizmu. Danas
se medutim zna da je masno tkivo metabolicki i sekretorno vtlo aktivno tkivo i da zapravo
predstavlja veoma vazan endokrini i parakrini organ koji reguliSe funkcionisanje mnogih
drugih tkiva 1 organa.

Prema strukturi i funkciji, razlikuju se dva tipa masnog tkiva, belo (eng. white adipose
tissue — WAT) 1 mrko masno tkivo (eng. brown adipose tissue — BAT). Ova dva tipa masnog
tkiva se razlikuju po strukturi i organizaciji tkiva, tipu i gradi adipocita, anatomskoj
lokalizaciji 1 ulozi koju imaju u funkcionisanju organizma, a postoje podaci da se WAT i1
BAT razlikuju 1 po poreklu. Uloga WAT je deponovanje energije u formi lipida, a
predstavlja i vazan endokrini i parakrini organ jer se u WAT proizvode i sekretuju razni
molekuli kao $to su adipokini, citokini 1 neki hormoni. Uloga BAT je u proizvodniji toplote
(termogenezi) 1 najprisutnije je kod novorodencadi, dok se kasnije tokom zivota smanjuje
kolicina BAT a povecava se kolicina WAT. Adipociti koji izgraduju WAT su unilokulusni,
odnosno sadrze jedno veliko lipidno telo koje zauzima najvedi deo citoplazme (Jankovic i
sar., 2017). Adipociti koji izgraduju BAT su multilokulusni, manji su od adipocita koji
izgraduju WAT, sadrze veci broj sitnijih lipidnih tela, kao 1 veliki broj mitohondrija koje
omogucavaju proces intenzivne termogeneze (Jankovic i sar., 2017). BAT je izrazito
vaskularizovano tkivo §to omogucava mrkim adipocitima dotok kiseonika, lipida i ugljenih
hidrata, kao i odvodenje toplote koja se u njemu stvara putem cirkulacije. Dugo se smatralo
da su WAT i BAT istog porekla i da nastaju iz mezoderma kao i ostala vezivna tkiva poput
misi¢nog, kostnog i hrskavicavog, medutim, novija istrazivanja pokazuju da beli i mrki
adipociti vode poreklo od razlicitih prekursorskih celija (Park i sar., 2014; Hepler i sar.,
2017). Rasvetljavanje mehanizama nastanka mrkih i belih adipocita dodatno je
zakomplikovano otkri¢em adipocita u WAT koji poseduju karakteristike 1 mrkih adipocita
(npr. povecana ekspresija PRDM16 i UCP-1 u odnosu na bele adipocite) i belih adipocita i
koji su nazvani bez adipociti (eng. beige ili “brite’ od ,,brown in white”) (Sanchez-Gurmaches i
Guertin, 2014; Bargut i sar., 2017; Jankovic i sar., 2017). Ovi adipociti nastaju u WAT
pod uticajem razlicitih faktora kao $to su hladnoca, stres, ishrana, hormoni, neki lekovi i

mnogi drugi, u procesu koji se oznacava kao ,,browning belog masnog tkiva (Giralt i
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Villarroya, 2013; Nedergaard i Cannon, 2014; Jankovic i sar., 2015a; Bargut i sar.,
2017; Jankovic i sar., 2017). Bez adipociti poseduju karakteristike i mrkih i belih adipocita,
pa postoje razliciti podaci u literaturi o poreklu ovih adipocita (Ikeda i sar., 2018). Neki
autori smatraju da bez adipociti nastaju iz belih adipocita transdiferencijacijom (Cinti,
2009; Barbatelli i sar., 2010; Park i sar., 2014) dok drugi smatraju da bez adipociti nastaju
de novo, diferencijacijom iz prekursorskih celija prisutnih u WAT (Berry i sar., 2016; Wang
i Seale, 2016). Izgled belog, bez 1 mrkog adipocita je prikazan na Slici 1.

NS
i F 1S
a b C

Slika 1. Beli adipocit (a), bez adipocit (b) i mrki adipocit (c). Adaptirano iz: Stine i sar. 2015.

Postoje indikacije da je nastanak bez adipocita u tumorima masnog tkiva jedan od
mogucih dogadaja u razvoju tumora, ali ne postoji dovoljno eksperimentalnih rezultata koji

bi potvrdili ovakve tvrdnje.

1.1.1. Belo masno tkivo

Belo masno tkivo se sastoji uglavnom od adipocita i preadipocita, ali i velikog broja
drugih tipova celija kao $to su endotelne Celije, periciti, fibroblasti, mati¢ne éelije, mastociti,

limfociti, makrofagi i drugi (Slika 2).
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Slika 2. Sematski prikaz éelija koje organizuju WAT, prateéih éelija i éelija priviemeno prisutnih u WAT.

Adaptirano iz: Alabdulkarim i sar. 2017.
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Slika 3. Belo masno tkivo — histoloska grada. Originalan crtez H&E preparata masnog tkiva dobijen

ljubaznos¢u prof. dr Zlatibora Andelkovica.

Adipociti u WAT su unilokulusni, okrugli ili poligonalni, sa jednim velikim lipidnim

telom smestenim u citoplazmi koja je tanka i periferno postavljena u vidu prstena. Krvni
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sudovi 1 arterijskog i venskog tipa, razlicitih promera, prozimaju masno tkivo, a uocavaju se
1 snopovi kolagenih vlakana (Slika 3).

Glavna podela belog masnog tkiva je na potkozno (eng. subcutaneons white adipose tissne —
scWAT) i visceralno (eng. visceral white adipose tissue — vWAT). Pokazano je da postoje razlike
u gradi, funkciji 1 metabolickom statusu izmedu ova dva depoa WAT (Baglioni i sar.,
2012; Jankovic i sar., 2014), kao i u potencijalu izolovanih mezenhimskih mati¢nih celija
(Baglioni i sar., 2012).

Distribucija i kolicina WAT, i potkoznog i visceralnog, varira u skladu sa metaboli¢kim
1 hormonskim statusom i razlikuje se kod muskaraca i zena (Viguerie i sar., 2012; Frank i
sar., 2018). Smatra se da zene imaju vise potkoznog masnog tkiva od muskaraca i da se ono
deponuje na vise anatomskih lokalizacija kod Zena nego kod muskaraca. Kolicina vWAT
varira u skladu sa metabolickim statusom osobe i nagomilavanje masnog tkiva oko
unutrasnjih organa u slucaju gojaznosti predstavlja veliki rizik za razvoj raznih hroni¢nih
bolesti i disfunkcije organa oko kojih se nalazi.

Belo masno tkivo sekretuje mnostvo razli¢itih molekula koji se jednim imenom mogu
nazvati adipokini kao $to su adiponektin, leptin, rezistin, visfatin i drugi (Kershaw i Flier,
2004). Pored adipokina WAT proizvodi i sekretuje brojne proinflamacijske i anti-
inflamacijske citokine, hemokine i mnoge druge molekule (Kershaw i Flier, 2004; Coelho
i sar. 2013). Stvaranje sekretornih produkata masnog tkiva varira u zavisnosti od Zzivotne
dobi, pola, metabolickog statusa i ishrane. Takode, visceralno masno tkivo se po nekim
svojim karakteristikama i uticaju na funkcionisanje ostalih organa razlikuje od potkoznog
masnog tkiva (Iglesias i sar., 2006; Viguerie i sar., 2012; Jankovic i sar., 2014).
Dominantni sekretorni produkti adipocita su adipokini leptin i adiponektin, koji su u
ravnotezi i omogucavaju normalno funkcionisanje masnog tkiva. Usled disbalansa u
produkciji leptina i adiponektina, dolazi do disfunkcije masnog tkiva koje vodi razvoju
metabolickih poremecaja i nastanku raznih oboljenja. Postoje podaci o razlikama u
ekspresiji ova dva adipokina izmedu muskaraca i zena (Iglesias i sar., 2000).

Leptin je adipokin koji se stvara u masnom tkivu, ali se manje koli¢ine mogu
detektovati i u nekim drugim tkivima. Nivo leptina u cirkulaciji je povecan kod gojaznih
osoba 1 njegova proizvodnja raste sa unosom hrane. Koncentracija leptina je veca kod Zzena
nego kod muskaraca i regulisana je hormonima, ali i zavisna od depoa masnog tkiva.

Produkcija leptina je veéa u potkoznom nego u visceralnom masnom tkivu i pokazano je da
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ima proinflamacijski karakter (Ahima i Flier, 2000; Coelho i sar., 2013). Leptin cirkulise u
krvi kao slobodni i vezani hormon i njegova koncentracija u masnom tkivu 1 plazmi je
zavisna od energije uskladiStene u vidu lipida u masnom tkivu, $to znaci da je veca
koncentracija leptina prisutna kod gojaznih osoba. Na ekspresiju i sekreciju leptina uticu
hormoni insulin i glukokortikosteroidi ali i akutne infekcije 1 proinflamacijski citokini.
Leptin ispoljava sistemski metabolicki efekat i reguliSe rad ostalih endokrinih zlezdi (Ahima
i Flier, 2000). Pokazano je 1 da leptin podstic¢e proliferaciju i diferencijaciju hematopoetskih
celija, da stimulise angiogenezu i ubrzava zarastanje rana, kao i da reguliSe lucenje citokina
od strane imunskih celija (Kershaw i Flier, 2004).

Adiponektin je adipokin koji se luci iskljucivo u zrelim adipocitima i u velikim
koncentracijama je prisutan u cirkulaciji. Postoji negativna korelacija koncentracije
adiponektina i koli¢ine masnog tkiva u organizmu. Snizena koncentracija adiponektina se
povezuje sa nastankom insulinske rezistencije 1 dijabetesom. Pokazano je da adiponektin
ima i anti-inflamacijski karakter (Kershaw i Flier, 2004; Coelho i sar., 2013). Ekspresija
adiponektina je visa u scWAT u odnosu na vWAT. U stanjima gojaznosti i lipodistrofije
usled insulinske rezistencije, smanjen je nivo adiponektina. Adiponektin ispoljava svoje
1 oksidaciju masnih kiselina, dok u jetri stimuliSe oksidaciju masnih kiselina, povecava
osetljivost na insulin 1 smanjuje izlazak glukoze iz jetre (Kershaw i Flier, 2004).
Adiponektin deluje i na nivou krvnih sudova tako $to inhibira adheziju monocita na zidove
krvnih sudova smanjujuci ekspresiju adhezionih molekula 1 sprecava transformaciju
makrofaga u penaste Celije. Adiponektin stimuliSe i angiogenezu tako $to povecava
produkciju azot oksida (eng. nitric oxide — NO) u endotelnim celijama (Kershaw i Flier,
2004).

Postoje podaci koji ukazuju na povezanost koncentracije leptina i adiponektina sa
razvojem 1 progresijom razli¢itih tumora. Pokazano je da povisena koncentracija leptina u
cirkulaciji stimuliSe proliferaciju i migraciju ¢elija tumora, kao i rast tumora (Kato i sar.,
2015; Hosney i sar., 2017). Sa druge strane, hipoadiponektinemija je povezana sa
povecanim rizikom za razvoj maligniteta i loSom prognozom kod gojaznih pacijenata kod
kojih je zabelezena snizena ekspresija i produkcija adiponektina (Katira i Tan, 2016; Cui i
sar., 2018), iako postoje i drugaciji podaci o ulozi adiponektina u razvoju tumora

(Hebbard i Ranscht, 2014).
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Da i i na koji nacin leptin i adiponektin doprinose razvoju tumora masnog tkiva, jos
uvek nije poznato, ali se iz svega navedenog moze zakljuciti da je njihova ekspresija i
produkcija u masnom tkivu klju¢na kao medijatora u komunikaciji izmedu adipocita 1

drugih celija prisutnih u masnom tkivu.

1.1.2. Makrofagi u masnom tkivu

Pored adipocita, u masnom tkivu najvazniju ulogu u ocuvanju homeostaze masnog
tkiva i remodelovanja imaju makrofagi (Sun i sar., 2011). Adipociti i makrofagi
komuniciraju medusobno putem adipokina i drugih citokina koje sekretuju 1 njihov balans
u masnom tkivu je neophodan za normalno funkcionisanje masnog tkiva. Novija
istrazivanja pokazuju da su makrofagi glavni akteri u remodelovanju masnog tkiva, ali i
njegovoj disfunkciji i danas se njihova uloga u ovim procesima ispituje u sve vecoj meri
(Suganami i Ogawa, 2010; Stojanovi¢ i Najman, 2016). Tacan mehanizam njithovog
delovanja 1 njihova interakcija sa adipocitima i ostalim celijama u masnom tkivu se
intenzivno izucavaju i postoje brojne publikacije o njihovoj ulozi u nastanku gojaznosti,
insulinske rezistencije, dijabetesa, kardiovaskularnih oboljenja, ali 1 razvoju tumora.

Makrofagi su heterogena populacija celija koje odlikuje izuzetna plasticnost, $to im
omogucava odlicnu adaptaciju na okolnu sredinu i adekvatno delovanje. Postoje dva tipa
makrofaga, M1 (klasicno aktivirani) ili proinflamacijski makrofagi, i M2 (alternativho
aktivirani), anti-inflamacijski ili reparacijski makrofagi (Mantovani i sar., 2004; Gordon i
Taylor, 2005; Stojanovi¢ i Najman, 2016). Ravnoteza izmedu M1 i M2 makrofaga u
masnom tkivu je bitna za ocuvanje normalne funkcije adipocita i homeostazu tkiva i svaka
promena u toj ravnotezi i neadekvatnom funkcionisanju makrofaga se povezuje sa
nastankom mnogih bolesti (Suganami i Ogawa, 2010; Sun i sar., 2011; Stojanovi¢ i
Najman, 2016). M1 makrofagi produkuju proinflamacijske citokine i druge molekule koji
imaju ulogu u odbrani, ali pri tome mogu dovesti do destrukcije Celija i tkiva bududi da
produkuju razlicite enzime koji vrse digestiju tkiva. Klasicno aktivirani ili M1 makrofagi se
odlikuju ekspresijom molekula kao sto su CD11c, CD40, CD80, CD86, CCR7 i druge, kao
i sekrecijom proinflamacijskih citokina TNF-o, IL-6, IL-12, IL-18, 1L.-23 i drugih (Vogel i
sar., 2014; Stojanovi¢ i Najman, 2016). Alternativno aktivirani ili M2 makrofagi su

reparacijski makrofagi koji produkcijom anti-inflamacijskih citokina stimuliSu procese
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zarastanja rana, reparacije i regeneracije tkiva. Alternativno aktivirani makrofagi se odlikuju
ekspresijom molekula kao $to su CD163 i CD206, kao i sekrecijom anti-inflamacijskih
citokina kao s§to su IL.-4 1 IL.-10 (Vogel i sar., 2014; Stojanovi¢ i Najman, 2016). M2
makrofagi se mogu podeliti na minimalno tri podtipa prema fenotipu i funkciji koju imaju, 1
to su M2a, M2b i M2c, koji su prisutni u razlicitim fazama procesa regeneracije i reparacije

tkiva.
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Slika 4. Sematski prikaz ekspanzije masnog tkiva hiperplazijom i hipertrofijom. Adaptirano iz: Fischer-
Posovszky i sar. 2018.

Gojaznost se opisuje kao hronicna inflamacija masnog tkiva u kojoj dolazi ekspanzije
masnog tkiva i predstavlja vrlo ozbiljan i tezak zdravstveni problem danasnjeg vremena koji
za posledicu ima negativan uticaj na rad ostalih organa u telu. Ekspanzija masnog tkiva se
odigrava na racun hiperplazije (uvecanja broja adipocita iz prekursorskih celija) i
hipertrofije (uvecanja volumena postoje¢ih adipocita) (Fischer-Posovszky i sar., 2018)
(Slika 4).

U slucaju gojaznosti ekspanzija masnog tkiva se vrsi na racun hipertrofije tkiva, $to

dovodi do nekroze adipocita i njihove smrti sa posledicnim oslobadanjem slobodnih
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masnih kiselina za koje se zna da su jedan od mogucih induktora M1 polarizacionog stanja
makrofaga (Nguyen i sar., 2007; Sun i sar., 2011; Stojanovi¢ i Najman, 2016).
Hipertrofi¢ni adipociti pojac¢ano luce proinflamacijske citokine kao i MCP-1 (eng. monocyte
chemoattractant protein-1) koji privlace monocite iz cirkulacije u masno tkivo u kojem se
nagomilavaju 1 diferentuju u M1 makrofage (Weisberg i sar., 2003; Choe i sar., 2016,
Fischer-Posovszky i sar., 2018). Ovi makrofagi se zatim okupljaju oko hipertroficnih i
nekroticnih adipocita i formiraju strukture nalik krunama (eng. crown-like structures — CLS)
(Cinti i sar., 2005). Pored infiltracije makrofaga, koji u masnom tkivu gojaznih osoba
dobijaju M1 polarizaciono stanje, pokazano je i da u sluc¢aju gojaznosti dolazi do promene u
fenotipu rezidentnih makrofaga u masnom tkivu pri ¢emu oni prelaze iz M2 anti-
inflamacijskog stanja u proinflamacijsko M1 polarizaciono stanje (Lumeng i sar., 2007). U
masnom tkivu tada postoji disbalans izmedu M1 i M2 makrofaga pri ¢emu dominiraju M1
makrofagi 1 druge inflamacijske celije (Choe i sar., 2016) (Slika 5) $to vodi razvoju
insulinske rezistencije i drugih metabolickih poremecaja kako lokalno u masnom tkivu tako
1 sistemski. Postoje indikacije da su u komunikaciju makrofaga i adipocita, kao i promene u
njithovom fenotipu u masnom tkivu, ukljuceni redoks mehanizmi pa bi se modulacijom
redoks metabolizma u masnom tkivu mogla prevenirati ili ¢ak leciti insulinska rezistencija i

metabolicki sindrom (Jankovic i sar., 2015b).

Normalno masno tkivo Gojazno masno tkivo
anti-inflamacijske - proinflamacijske anti-inflamacijske < proinflamacijske
elije = elije Celije > celije
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Slika 5. Ravnoteza izmedu imunskih celija u homeostazi i disfunkciji masnog tkiva. Adaptirano iz: Choe i
sar. 2016.
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Imajuéi u vidu da je jedan od potencijalnih uzroka i mehanizama nastanka tumora
upravo inflamacija koja nastaje u tkivu, poremecena ravnoteza izmedu M1 i M2 makrofaga
moze imati kljucnu ulogu u nastanku tumora masnog tkiva. Uloga makrofaga u razvoju
benignih i malignih tumora masnog tkiva jos uvek nije dovoljno poznata, ali se zna da su
oni kljucni akteri mnogih procesa u masnom tkivu usled njihove prisne komunikacije sa

adipocitima pa je stoga njthova uloga u razvoju ovih tumora vrlo izvesna.

1.2. TUMORI MASNOG TKIVA

Tumori masnog tkiva predstavljaju najc¢eS¢e tumore mekih tkiva i mogu biti benigni

(ipomi) i maligni (liposarkomi).

1.2.1. Lipomi

Lipomi su benigni tumori masnog tkiva koji predstavljaju jednu od najceséih
neoplazmi mekih tkiva mezenhimskog porekla (Mohammed i sar., 2014; Omonte i sar.,
2016), sa jos uvek nedovoljno razjasnjenom etiologijom i patogenezom. Smatra se da jedan
procenat svih ljudi u populaciji ima ovaj oblik tumora mekog tkiva (Enzinger i Weiss,
1995). Lipomi se mogu se javiti u bilo kom periodu zivota i nezavisno od pola. Najcesce se,
medutim, lipomi javljaju kod ljudi srednjih godina, izmedu 40. i 60. godine Zivota sa pikom
sar., 2014; Johnson i sar., 2018), ali se mogu javiti i u ranijem periodu zivota. Lipomi se
mogu javiti 1 kod dece i takvi lipomi se nazivaju lipoblastomi.

Lipomi se javljaju i kod muskaraca i kod Zena. Neki autori smatraju da je veca
ucestalost lipoma kod Zena (Mohammed i sar., 2014; Engin i sar., 2015) dok drugi
navode da su lipomi ucestaliji kod muskaraca (Sandberg, 2004; Dei Tos, 2010; Derin i
Yaprak, 2017; Johnson i sar., 2018). Autori koji ukazuju na vecu ucestalost potkoznih
lipoma kod Zena, objasnjavaju to ve¢om kolicinom potkoznog masnog tkiva kod Zena u
odnosu na muskarce (Engin i sar., 2015).

Lipomi se mogu javiti na gotovo svim anatomskim lokalizacijama, na glavi, vratu,
ekstremitetima i trupnom delu tela (Mentzel i Fletcher, 1995). Najcesce se mogu naci

lokalizovani u potkoznom masnom tkivu, ali i intramuskularno, u telesnim Supljinama 1i
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unutra$njim organima (Ingari i Faillace, 2004; Mohammed i sar., 2014). Lipomi koji su
lokalizovani na ekspremitetima se cesce javljaju na gornjim nego na donjim ekstremitetima.
Lipomi mogu biti pojedinacni (solitarni), $to je najcesce slucaj, ili se mogu nac¢i u veéem
broju kao multiple generalizovane lipomatoze ili multiple simetricne lipomatoze. Smatra se
da otprilike 5% svih pacijenata sa lipomima ima multiple lipome (Sandberg, 2004; Dei
Tos, 2010). Postoje podaci da se u oko 20% slucajeva lipomi javljaju u predelu glave i
vrata, 1-4% u usnoj duplji, a u ostalim slucajevima mogu se javiti na razlicitim
lokalizacijama i mogu dosta varirati u velicini (Zavan i sar., 2015). Lipomi su najcesce
malih dimenzija, do 5 cm ili od 5 do 10 cm, ali mogu narasti 1 dostici vise od 10 cm kada se
nazivaju dzinovskim lipomima (Derin i Yaprak, 2017).

Lipomi mogu biti, iako retko, udruzeni sa drugim poremecajima ili su jedan od
njihovih simptoma, kao $to je u slucajevima multiple nasledne lipomatoze, Gardnerovog
sindroma, Derkumove bolesti (adiposis dolorosa) i Madelungove bolesti.

Lipomi uglavnom sporo rastu, mogu biti difurzni ili inkapsulirani, mogu dosta varirati
u velicini 1 pokazuju veliku heterogenost u celijskim populacijama koje su prisutne u tkivu
(Mentzel i Fletcher, 1995; Marques i Garcia, 1997). Lipomi su uglavnom dobro
ogranicene lobulirane mase koje imaju tanku fibroznu kapsulu koja ih jasno odvaja od
okolnog tkiva (Johnson i sar., 2018). Lipomi se klinicki opisuju kao asimptomatske,
bezbolne nakupine masnog tkiva koje mogu biti povrsinske i dubinske, pri cemu
povrsinske pri palpaciji imaju ¢vrstu konzistenciju i cesto su pokretne (Johnson i satr.,
2018). Smatra se da je ucestalost lipoma mnogo veca od onog Sto se moze naci u literaturi,
jer su asimptomatski i ne obraca se paznja na njih zbog benignog karaktera i uglavnom se
uklanjaju iz estetskih razloga ili ukoliko se nalaze na mestu na kojem izazivaju bol
pritiskajuci neke druge tkivne strukture. Iz hirurske perspektive lipomi se mogu podeliti na
dva tipa, inkapsulirani i ne-inkapsulirani (difuzni) u odnosu na prisustvo ili odsustvo
fibrozne kapsule koja odvaja tkivo lipoma od okolnog tkiva (Chang i sar., 2018).

U literaturi je opisano nekoliko tipova lipoma koji se medusobno razlikuju po stepenu
diferentovanosti Celija i njihovom broju, kao i po prisustvu razlicitih tipova celija i tkivnih
struktura. Lipomi se sastoje od zrelih adipocita pri ¢emu postoje vrlo razli¢iti nalazi o
stepenu variranja ovih adipocita u veli¢ini i obliku u odnosu na adipocite normalnog
(netransformisanog) masnog tkiva. Neki autori opisuju da su adipociti u lipomima sa

minimalnim ili bez varijacija u obliku i veli¢ini u odnosu na normalno masno tkivo, i da se
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ne uocavaju atipicni nukleusi u adipocitima (Araujo-Vilar i sar., 2012), sto je slucaj kod
malignih tumora masnog tkiva.

Postoje mnoge benigne histoloske varijante lipoma koje se opisuju na osnovu vrste
tkiva koja je prisutna u lipomu, pored komponenata klasicnog belog masnog tkiva, i to su:
klasican lipom (koji je najsli¢niji normalnom masnom tkivu i najucestaliji), fibrolipom,
angiolipom, miolipom, miksolipom, vretenastocelijski lipom, pleomorfni lipom,
osteolipom, hondrolipom, hibernom i lipoblastom (Mentzel i Fletcher, 1995; Nielsen i
Mandabhl, 2002; Dei Tos, 2010). Poslednji objavljeni podaci ukazuju na postojanje novih
tipova lipoma kao §to su anizometrijski/displastiéni lipom (eng. anisometric cell/ dysplastic
lipoma — ACDL) i atipicni vretenastocelijski lipomatozni tumor (eng. atypical spindle cell
lipomatous tumor - ASLT) (Chrisinger, 2019).

Multipla simetri¢na lipomatoza (eng. multiple symmetric lipomatosis - MSL) je sindrom koji
se karakterise difuznim prekomernim uvecanjem depoa masnog tkiva (lipomatoze) oko
vrata, ramena ili drugih delova tela. Cesto ukazuje na Madelungovu bolest i uglavnom je
udruzena sa perifernom neuropatijom (Araujo-Vilar i sar., 2012). Postoje podaci da su u
osnovi MSL. mutacije u mitohondrijskoj DNK (mtDNK) i cesto je naslednog karaktera
(Arautjo-Vilar i sar., 2012). Fenotip masnog koji se razvija u MSL nije dovoljno istrazen ali
postoje nalazi da se sastoji od unilokulusnih i multilokulusnih adipocita, dok je morfologija
mitohondrija slicnija slabo aktivnom BAT nego klasicnom WAT (Aratjo-Vilar i sar.,
2012).

Jos uvek se ne zna tacan uzrok i mehanizam nastanka ovih tumora i nema dovoljno
podataka o njihovim karakteristikama. Jedan od potencijalnih uzroka nastanka lipoma moze
biti povreda ili trauma odredenog dela tela pri ¢emu dolazi do stvaranja lipomatozne mase
na mestu povrede. Navodi se da to moze biti jedan od uzroka samo kada trauma izazove
nekrozu adipocita i posledi¢nu lokalnu inflamaciju, $to kona¢no dovodi do formiranja
lipoma (Aust i sar., 2007).

Postoje podaci o udruzenosti nekih germinativnih mutacija u RB7 genu kao i
tRNA(Lys) u mtDNK sa pojavom multiplih lipomatoza (Aratjo-Vilar i sar., 2012). Smatra
se takode da HMGAZ2 gen (eng. high-mobility group AT-hook 2- HMGAZ2), koji se nalazi na
kracem kraku 12. hromozoma, igra znacajnu ulogu u nastanku lipoma, 1 u mnogim

tipovima lipoma je opisana njegova amplifikacija (Johnson i sar., 2018).
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Prva istrazivanja potencijalnih uzroka koji dovode do nastanka lipoma ukljucivala su
citogenetsku analizu pri ¢emu je pokazano da u osnovi patogeneze lipoma leze razne
hormozomske aberacije, pored genskih mutacija. Najées¢e aberacije koje se smatraju
uzrokom nastanka lipoma su translokacije sa rearanzmanom koje uklju¢uju hromozom 12 i
to region 12q13-15 (Sandberg, 2004). U skoro 25% lipoma koji pripadaju ovoj
citogenetskoj podgrupi, najucestalija translokacija je t(3;12)(q27-28;q13-15). Osim ovih
aberacija, insercije u regionu 12q13-15 su takode zapazene. Hromozomi koji su najcesée
ukljuceni u ove procese su pored hromozoma 12 jos i hromozom 1, 3 i 21 iako je pokazano
da svi hromozomi, ukljucujuc¢i X 1 Y mogu da ucestvuju u nastanku translokacija 1 insercija
sa hromozomom 12 kada su u pitanju tumori masnog tkiva (Sandberg, 2004). Pored
abnormalnosti 12q13-15 koje su zapazene u oko 59% - 65% lipoma, pronadene su i delecije
13q (oko 10%), ring hromozomi, rearanzmani 6p21-23 (oko 5%), 11q13 1 1p36 (Bridge i
Cushman-Vokoun, 2011; Chrisinger, 2019). Postoji veliki broj studija koje su se bavile
citogenetskom analizom klasicnih lipoma 1 pokazano je da su najceséi rearanzmani u
hromozomu 12 koji ukljucuju deo 12q14-15 i koji rezultuju promenama u ekspresiji
HMGAZ2 gena (Bridge i Cushman-Vokoun, 2011). Pronadeno je da se u tumorima
masnog tkiva u kojima su prisutne strukture sa vretenastocelijskim karakteristikama, kao $to
su vretenastocelijski lipom, pleomorfni lipom 1 atipicni vretenastocelijski lipomatozni
tumor, kao genetske promene javljaju delecije u regionu 13q14 sto dovodi do potpunog ili
polovi¢nog gubitka funkcije RB7 gena (McCarthy i Chetty, 2018; Schaefer i Hornick,
2018).

Lipomi mogu u odredenim slucajevima da predu u malignu formu i da daju
liposarkome, maligne tumore masnog tkiva. Lipomi kao benigni tumori ne metastaziraju
dok je pojava recidiva moguca i lokalna je (Bridge i Cushman-Vokoun, 2011), tj. recidivi
se javljaju na mestu na kojem je lipom primarno bio lokalizovan. Recidivi se uglavnom
javljaju u slucaju difuznih lipoma kada je tesko odrediti granicu lipoma i okolnog masnog
tkiva. Maligna transformacija lipoma iako je moguca, prema navodima u literaturi retko se
desava.

Tako su lipomi vtlo ucestali tumori mekih tkiva, nema dovoljno podataka o njihovim
molekularnim karakteristikama, kao i potencijalnim mehanizmima njithovog nastanka,

najverovatnije zato §to ne ugrozavaju direktno zivot pacijenata ve¢ vise predstavljaju
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estetski problem, i cesto se na osnovu klinickog pregleda uklanjaju, bez slanja na

patohistolosku analizu dok su molekularne analize izuzetno retke.

1.2.2. Liposarkomi

Liposarkomi su maligne neoplazme masnog tkiva koje predstavljaju najéesce sarkome
mekih tkiva kod odraslih ljudi, ¢ineci oko 20% svih sarkoma (Mentzel i sar., 2010). Postoji
pet podgrupa liposarkoma koje su opisane do danas i tu spadaju dobro-diferentovani
liposarkom/atipi¢ni lipomatozni tumor (eng. well-differentiated liposarcoma/ atypical lipomatous
tumor — WDL/ALT), dediferentovani liposatkom (eng. dedifferentiated liposarcoma), miksoidni
liposarkom, pleomorfni liposarkom i retki liposarkom mesovitog tipa (Mentzel i sar.,
2010), pri cemu dobro diferentovani liposarkom (WDL) ¢ini 40% do 45% svih liposarkoma
(Nielsen i Mandahl, 2002; Dei Tos, 2010).

Ono sto karakteriSe liposarkome i $to ih dijagnosticki razdvaja od benignih tumora
(lipoma) je to da imaju tendenciju brzog rasta, znatno su vecih dimenzija od lipoma, cesto
su difuzni bez fibrozne kapsule koja ih jasno odvaja od okolnog masnog tkiva i mogu biti
vrlo vaskularizovani. Odlikuju ih takode i cesti recidivi nakon uklanjanja upravo zbog toga
$to nisu jasno ograniceni kapsulom pa je velika verovatnoca da se ne uklone u potpunosti
(Mentzel i sar., 2010; Chrisinger, 2019). Liposarkomi se po histoloskoj gradi mogu jasno
razlikovati od lipoma prema prisustvu atipicnih oblika adipocita i atipi¢nih oblika njihovih
jedara. Jedna od glavnih strukturnih karakteristika liposarkoma je prisustvo velikog broja
razlicitih tipova stromalnih celija koje su Cesto atipicnog izgleda (Mentzel i sar., 2010;
McCarthy i Chetty, 2018; Chrisinger, 2019). Dijagnoza liposarkoma je ponekad otezana
u slucajevima dobro-diferentovanog liposarkoma jer pokazuje dosta slicnosti sa atipi¢nim
lipomima koji imaju strukture 1 vretenastocelijskih i pleomorfnih lipoma, u kojima se mogu
nadéi takode vretenaste celije i razliciti oblici adipocita. U tom slucaju se diferencijalna
dijagnoza vrsi analizom molekularnih markera i imunohistohemijskom detekcijom
tumorskih markera uz postojecu klinicku sliku. Genetski poremecaji koji su uoceni u WDL
i ALT/WDL su amplifikacije gena MDM2, CDK4, HMGA?Z usled aberacija hromozoma 12
u regionu 12q13—-15 (McCarthy i Chetty, 2018; Schaefer i Hornick, 2018; Chrisinger,
2019).
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1.3. MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE IZ MASNOG TKIVA

Mezenhimskim maticnim Celijama (eng. mesenchymal stem cells — MSCs) izolovanim iz
masnog tkiva se u danasnje vreme posvecuje sve veca paznja i vrlo je atraktivna njihova
potencijalna primena u oblasti tkivhog inzenjerstva i regenerativne medicine. Atraktivnost
ovih celija se ogleda u njihovoj dostupnosti i potencijalu koji imaju, kao i mogucnosti
dobijanja ovih ¢elija u velikom broju iz potkoznog masnog tkiva koje je u velikoj meri
prisutno kod ljudi.

Maticne celije iz masnog tkiva (eng. adipose-derived stem cells — ADSCs) su adultne
mezenhimske mati¢ne Celije poreklom iz masnog tkiva koje pokazuju veliku morfolosku i
funkcionalnu slicnost sa MSCs iz kostne srZi, ali sa dodatnim karakteristikama koje im daju
prednost u primeni (Mizuno i sar., 2012), kao §to su laka dostupnost 1 neinvazivne metode
izolacije. ADSCs se mogu izolovati iz veoma obilnog i lako dostupnog masnog tkiva u
velikom broju primenom minimalne invazivne procedure, ili iz liposukcijskih aspirata ili iz
biopsija masnog tkiva (Bunnell i sar., 2008). Ove ¢elije poseduju karakteristike koje ih ¢ine
odlicnim kandidatima za primenu u tkivhom inzenjerstvu i regenerativhoj medicini
(Gimble i sar., 2007). Primena ADSCs u tkivhom inzenjerstvu 1 regenerativnoj medicini je
veoma obecavaju¢a zbog potencijala ovih Celija za samoobnavljanjem, dobrog
proliferativnog kapaciteta i odli¢cnog potencijala za diferencijaciju u brojne tipove celija kao
$to su adipociti, osteoblasti, hondrociti 1 endotelne Celije, $to je od posebnog znacaja i za
tkivno inzenjerstvo kosti 1 mekih tkiva (Gimble, 2007; Baer i Geiger, 2012; Cvetkovic€ i
sar., 2015; Najdanovi¢ i sar., 2015; Najman i sar., 2016; Najdanovi¢ i sar., 2016).
Pokazano je da se ADSCs mogu uspesno diferentovati u Celije sva tri klicina lista
(ektoderm, mezoderm i endoderm) §to znaci da se mogu smatrati pluripotentnim i zato su
pogodni kandidati za Siroku primenu u raznim oblastima biomedicinskih nauka (Baer i
Geiger, 2012).

Pored sposobnosti da se diferentuju u razlicite tipove celija kao i njihovog
regenerativnog potencijala, ono §to znacajno pro$iruje polje primene ovih celija jeste
imunomodulacijska aktivhost ADSCs, kao 1 MSCs uopste, narocito u lecenju inflamacijskih
bolesti i autoimunskih poremecaja (Bernardo i Fibbe, 2013; Leto Barone i sar., 2013;
Kyurkchiev i sar., 2014; Wang i sar., 2018). MSCs mogu da ispolie svoju

imunomodulacijsku aktivnost direktnim kontaktom sa ¢elijama imunskog sistema ili putem
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sekretornih produkata (English, 2013). MSCs mogu ispoljiti i anti-inflamacijska 1
proinflamacijska svojstva, $to zavisi od faktora mikrosredine koji deluju na MSCs.
Sekretom MSCs 1 njihova aktivhost variraju u zavisnosti od aktivacijskog stanja celija,
citokina i drugih molekula kojima su MSCs izlozene (Uccelli i de Rosbo, 2015). Pokazano
je da proinflamacijski stimulusi pojacavaju sekreciju anti-inflamacijskih faktora od strane
MSCs sto predstavlja jedan od mehanizama njihovog delovanja (Regulski, 2017). Kada
dode do ostecenja tkiva, usled traume ili povrede, to je praceno poizvodnjom
proinflamacijskih faktora koji indukuju migraciju razlicitih tipova ¢elija, ukljucujuci i MSCs,
do ostecenog mesta. MSCs zatim odgovaraju na ove stimuluse tako $to produkuju anti-
inflamacijske citokine i razlicite faktore rasta koji pomazu oste¢enom tkivu da zaraste (Shi i
sar., 2012; Ma i sar., 2014). Suprimirajudi inflamaciju nastalu usled osteéenja tkiva, MSCs
stimuliSu proces reparacije tkiva (Guillén i sar., 2018). Kada je u pitanju
imunomodulacijska aktivnost MSCs, najvise objavljenih rezultata odnose se na
imunosupresivou aktivnost MSCs, koja uz slabu imunogenost, ¢ini ove celije dobrim
kandidatima za transplantaciju bez potrebe za podudaranjem davaoca i recipijenta
(Regulski, 2017).

MSCs mogu biti indukovane na proizvodnju proinflamacijskih stimulusa i da
promovisu imunski odgovor, a ne samo da indukuju imunosupresiju, sto je uglavnom
orkestrirano 1 zavisno od mikrookruzenja i inflamacijskog statusa tkiva (Ma i sar., 2014).
Objavljeni su nalazi da ADSCs sekretuju razne solubilne faktore kao $to su citokini,
hemokini i faktori rasta, konstitutivnho i kada su stimulisane raznim molekulima, i u
uslovima 7z vitro 1 u uslovima 7z vivo (Shi i sar., 2012; English, 2013; Kyurkchiev i sar.,
2014, Ma i sar., 2014; Madrigal i sar., 2014). Pored ovih faktora, MSCs, pa i ADSCs,
sekretuju egzozome i mikrovezikule koje sadrze razlicite bioloski aktivhe molekule kao §to
su miRNK; lipidni molekuli i razni proteini (Baglio i sar., 2012; Madrigal i sar., 2014).
Objavljeni podaci o sekretornim produktima MSCs ukazuju na mogucnost razvoja
bezcelijskih terapijskih strategija koje se baziraju na sekretomu MSCs kao alternativa
klasi¢noj ¢elijskoj terapiji (Baglio i sar., 2012; Madrigal i sar., 2014; Vizoso i sar., 2017).
Efekti ADSCs na zarastanje rana su objavljeni u razlicitim modelima 7 vitro i in vivo. ADSCs
mogu ispoljiti svoje efekte na zarastanje rana na dva nacina, direktnim delovanjem preko

njihove diferencijacije u fibroblaste, keratinocite, osteoblaste i druge Celije u tkivima na koje
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deluju, ili preko sekretornih produkata prisutnih u kondicioniranim medijumima ADSCs

(Shingyochi i sar., 2015).

1.4. MEZENHIMSKE MATICNE CELI]E IZ LIPOMA

MSCs su prisutne, kako u normalnom (netransformisanom) masnom tkivu, tako i u
tumorima masnog tkiva i smatra se da mogu biti odgovorne za razvoj ovih tumora.
Nekoliko istrazivackih grupa je pokazalo da ove Celije imaju slicne karakteristike kao i
MSCs iz netransformisanog masnog tkiva, da poseduju specificne markere za MSCs 1 da se
mogu diferentovati u adipocite, osteoblaste i hondrocite (Lin i sar., 2007; Suga i sar.,
2009). Takode, postoje studije u kojima je pokazano da se ekspresija specificnih markera
proliferacije i diferencijacije u lipomu i normalnom masnom tkivu razlikuje (Zavan i sar.,
2015), pa se namece pitanje u kojim su sve karakteristikama i u kojoj meri ove Celije zaista
slicne.

Rezultati nekoliko studija ukazuju na to da je tkivo lipoma dobar izvor mati¢nih celija
koje bi se mogle koristiti u regenerativnoj medicini (Lin i sar., 2007; Suga i sar., 2009;
Tremp i sar., 2016), smatrajuci lipome ,,beskorisnim tkivom® koji bi se mogli iskoristiti u
tkivhom inzenjerstvu i regenerativnoj medicini (Lin i sar., 2007). Postoje studije u kojima
je radena izolacija 1 karakterizacija MSCs iz lipoma, tzv. LDSCs (eng. /ipoma-derived stem cells
— LDSCs) 1 pokazano je da su ove celije vrlo slicne ADSCs u nekim karakteristikama (Suga
i sar., 2009). Pokazano je da je potencijal LDSCs da proliferisu slican ADSCs, da
eksprimiraju karakteristiche MSCs markere, kao i da se mogu diferentovati u adipocite,
osteoblaste 1 hondrocite isto kao i ADSCs (Lin i sar., 2007; Suga i sar., 2009; Makiguchi
i sar., 2013; Tremp i sar., 2016). Skoro svi publikovani rezultati istrazivanja ukazuju na to
da LDSCs imaju isti potencijal za diferencijaciju u osteoblaste i adipocite kao i ADSCs, dok
je u jednoj studiji pokazano da su proliferacioni potencijal i neke fenotipske karakteristike
LDSCs razlicite u odnosu na ADSCs (Qian i sar., 2010). Postoje podaci o formiranju
struktura nalik kostnom i hrskavicavom tkivu u lipomima kao 1 o osifikaciji lipoma u
razlicitim delovima tela (Val-Bernal i sar., 2007), pri ¢emu se smatra da su za formiranje
tih struktura odgovorne maticne Celije u tkivu lipoma (Sunohara i sar., 2012), sto ukazuje

na potencijalnu ulogu ovih ¢elija u patogenezi lipoma (Makiguchi i sar., 2013).
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Upotreba LDSCs moze biti veoma atraktivna jer bi predstavljala tzv. ,recikliranje
beskorisnog tkiva® i njegovu primenu u regenerativnoj medicini. Rezultati malog broja
sprovedenih studija su pokazali da se mati¢ne Celije izolovane iz lipoma mogu koristiti kao
potencijalno sredstvo u regenerativnoj medicini zbog slicnosti sa ADSCs u pogledu
kapaciteta za proliferaciju i diferencijaciju. Medutim, pored toga sto se radi o malom broju
sprovedenih studija koje su se bavile ispitivanjem ovih celija, nedostaci se ogledaju i u tome
§to je radeno sa svega par uzoraka tkiva lipoma po studiji, kao i u izostanku adekvatnog
poredenja karakteristika ovih ¢elija sa ¢elijama iz netransformisanog masnog tkiva, u istim
eksperimentalnim uslovima. Stoga je detaljnija karakterizacija LDSCs na molekularnom
nivou neophodna za verodostojne zakljucke o njihovoj sli¢nosti ili razlikama sa ADSCs i
njthovoj potencijalnoj primeni, kao i za razjasnjenja njihove uloge u nastanku lipoma kao

benignih tumora masnog tkiva.
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Lipomi su benigni tumori masnog tkiva koji ne ugrozavaju zivot pacijenata, ali
mogu predstavljati veliki estetski problem. Ukoliko krene njihova ubrzana ekspanzija i
ukoliko se pojave u blizini pojedinih organa, lipomi mogu ometati njihovo normalno
funkcionisanje. Etiologija i patogeneza lipoma, kao i molekularni mehanizmi koji su u
osnovi nastanka ovih tumora masnog tkiva, jo§ uvek nisu dovoljno poznati. Iako ima
podataka o citogenetskim poremecajima koji dovode do razvoja lipoma, nacin na koji se to
odrazava na disfunkciju masnog tkiva i transformaciju ka benignim tumorima, jos uvek nije
poznat. Postoje indikacije da su povreda i trauma masnog tkiva, sa posledichom
inflamacijom, jedan od mogucih uzroka ali to nije odgovor na pitanje koji je mehanizam
nastanka lipoma koji se mogu naéi u telesnim supljinama i pojedinim organima. Literaturni
podaci o lipomima su kontradiktorni, jedni autori navode da se ekspresija odredenih
markera u lipomima razlikuje od netransformisanog (normalnog) masnog tkiva, dok drugi
navode da je ekspresija tih istth markera u lipomima vrlo slicha netransformisanom
masnom tkivu. U vecini do sada sprovedenih studija ispitivane su miltiple simetricne
lipomatoze koje se razlikuju u mnogim aspektima od klasi¢nih lipoma koji su bili predmet
istrazivanja malog broja studija. Takode, u sprovedenim studijama je uglavnom ispitivan
mali broj uzoraka, cesto nije navodena njihova lokalizacija, a u mnogima nedostaje
poredenje sa netransformisanim masnim tkivom. Imajuci u vidu da su lipomi najcesci
benigni tumori mekih tkiva, da su jo§ uvek nepoznati mehanizmi koji dovode do njihovog
nastanka, kao 1 da ne postoje podaci o njihovom molekularnom profilu i morfoloskim
karakteristikama u zavisnosti od lokalizacije i tipa lipoma, predmet dela ove doktorske
disertacije je morfoloska i molekularna karakterizacija lipoma sa razlic¢itth anatomskih
lokalizacija, oba pola ispitanika kao 1 poredenje sa potkoznim belim masnim tkivom
(scWAT) sa razlicitth anatomskih lokalizacija, oba pola, kako bi se doprinelo sagledavanju

potencijalnih mehanizama ukljucenih u proces nastanka lipoma.

Postoje indikacije da mati¢ne Celjje iz lipoma mogu imati primenu u regenerativnoj
medicini, a pripisuje im se 1 uloga u nastanku osteolipoma i hondrolipoma imajudi u vidu
osteogeni 1 hondrogeni potencijal mati¢nih ¢elija. Medutim, podaci u literaturi o
karakteristtkama MSCs iz lipoma (LDSCs) i razlikama sa MSCs iz masnog tkiva (ADSCs)
su vtlo oskudni i kontradiktorni. Dok neki autori tvrde da nema razlika u potencijalu

LDSCs za diferencijaciju u odnosu na ADSCs, drugi smatraju da postoje razlike u
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proliferativnom potencijalu i ekspresiji odredenih markera MSCs. Veliki nedostatak ovih
studija je oskudna metodologija, jer je sposobnost ovih celija da se diferentuju u osteoblaste
1 adipocite procenjivana samo na osnovu citohemijskih bojenja, a bez analize ekspresije
gena i proteina specifi¢nih za proces diferencijacije. Takode, nedostaje adekvatno poredenje
LDSCs sa ADSCs, ispitivanih pod istim uslovima i detaljna molekularna karakterizacija
ovih ¢elija. Uz to publikovani su rezultati za vrlo mali broj ispitivanih uzoraka i od vrlo
razlicitih tipova lipoma. Stoga je predmet dela ove doktorske disertacije sveobuhvatno
ispitivanje morfoloskih, molekularnih i funkcijskih karakteristika izolovanih ¢elija iz lipoma
(LDSCs) wuzetih sa razlicitth anatomskih lokalizacija ispitanika oba pola, ukljucujuci
ispitivanje potencijala za diferencijaciju u adipocite 1 osteoblaste kao i interakcija LDSCs sa
makrofagima i fibroblastima u uslovima 7z wifro. Sve karakteristike LDSCs su ispitivane i
poredene sa ADSCs izolovanim iz scWAT pod istim uslovima. Ovo istrazivanje je prema
nasim saznanjima prvo koje obuhvata detaljnu karakterizaciju Celija izolovanih iz lipoma.
Dobijeni rezultati mogu ukazati na mogucnosti i ogranicenja terapijske primene ovih celija i
ukazati na potencijalno nova polja primene, a takode mogu dati bolji uvid u celijske 1

molekularne mehanizme nastanka lipoma koijt bi ukljucivali LDSCs.

U skladu sa iznetim Cinjenicama i predmetom istraZivanja ove doktorske

disertacije, postavljeni su sledeci ciljevi:

e Ispitati karakteristike mezenhimskih mati¢nih éelija izolovanih iz lipoma (ILDSCs) i

uporediti ih sa mezenhimskim mati¢nim Celijama iz potkoznog belog masnog tkiva

(ADSCs) kroz:

- ispitivanje fenotipskih karakteristika LIDSCs i poredenje sa ADSCs u istim
uslovima, $to podrazumeva izolaciju, kultivaciju i analizu morfologije ¢elija u
standardnim uslovima za kultivaciju zz vitro, ispitivanje njihovog proliferativhog
potencijala, kao i analizu ekspresije specificnih povrsinskih markera mati¢nih
celija;

- ispitivanje molekularnog profila LDSCs analizom ekspresije gena markera
maticnih ¢elija, gena karakteristicnih za proces osteogeneze i adipogeneze i gena

ukljucenih u proces inflamacije;
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- ispitivanje potencijala LDSCs da se diferentuju u adipocite i osteoblaste u
kulturi 7z vitro primenom morfoloskih 1 molekularnih metoda i analiza (analiza
ckspresije gena 1 proteina karakteristicnih za adipogenu i osteogenu
diferencijaciju, ispitivanje morfoloskih promena celija u toku diferencijacije kao

1 njihovih sekretornih produkata) i poredenje sa ADSCs u istim uslovima;

- ispitivanje uticaja sekretornih produkata LLDSCs, prisutnih u kondicioniranom
medijumu  kultivisanih ~ ¢elija, na odgovor makrofaga 1 ispitivanje
imunomodulacijske aktivnosti kondicioniranih medijuma LDSCs u sistemu

indirektne ko-kulture 7z vitro, u poredenju sa ADSCs u istim uslovima;

- ispitivanje efekata kondicioniranih medijuma LDCSs na migraciju fibroblasta i
zarastanje rana u sistemu indirektne ko-kulture 2z vitro primenom ,,scratch testa i

poredenje sa efektima ADSCs u istim uslovima;

e Ispitati morfoloske 1 molekularne karakteristike tkiva lipoma i potkoznog belog
masnog tkiva (scWAT) razli¢itih anatomskih lokalizacija primenom sledec¢ih metoda

i analiza:

- analiza ekspresije gena markera mati¢nosti, gena karakteristicnih za adipogenezu

1 osteogenezu, kao 1 gena markera inflamacije, u uzorcima tkiva lipoma i

scWAT;
- histoloska analiza grade tkiva lipoma 1 scWAT standardnim tehnikama bojenja;
- histomorfometrijska analiza veli¢ine adipocita 1 strukture tkiva lipoma i scWAT;

- imunohistohemijska analiza tkiva lipoma i scWAT (analiza ekspresije proteina

karakteristicnih za belo i mrko masno tkivo, odredenih celijskih populacija 1

celijskih struktura);
- ultrastrukturna analiza tkiva lipoma i scWAT;

- analiza hemijskog sastava lipoma i scWAT (analiza ukupnih lipida, proteina,
RNK i DNK) i fizickohemijska karakterizacija primenom Ramanske

spektroskopije;
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e Uraditi uporednu analizu morfoloskih i molekularnih karakteristika uzoraka tkiva
lipoma i scWAT razlicitth anatomskih lokalizacija i analizu polnih i dobnih

karakteristika pacijenata sa lipomima ukljucenih u istrazivanje.
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci tkiva

Uzorkovanje tkiva za potrebe istrazivanja je obavljeno na hirurskim klinikama
Klinickog centra u Nisu. Deo tkiva lipoma je uzorkovan nakon uspostavljanja klinicke
dijagnoze benignog tumora masnog tkiva (lipoma) i hirurskog uklanjanja, dok je biopsija
potkoznog belog masnog tkiva (eng. subcutaneous white adipose tissue — scWAT) uzeta u toku
izvodenja drugih operacija kojima su pacijenti bili podvrgnuti. Sprovodenje istrazivanja je
odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu (brojevi
odluka 01-6481-15 i 12-6316-2/4). Svi pacijenti su pre hirurske intervencije dali pisani
informisani pristanak za uzorkovanje tkiva i ucesée u istrazivanju. Ukupno je analizirano 90
uzoraka tkiva, od toga 50 lipoma i 40 uzoraka scWAT, pacijenata oba pola i starosne dobi
od 21 do 70 godina. U grupi lipoma je bilo 26 osoba muskog 1 24 osobe zenskog pola, dok je
u grupi pacijenata od kojih je uzimano scWAT bilo 16 osoba muskog i 24 osobe zenskog
pola. Tkiva su uzorkovana sa nekoliko lokalizacija na telu kao sto su: glava, usna duplja, vrat,
ruka (nadlaktica 1 podlaktica), noga (nadkolenica i potkolenica), stomak, leda, kuk, koleno i
prepone. Svi pacijenti su imali indeks telesne mase (BMI — body mass index, engl.) manji od 30

$to je iskljucivalo patoloski gojazne pacijente.

3.1.2. Celijske linije

Za potrebe dela 7 vitro istrazivanja su koris¢ene permanentne Celijske linije RAW 264.7 i
1.929. RAW 264.7 je celijska linija misjih makrofaga, koja se najcesée koristi za ispitivanja na
makrofagima. 1.929 je ¢elijska linija misjih fibroblasta koji su najéeséi model fibroblasta koji se
koristi u istrazivanjima zz vitro zbog karakteristika slicnih humanim fibroblastima. Obe ¢elijske

linije vode poreklo iz Americke banke ¢éelija (eng. Awmerican Type Culture Collection - ATCC).
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32. METODI I ANALIZE U ISPITIVANJIMA CELIJSKIH
KULTURA IN VITRO

3.2.1. Izolacija i kultivacija mezenhimskih mati¢nih Celija iz masnog tkiva i

lipoma

Mezenhimske maticne celije iz lipoma (eng. /lpoma-derived stem cells - 1.DSCs) i
normalnog potkoznog belog masnog tkiva (eng. adipose-derived stem cells - ADSCs) su
izolovane enzimskom digestijom tkiva. Uzorci tkiva su iseckani na sitne komade i stavljeni
u 0,1% rastvor kolagenaze I (StemCell Technologies, Kanada), a zatim inkubirani u
vodenom kupatilu na 37 °C u trajanju od 45 do 60 minuta. Enzimska digestija je prekinuta
dodatkom medijuma za kultivaciju celija i tkivni homogenat je vorteksiran i filtriran.
Stromalna vaskularna frakcija (eng. stromal vascular fraction - SVF) Celija u vidu taloga je
dobijena centrifugiranjem homogenata na 1500 rpm u trajanju od 15 minuta,
resuspendovana u standardnom medijumu za kultivaciju celija i stavljena u posude za
kultivaciju celija (25 cm®, Greiner Bio One, Austrija). Standardni medijum (DM) za
kultivaciju Celija se sastoji od medijuma DMEM (eng. Dulbecco's Modified Eagle's medium) sa
dodatkom 10% fetalnog govedeg seruma (eng. fetal bovine serum - FBS), 2 mM stabilnog
glutamina (L-alanil-L-glutamin) 1 1% antibiotik-antimikotik rastvora (penicilin-streptomicin-
amfotericin B). Svi medijumi i dodaci za medijume su od proizvodaca Capricorn Scientific
(Nemacka). Celije su isprane 16 do 18 sati nakon izolacije i zamenjen je medijum kako bi se
uklonile ne-adherentne éelije. Nakon dostizanja 70 - 80% konfluentnosti uradena je prva
pasaza Celija (P1), $to je omoguéilo prec¢iséavanje mezenhimskih mati¢nih celija. Celije su
kultivisane u standardnim uslovima za Celijske kulture sto je podrazumevalo kultivaciju u
inkubatoru na 37 °C, u atmosferi zasi¢enoj vlaznoscu i prisustvu 5% CO,. Zamena
medijuma celijama je vrSena na svaka tri dana. Trodnevni medijumi u kojima su celije
kultivisane neposredno pre druge pasaze (P2) su sakupljani kao kondicionirani medijumi
(eng. conditioned medium - CM) 1 korisceni za dalje analize. Kondicionirani medijumi su do

daljih analiza ¢uvani na -80 °C.
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3.2.2. Analiza celija na svetlosnom mikroskopu

Celije nakon izolacije, tokom kultivacije i diferencijacije, kao i nakon bojenja su
posmatrane i snimane na invertnom svetlosnom mikroskopu Observer Z1 (Catl Zeiss,
Nemacka). Slike su napravljene pomocu kamere AxioCam HR (Carl Zeiss) u programu

ZEN 2 (blue edition) (Catl Zeiss).

3.2.3. ProtoCna citometrija

Ekspresija pozitivnog (CD105) i1 negativnog (CD33) markera mezenhimskih mati¢nih
¢elija je analizirana na protocnom citometru BD LSRFortessa™ u programu BD
FACSDiva™ verzija 8 (BD Biosciences). LDSCs i ADSCs celije druge pasaze (P2)
(neposredno pre diferencijacije) su odlepljene tripsinom, centrifugirane i isprane fosfatnim
puferom (eng. Dulbecco's phosphate-buffered saline - DPBS), a zatim inkubirane sa antitelima u
trajanju od 15 do 20 minuta na 4 °C. Koris¢ena su slede¢a primarna antitela direktno
obelezena fluorohromama: monoklonsko misje anti-CD105 antitelo, koje reaguje sa
humanim CD105, obelezeno PE bojom (Clone 43A4E1, Miltenyi Biotec, Nemacka) 1
monoklonsko misje anti-CIDD33 antitelo, koje reaguje sa humanim CID33, obelezeno APC
bojom (Clone P67.6, 340474, BD Biosciences, SAD). Nakon inkubacije sa antitelima, celije

su isprane, resuspendovane u odgovaraju¢em puferu i analizirane.

3.2.4. Diferencijacija mezenhimskih mati¢nih celija u kulturi

3.2.4.1. Adipogena diferencijacija

Za analizu adipogene diferencijacije su koriséene éelije drugog pasaza (P2). Celije su
odlepliene primenom 0,25 U/mL dispaze u medijumu DMEM/F-12 (StemCell
Technologies) 1 0,05% tripsin-EDTA rastvora (Capricorn Scientific), centrifugirane i broj
celija je odreden na automatskom brojacu celija (Countess™ automated cell counter,
Thermo Scientific, SAD) koriséenjem boje tripan plavo. Posadeno je 5000 éelija po cm” na
sterilne staklene ljuspice u ploce sa 24 otvora (Greiner Bio One), u standardnom medijumu
za kultivaciju Celija (DM), i ostavljene su da se zalepe preko nodi u standardnim uslovima.
Medijum u kojem su celije posadene je zatim zamenjen gotovim medijumom za adipogenu
diferencijaciju (AM) (StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit, Gibco®, Thermo

Scientific) ili standardnim medijumom (DM). Celije su kultivisane 21 dan u medijumima
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AM ili DM, u standardnim uslovima, a zamena medijuma je vrsena na svaka tri do cetiri

dana.

3.2.4.2. Osteogena diferencijacija

Za analizu osteogene diferencijacije su koriscene celije P2. Nakon tripsinizacije,
centrifugiranja i podesavanja gustine, 3000 ¢elija po cm® je posadeno na sterilne staklene
ljuspice u ploce sa 24 otvora, u standardnom medijumu za kultivaciju celija (DM), 1
ostavljene da se zalepe preko noci u standardnim uslovima. Medijum u kojem su celjje
posadene je zatim zamenjen medijumom za osteogenu diferencijaciju (OS) ili svezim
standardnim medijumom (DM). Medijum za osteogenu diferencijaciju je napravljen tako
$to su standardnom medijumu za gajenje Celija (DM) dodati deksametazon (D4902, Sigma,
SAD) u finalnoj koncentraciji 0,1 uM, L-askorbinska kiselina-2-fosfat (49752, Sigma) u
finalnoj koncentraciji 50 uM i B-glicerofosfat (AppliChem, Nemacka) u finalnoj
koncentraciji 2 mM. Ce]jje su kultivisane 16 dana u OS ili DM medijumu, u standardnim

uslovima, a zamena medijuma je vrSena na svaka tri do cetiri dana.

3.2.5. Citohemijska analiza

3.2.5.1. Oil red O bojenje

Prisustvo citoplazmatskih lipidnih tela u LDSCs i ADSCs nakon 21 dan adipogene
diferencijacije je analizirano O Red O bojenjem. Celije su pre bojenja fiksirane u 10%
neutralno-puferisanom formalinu (eng. neutral buffered formalin - NBF) u trajanju od 15
minuta, isprane u DPBS-u, inkubirane u 60% izopropanolu u trajanju od tri minuta, a zatim
narednih 15 minuta u rastvoru O#/ Red O boje. Nakon ispiranja, Celije su kontrastirane
Majerovim hematoksilinom (Bio-Optica, Italija) u trajanju od jednog minuta i fotografisane.
Kvantifikacija lipidnih tela je izvrsena rastvaranjem Oz Red O boje u 100% izopropanolu i
merenjem apsorbance na talasnoj duzini od 450 nm na visekanalnom spektrofotometru

Multiskan Ascent plate reader (ThermoLab Systems, Finska).

3.2.5.2. Alizarin red S bojenje

Detekcija 1 kvantifikacija depozita kalcijumovih soli je izvtSena Alizarin red S (ARS)
bojenjem nakon 16 dana osteogene diferencijacije LDSCs i ADSCs. Pre bojenja celije su

fiksirane u 10% NBF, a zatim inkubirane u 2% rastvoru ARS boje (A5533, Sigma-Aldrich)
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u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi (ST). Celije su zatim isprane i analizirane na
svetlosnom mikroskopu. Kvantifikacija depozita kalcijuma je izvrSena rastvaranjem ARS
boje u 10% rastvoru sircetne kiseline nakon cega je apsorbanca dobijenog rastvora

izmerena na talasnoj duzini od 405 nm.

3.2.5.3. VVon Kossa bojenje

Stvaranje mineralnih depozita tokom 16 dana osteogene diferencijacije LDSCs i
ADSCs potvrdeno je i Von Kossa bojenjem. Nakon fiksiranja u 10% NBF ¢eljje su stavljene
u 2% rastvor srebro nitrata i izlozene UV svetlu u trajanju od 30 minuta na ST. Nakon
ispiranja, Celije su tretirane 5% rastvorom natrijum-tiosulfata u trajanju od 5 minuta, zatim
kontrastirane Nuclear Fast Red bojom (N069.1, Carl Roth, Nemacka) u trajanju od 5 minuta

1 montirane u DPX(06522, Sigma).

3.2.6. Analiza ekspresije proteina

3.2.6.1. Imunocitohemijska analiza

Imunoekspresija adiponektina u LDSCs 1 ADSCs nakon 21 dan adipogene
diferencijacije je analizirana imunocitohemijskim bojenjem celija. Nakon fiksiranja u 10%
NBF i ispiranja, izvrseno je blokiranje endogene peroksidaze i nespecificnog vezivanja
antitela. Celije su inkubirane sa monoklonskim migjim anti-adiponektin antitelom ([19F1],
ab22554, Abcam, UK), razblazenja 1:400 (v:v), preko noci na 4 °C. Detekcija vezivanja
antitela je izvrsena HRP/DAB kitom za detekciju (ab64259, Abcam, UK) prema uputstvu
proizvodaca. Celije su konstrastirane Majerovim hematoksilinom i montirane u

VectaMount Permanent medijum (Vector Laboratories, UK).

3.2.6.2. ELISA test

Merenje sekretornih produkata celija u medijumu u kojem su gajene LDSCs i ADSCs
tokom diferencijacije je izvrSeno ELISA (eng. engyme-linked immunosorbent assay) testovima.
Koncentracija osteoprotegerina (OPG), markera osteoblasta, odredivana je 16. dana
osteogene diferencijacije, dok je koncentracija leptina, markera zrelih adipocita, odredivana
21. dana adipogene diferencijacije. Merenje oba navedena proteina je vr$eno u supernatantu
trodnevnog kondicioniranog medijuma celija. Humani Osteoprotegerin  ELISA kit

(ab100617, Abcam, UK) i humani Leptin ELISA kit (DLP00, RnD systems, SAD) su
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kori¢eni  prema uputstvima proizvodaca. Vrednosti su prikazane kao pg

leptina/osteoprotegetina po mililitru.

3.2.7. Analiza ekspresije gena

3.2.7.1. Iz0lacija RNK

LDSCs 1 ADSCs drugog pasaza (dan 0 u adipogenoj i osteogenoj diferencijacijt), 21.
dana adipogene diferencijacije, kao i 8. i 16. dana osteogene diferencijacije, cuvane su u
RNAlater®-u (Ambion, Thermo Scientific, UK) na -80 °C do izolacije RNK. Ukupna
RNK je izolovana iz Celija koris¢enjem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Nemacka) prema
uputstvu proizvodaca. Uklanjanje rezidualne genomske DNK je sprovedeno na kolonicama
u toku izolacije RNK primenom DNase I RNase-free seta (Qiagen) prema uputsvu.
Koncentracija RNK je odredena neposredno nakon izolacije na aparatu Qubit®
fluorimeter (Invitrogen, Thermo Scientific, SAD) koris¢enjem Qubit™ RNA HS Assay Kit

(Thermo Scientific) prema uputstvu proizvodaca.

3.2.7.2. Reverzna transkripcja (RT)

Ukupna RNK, 100 ng po reakciji, po uzorku, je reverzno transkribovana u
jednolancanu cDNK koris¢enjem High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems®, Thermo Scientific) prema uputstvu, u termobloku apatrata SureCycler8800
(Agilent Technologies, SAD). Reakcija RT se odvijala prema sledecem programu: 10 min
na temperaturi 25°C, 120 min na temperaturi 37°C, 5 min na temperaturi 85°C i hladenje
na 4°C. Sintetisana ¢cDNK je cuvana na -80 °C i kasnije korisena kao matrica za

odredivanje relativne ekspresije gena.

3.2.7.3. Reakcija laniane polimerizacije u realnom vremenu (Real-Time PCR)

Kvantitativna reakcija lancane polimerizacije u realnom vremenu (eng. guantitative real
time polimerase chain reaction - Real-Time qPCR) je izvedena na qPCR aparatu Stratagene
Mx3005P (Agilent Technologies). Reakcije su pripremljene koris¢enjem SYBR Fast
Universal 2x qPCR Master Mix (Kapa Biosystems, SAD), prema uputstvu proizvodaca.
ROX boja je koris¢ena kao referentna boja. Koris¢eni su gotovi (pre-dizajnirani) setovi
prajmera (QuantiTect primer assay kits, Qiagen) za gene navedene u tabeli 1. Uslovi
odvijanja qPCR reakcija su dati u tabeli 2. Specifi¢nost reakcija vezivanja prajmera je
potvrdena analizom krive topljenja za svaku reakciju i vizuelizacijom produkata specificne

duzine na elektroforeznom gelu.
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Tabela 1. Prajmeri koriSéeni u analizi ekspresije gena

Naziv gena Simbol QuantiTect primer assay kit Detektovani DuZina
(eng.) (eng.) transkripti PCR
produkta
glyceraldehyde-3- GAPDH Hs_GAPDH_1_SG NM_001256799, 95 bp
phosphate QuantiTect Primer Assay NM_0020406,
dehydrogenase (QT00079247) NM_001289745,
NM_001289746
CD44 molecule CD44 Hs_CD44_1_SG QuantiTect NM_000610, 100 bp
Primer Assay (QT00073549) NM_001001389
POU class 5 POUSF1 Hs_POUS5F1_1_SG NM_001173531, 77 bp
homeobox 1 QuantiTect Primer Assay NM_002701,
(OCT4) (QT00210840) NM_203289,
NM_001285986,
NM_001285987
intercellular ICAMT Hs_ICAM1_1_SG QuantiTect NM_000201 84 bp
adhesion molecule 1 Primer Assay (QT00074900)
bone gamma- BGLAP | Hs_BGLAP_1_SG QuantiTect NM_199173 90 bp
carboxyglutamate Primer Assay (QT00232771)
protein (osteocalcin)
runt related RUNX2 Hs_RUNX2_va.1_SG NM_004348 136 bp
transcription factor QuantiTect Primer Assay
2 (QT00998102)
delta like non- DI K7 Hs_DLK1_1_SG QuantiTect NM_001032997, 136 bp
canonical Notch Primer Assay (QT00093128) NM_003836
ligand 1 (Pref-1)
peroxisome PPARG | Hs_PPARG_1_SG QuantiTect NM_005037, 113 bp
proliferator Primer Assay (QT00029841) NM_015869,
activated receptor NM_138711,
gamma (PPAR- NM_138712
gamma)
leptin LEP Hs_LEP_1_SG QuantiTect NM_000230 105 bp
Primer Assay (QT00030261)
adiponectin ADIPOQ Hs_ADIPOQ_1_SG NM_001177800, 140 bp,
QuantiTect Primer Assay NM_004797 89 bp
(QT00014091)
uncoupling protein ucrt Hs_UCP1_3_SG QuantiTect NM_021833 101 bp
1 Primer Assay (QT01848889)
tumor necrosis TNF Hs_TNF_1_SG QuantiTect NM_000594 98 bp
factor Primer Assay (QT00029162)
intetleukin 6 1.6 Hs_IL6_1_SG QuantiTect NM_000600 107 bp
Primer Assay (QT00083720)
intetleukin 4 14 Hs_IL4_1_SG QuantiTect NM_000589, 89 bp
Primer Assay (QT00012565) NM_172348
intetleukin 10 11.70 Hs_I1.10_1_SG QuantiTect NM_000572 113 bp

Primer Assay (QT00041685)
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Tabela 2. Program odvijanja qPCR reakcija

Faza Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Aktivacija enzima 95°C 3 minuta 1 ciklus
Denaturacija 95°C 10 sekundi 40 ciklusa
Vezivanie 60°C 30 sekundi*

prajmeta/elongacija*

Disocijacija (kriva topljenja) 60 - 95°C prema podeiavanjima 1 ciklus

aparata

* sa olitavanjem rexultata

Ekspresija svakog gena od interesa je normalizovana ekspresijom housekeeping gena
GAPDH u istom uzorku. Analiza relativne ekspresije gena je uradena primenom relativne
metode kvantifikacije 27**“ opisanog od strane Livak i Schmittgen (2001) gde je AACt =
ACt (omty = ACE fibrarony @ ACE = Ct e od interess) = CE (hmsokegping ey 22 SVaKi gen i uzorak kao i za
referentnu RNK. Kao kalibrator za sve qPCR reakcije je koris¢ena humana referentna

ukupna RNK (Human XpressRef Universal Total RNA, 338112, Qiagen).

3.2.8. Ispitivanje funkcijskog odgovora makrofaga na kondicionirane
medijume LDSCs i ADSCs u sistemu indirektne ko-kulture in vitro

RAW 264.7 makrofagi su posadeni u sterilne ploce sa 96 otvora u gustini 0,5 x 10* ¢elija
po otvoru u 100 pl standardnog medijuma za kultivaciju ¢elija DM (medijum DMEM kome
je dodato 10% FBS, 2 mM glutamina 1 antibiotik-antimikotik rastvor). Nakon 24 h, po 100 pl
kondicioniranog medijuma LDSCs (LDSC-CM) ili ADSCs (ADSC-CM) je dodato celijama,
tako da je kona¢no razblaZenje kondicioniranih medijuma bilo 50%. Celije su kultivisane u
LDSC-CM i ADSC-CM naredna dva dana, u standardnim uslovima, $to je predstavljalo
sistem indirektne ko-kulture iz vitro. Kao kontrola, RAW 264.7 makrofagi su kultivisani u
standardnom medijumu. Za procenu odgovora makrofaga na kondicionirane medijume
uradeni su: MTT test, NBT test, Neutral red uptake INRU) test i Crystal violet (CV) test. U svim
testovima rezultati su predstavljeni kao procenat od kontrole koju su ¢inile ¢elije kultivisane u

standardnom medijumu.

3.2.8.1. MTT test

Nakon zavr$ene dvodnevne kultivacije makrofaga sa CM, medijumi u kojima su éelije
kultivisane su uklonjeni i stavljeno je 100 ul rastvora MTT-a (3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide, Carl Roth) koncentracije 1 mg/ml u svaki otvor a ¢elije
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zatim inkubirane naredna 2 h na temperaturi 37 °C. Formirani kristali formazana, nastali kao
proizvod aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza, rastvoreni su sa 100 pl 2-propanola
(Thermo Fisher Scientific, SAD) po otvoru i apsorbanca dobijenih rastvora je ocitavana na

visekanalnom spektrofotometru na talasnoj duzini od 540 nm.

3.2.8.2. NBT test

U NBT testu, 100 pl rastvora NBT-a (eng. #nitro blue tetragolium chloride, Sigma)
koncentracije 1 mg/ml je stavljeno po otvoru sterilne ploce nakon vadenja medijuma i celije
su inkubirane narednih 60 minuta na 37 °C. Formirani depoziti formazana, nastali kao
rezultat prisustva superoksid anjon radikala u ¢elijama, rastvoreni su sa 100 pl 10% natrijum-
dodecil sulfata u 0,01 M hlorovodonic¢ne kiseline i apsorbanca dobijenih rastvora je ocitavana

spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 550 nm.

3.2.8.3. Neutral red uptake (NRU) test

Pinocitozna aktivnost ¢elija je analizirana primenom NRU testa. Nakon tretmana, éelije
su inkubirane u 100 pl rastvora meutral red (NR) boje (Sigma) koncentracije 0,1 mg/ml, u
trajanju od 30 minuta na temperaturi 37 °C. Nakon toga, NR boja je rastvorena dodatkom

1% siréetne kiseline u 50% etanolu i apsorbanca je ocitavana na talasnoj duzini od 540 nm.

3.2.8.4. Crystal violet test

Za odredivanje broja Celija, nakon fiksacije u metanolu, Celije su bojene 0,1% rastvorom
Crystal violet (CV) boje u trajanju od 10 min na ST. Boja je rastvorena sa 33% rastvorom

sircetne kiseline i spektrofotometrijski je izmerena apsorbanca na talasnoj duzini od 550 nm.

3.2.9. Ispitivanje imunomodulacijske aktivnosti kondicioniranih medijuma
LDSCs i ADSCs

RAW 264.7 makrofagi su posadeni u ploce sa 24 otvora u gustini 2,5 x 10" éelija po
otvoru. Nakon 24 h, jednak volumen LDSC-CM ili ADSC-CM je dodat ¢elijama tako da je
konacno razblazenje kondicioniranih medijuma bilo 50%. Makrofagi su kultivisani u
kondicioniranim medijumima LDSCs i ADSCs narednih 48 h u standardnim uslovima, $to je
predstavljalo sistem indirektne ko-kulture. Kao pozitivna kontrola imunomodulacije,

makrofagi su kultivisani u prisustvu 100 ng/ml lipopolisaharida (LPS) (LPS iz Escherichia coli
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O111:B4, Sigma-Aldrich) (LPS-100 tretman), dok je negativhu kontrolu cinila kultura
makrofaga kultivisanih u standardnom medijumu. Kondicionirani medijumi makrofaga

(RAW-CM) su nakon zavrsenog perioda kultivacije ¢uvani na -80 °C do daljih analiza.

3.2.9.1. Analiza ekspresije gena u makrofagima

Za potrebe analize genske ekspresije, RAW 264.7 makrofagi kultivisani 48 h u LDSC-
CM i ADSC-CM su nakon toga ¢uvani u RNAlater” u na -80 °C do izolacije RNK. Ukupna
RNK je izolovana iz makrofaga koris¢enjem RNeasy Mini Kit (Qiagen) prema uputstvu
proizvodaca. Tokom izolacije RNK, uradena je digestija rezidualne genomske DNK na
kolonicama primenom DNase I RNase-free seta (Qiagen). Koncentracija RNK je odredena
odmah po izolaciji primenom Qubit™ RNA HS Assay kit na aparatu Qubit® fluorimeter
prema uputstvu proizvodaca. Ukupna RNK (200 ng po reakciji po uzorku) je reverzno
transkribovana u ¢cDNK primenom High-capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). Reakcija reverzne transkripcije je uradena u termobloku aparata
SureCycler 8800 pri slede¢im uslovima: 10 min na 25 °C, 120 min na 37 °C, 5 min na 85 °C i
hladenje na 4 °C. Sintetisana cDNK je koris¢ena za analizu ekspresije gena. Real-Time PCR
reakcije su izvedene na aparatu Real Time thermal cycler Stratagene Mx3005P, a pripremljene
su koris¢enjem Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, SAD). ROX boja
je koris¢ena kao referentna boja. Koriséeni su gotovi (pre-dizajnirani) prajmer setovi
(QuantiTect primer assay kits, Qiagen) za gene navedene u tabeli 3. Uslovi odvijanja qPCR
reakcija su dati u tabeli 4. Specificnost reakcija vezivanja prajmera je potvrdena analizom
krive topljenja za svaku reakciju 1 vizuelizacijom produkata specificne duzine na
elektroforeznom gelu. Ekspresija svakog gena od interesa je normalizovana ekspresijom
housekeeping gena Acth u istom uzorku. Analiza relativne ekspresije gena je uradena
primenom relativnog metoda kvantifikacije 27**“ opisanog od strane Livak i Schmittgen
(2001) gde je AACt = ACt (0 = ACE giraiony 2 ACt = Ct e o inieress) = CE sohegping gery 22 SVAKI
gen 1 uzorak kao i za referentnu RNK. Kao kalibrator za sve qPCR reakcije je koris¢ena

misja referentna ukupna RNK (Mouse XpressRef Universal Total RNA, 338114, Qiagen).
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Tabela 3. Prajmeri koriséeni u analizi ekspresije gena u RAW 264.7 misjim makrofagima

Naziv gena Simbol QuantiTect primer Detektovani DuZina PCR
(eng.) assay kit transkripti produkta
beta-actin Acth Mm_Actb_2_SG NM_007393 77 bp
QuantiTect Primer
Assay (QT01136772)
tumor necrosis Tnf Mm_Tnf 1_SG NM_013693, 112 bp
factor QuantiTect Primer NM_001278601
Assay (QT00104006)
interleukin 10 110 Mm_I110_1_SG NM_010548 103 bp
QuantiTect Primer
Assay (QT00106169)

Tabela 4. Program odvijanja qPCR reakcija

Faza Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Aktivacija enzima 95°C 1 minut 1 ciklus
Denaturacija 95°C 15 sekundi 40 ciklusa
Vezivanje 60°C 30 sekundi
prajmera/elongacija*
Disocijacija (kriva 60 - 95°C prema podesavanjima 1 ciklus
topljenja) aparata

3.2.9.2. Analiza sekretornih produkata makrofaga

ELISA test

Produkcija citokina od strane makrofaga kultivisanih 48 h u kondicioniranim
medijumima LDSCs i ADSCs, kao i kontrolama, merena jeu supernatantima kondicioniranih
medijuma  makrofaga (RAW-CM) ELISA  testovima. Koncentracija ~ TNF-a,
proinflamacijskog citokina, odredivana je koris¢enjem Mouse TNF-alpha Quantikine ELISA
Kit (MTAO0B, RnD systems, SAD), dok je koncentracija I1.-10, anti-inflamacijskog citokina,
odredena koris¢enjem Mouse IL-10 Quantikine ELISA Kit (M1000B, RnD systems). Oba
testa su uradena prema uputstvu proizvodaca kitova. Vrednosti su izrazene kao pg TNF-« i

IL-10 po mililitru.

Odredivanje koncentracije azot oksida

Koncentracija azot oksida (eng. nitric oxide - NO) je odredena u supernatantima
kondicioniranih medijuma RAW 264.7 makrofaga kultivisanih 48 h u LDSC-CM ili ADSC-
CM, kao i kontrolama, primenom Griess-ovog reagensa. U 100 pLL supernatanta je dodata

jednaka kolicina Griess-ovog reagensa 1 onda inkubirano 10 minuta na ST. Apsorbanca je
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ocitavana na talasnoj duzini od 540 nm, a koncentracija NO je odredena iz standardne krive

natrijum nitrita koji je koriséen kao standard.

1929 bioesej

Prisustvo proinflamacijskih citokina, kao $to je TINF-a, u kondicioniranim medijumima
RAW 264.7 makrofaga kultivisanih u LDSC-CM (RAW-CM-LDSC), ADSC-CM (RAW-CM-
ADSC), LPS-100 (RAW-CM-L100) i standardnom medijumu (RAW-CM), odredivano je i na
osnovu procene citotoksicnosti kondicioniranih medijuma u 1.929 bioeseju. 1.929 celijska
linija je najcesée koriséena linija u ove svrhe zbog velike osetljivosti na TNF-a koja rezultira
éelijskom smréu (Shiau i sar., 2001; Zivkovié i sar., 2015). U 1.929 bioeseju je posadeno 2 x
10* éelija po otvoru sterilne ploce sa 96 otvora, (Greiner Bio-One) u standardnom medijumu
i nakon 24 h su dodati kondicionirani medijumi makrofaga. 1.929 Celije kultivisane u
standardnom medijumu su koriS¢ene kao kontrola. Nakon 24 h kultivacije, celije su
mikroskopski analizirane 1 uraden je MTT test na ve¢ prethodno opisan nacin (poglavlje

3.2.8.1).

3.2.10. Ispitivanje efekta kondicioniranih medijuma LDSCs i ADSCs na
zarastanje rana na modelu indirektne ko-kulture in vitro

Da bi se ispitao potencijalni efekat kondicioniranih medijuma LDSCs i ADSCs na
zarastanje rana u uslovima zz vifro 1 sposobnost migracije fibroblasta, uraden je Seratch test.
1.929 fibroblasti su posadeni u sterilne ploce sa 48 otvora (Greiner Bio-One) 1 kultivisani u
standardnim uslovima do dostizanja konfluentnosti nakon cega je napravljena ogrebotina
(serateh 1li ,,rana®) u Celijskom monosloju. Nakon toga su dodati kondicionirani medijumi
¢elija, LDSC-CM ili ADSC-CM, u razblazenju 50% i nastavljena je kultivacija naredna tri
dana u standardnim uslovima. Kao pozitivna kontrola je koris¢en standardni medijum za
kultivaciju ¢elija (DMEM kome su dodati 10% FBS, 2 mM glutamin i antibiotik-antimikotik
rastvor), dok je kao negativna kontrola koriscen isti osnovni medijum, ali bez FBS. Svaki
uzorak je testiran u tetraplikatu. Nakon tri dana kultivacije, migracija fibroblasta i zatvaranje
ogrebotine (,,rane®) su analizirani na invertnom svetlosnom mikroskopu Axio Observer. Z1,
a morfometrija je radena nakon fotografisanja celija u programu ZEN 2 (blue edition).
Analizirano je 1 mereno nekoliko parametara: 1) zona migracije ¢elija — odredena merenjem
zone rasta i migracije ¢elija od pocetne ivice ogrebotine prema unutrasnjosti ogrebotine; 2)

Sirina ogrebotine nakon tri dana kultivacije u kondicioniranim medijumima i kontrolama; i 3)
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procenat zatvaranja, tj. smanjenja Sirine ogrebotine — odreden izracunavanjem odnosa izmedu
sirine ogrebotine nakon tri dana kultivacije u razliciim medijumima i pocetne Sirine

neposredno nakon pravljenja ogrebotine u ¢elijskom monosloju.

3.3. METODI ANALIZE TKIVA

3.3.1. Analiza ekspresije gena u tkivu

3.3.1.1. Izolacija ukupne RNK

Deo uzoraka tkiva lipoma i scWAT je ¢uvan u RNAlater® na -80 °C do izolacije
RNK. Ukupna RNK je izolovana iz tkiva koris¢enjem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen) prema uputstvu proizvodaca, nakon homogenizacije tkiva u TRIzol reagensu
(Qiagen), koris¢enjem tkivhog homogenizatora (TH220, Omni international, SAD).
Uklanjanje rezidualne genomske DNK je sprovedeno na kolonicama u toku izolacije RNK
primenom DNase I RNase-free seta (Qiagen) prema uputstvu prouzvodaca. Koncentracija
RNK je odredena neposredno nakon izolacije na aparatu Qubit® fluorimeter (Invitrogen)

koris¢enjem Qubit™ RNA BR Assay Kit (Thermo Scientific) prema uputstvu proizvodaca.

3.3.1.2. Revergna transkripcija

Ukupna RNK, 400 ng po reakciji, po uzorku, je reverzno transkribovana u
jednolancanu cDNK koris¢enjem High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) prema uputstvu, u termobloku aparata SureCycler8800 (Agilent Technologies).
Reakcija reverzne transkripcije se odvijala prema slede¢em programu: 10 min na
temperaturi 25 °C, 120 min na temperaturi 37°C, 5 min na temperaturi 85°C i hladenje na
4°C. Sintetisana cDNK je cuvana na -80 °C i kasnije koris¢ena za odredivanje relativne

ekspresije gena.

3.3.1.3. Real-Time PCR

Analiza relativne ekspresije gena u tkivu je izvrSena primenom Real-Time qPCR
metode na aparatima Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) i Mic qPCR cycler (Bio
Molecular Systems, Australija). Reakcije su pripremljene koris¢enjem SYBR Fast Universal
2x qPCR Master Mix (Kapa Biosystems) i Luna® Universal qPCR Master Mix (New

England Biolabs) prema uputstvima proizvodaca. ROX boja je koris¢ena kao referentna
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boja. Koriséeni su gotovi (pre-dizajnirani) setovi prajmera (QuantiTect primer assay kits,
Qiagen) za gene navedene u tabeli 1 (sve osim IIL4, II.6 1 ICAMT). Uslovi odvijanja qPCR
reakcija su dati u tabelama 2 i 4. Specificnost reakcija vezivanja prajmera je potvrdena
analizom krive topljenja za svaku reakciju i vizuelizacijom produkata specificne duzine na
elektroforeznom gelu. Ekspresija svakog gena od interesa je normalizovana ekspresijom
housekeeping gena GAPDH u istom uzorku. Nivo ekspresije gena u tkivima je analiziran
ptimenom relativnog metoda kvantifikacije 2**“ opisanog od strane Livak i Schmittgen
(2001), gde je AACt = ACt (0 = ACE aibraions 2 ACE = Ct (en odinieress) = CE Gonseteping gen) 22 SVAKI
gen 1 uzorak kao i za referentnu RNK. Kao kalibrator za sve qPCR reakcije je koris¢ena

humana referentna ukupna RNK (Human XpressRef Universal Total RNA, 338112,
Qiagen).

3.3.2. Mikroskopska analiza tkiva

3.3.2.1. Svetlosna mikroskopija

Priprema tkiva

Deo analiziranih tkiva lipoma i scWAT je po uzorkovanju fiksiran u 10% NBF. Nakon
ispiranja u cesmenskoj vodi, dehidratacije kroz seriju etanola rastucih koncentracija i
prosvetljivanja u ksilolu, tkivo je ukalupljeno u paraplast sa tackom topljenja 52 — 54 °C.
Parafinski kalupi tkiva su seceni na polu-automatskom rotacionom mikrotomu CUT 5062
(SLEE Medical, Nemacka) na preseke debljine 5 um i montirani na plo¢ice SuperFrost Plus
(Thermo Scientific, SAD).

Histoloski metodi bojenja

Parafinski preseci tkiva su bojeni standardnom hematoksilin-eozin (H&E) metodom
bojenja 1 toluidin plavim (eng. fo/uidine blue - TB). U H&E metodi bojenja, parafinski preseci
tkiva debljine 5 pm su nakon deparafinizacije i1 rehidratacije obojeni Majerovim
hematoksilinom i vodenim eozinom, a zatim dehidratisani i montirani u DPX. U TB
metodi bojenja, aralditski preseci tkiva debljine 1 pm su obojeni 1% rastvorom TB u 1%
rastvoru natrijum tetraborata, uz zagrevanje na grejnoj ploc¢i 2-3 minuta, nakon cega su
preseci isprani u ¢esmenskoj vodi, osuseni i montirani u DPX. Ovako dobijeni polutanki
aralditski preseci su koris¢eni za analizu na nivou svetlosne mikroskopije i odredivanje

regiona secenja za ultrastrukturnu analizu na nivou elektronske mikroskopije.
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Imunohistohemija

Za potrebe imunohistohemijske analize su koris¢eni parafinski preseci debljine 5 um,
koji su deparafinisani i rehidratisani na ve¢ opisan nacin, kao i aralditski preseci debljine 2
um koji su za potrebe ove analize podvrgnuti proceduri uklanjanja smole u 1% rastvoru
natrijum etoksida (1% natrijum hidroksid u 100% etanolu), u trajanju od 30 minuta na 40
°C, a zatim rehidratisani. U cilju toplotom indukovanog otkrivanja (demaskiranja) antigena
svi preseci su inkubirani u 10 mM citratnom puferu (pH = 6,1) na 600 W u mikrotalasnoj
peénici u trajanju od 5 do 10 minuta ili u vodenom kupatilu na 96 °C u trajanju od 15
minuta, a zatim ohladeni i isprani 2 puta u PBS-u. Nakon toga je uradeno blokiranje
endogene peroksidaze i nespecificnog vezivanja proteina, a zatim su preseci inkubirani sa
primarnim neobelezenim antitelima preko noéi na 4 °C u vlaznoj komori. Spisak koris¢enih
primarnih antitela je dat u tabeli 5. Detekcija specificnog vezivanja antitela je izvrSena
ptimenom HRP/DAB kita za detekciju (ab64259 i ab64261, Abcam), koji sadrzi
sekundardna antitela 1 DAB hromogen, prema uputstvima proizvodaca. Preseci tkiva su
kontrastirani Majerovim hematoksilinom, dehidratisani i montirani u DPX, a zatim
analizirani 1 snimani na svetlosnim mikroskopima Leica DMLS i Leica DMLB (Leica,

Nemacka).

Tabela 5. Primarna neobelezena antitela koriséena za imunohistohemijsku analizu

Antigen Kataloski Klonalnost Poreklo | Proizvodad RazblazZenje
broj antitela
Adiponektin ab22554 monoklonsko [19F1] misje Abcam, UK 1:250 (vwv)
Leptin ab3583 poliklonsko zedje Abcam, UK 1:100 (vv)
Leptin ab5593 poliklonsko zedje Abcam, UK 1:500 (v:v)
receptor
PRDM16 ab106410 poliklonsko zedje Abcam, UK 1:50 (vv)
Mitofuzin 1 ab57602 monoklonsko [3C9] misje Abcam, UK 1:100 (vv)
CD163 ab87099 poliklonsko zedje Abcam, UK 1:100 (vv)
CD40 PAB249Hu01 poliklonsko zedje Cloud-Clone 1:100 (vv)
Corp., USA

Histomorfometrijska analiza

Histomorfometrijska analiza tkiva je radena sa parafinskim presecima bojenim H&E

metodom u programu Image] (National Institute of Health, SAD) nakon fotografisanja na

svetlosnom mikroskopu Leica DMLS sa kamerom Axiocam 105 color (Carl Zeiss). Mereni
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su sledeéi parametri: povrsina adipocita (um?), obim adipocita (um) i dijametar adipocita
(um), a racunat je ibroj adipocita na ukupnoj izmerenoj povrsini svih adipocita na preparatu

iizrazen po mm”.

3.3.2.2. Elektronska mikroskopija

Priprema tkiva

Delovi tkiva lipoma i scWAT veli¢ine oko 1 mm’ su nakon uzorkovanja podvrgnuti
fiksaciji u 2,5% rastvoru glutaraldehida, u 0,2 M fosfatnom puferu (eng. phosphate buffer —
PB), preko noéi na 4 °C. Nakon ispiranja u PB, izvrsena je postfiksacija u 2% rastvoru
osmijum-tetraoksida (OsO,) u istom puferu. Uzorci su zatim dehidratisani serijom etanola
rastu¢ih koncentracija, prosvetljeni u propilen-oksidu i ukalupljeni u epoksidnoj smoli

Araldit (Fluka, Nemacka) na temperaturi od 50 °C, u trajanju od 72 h.

Ultrastrukturna analiza tkiva

Aralditski kalupi tkiva su za potrebe analize na transmisionom elektronskom
mikroskopu (TEM) seéeni dijamantskim nozem (Diatome, Svajcarska) na tanke preseke
debljine 70 nm, na ultramikrotomu UCG6 (Leica Microsystems, Nemacka). Preseci su
montirani na bakarne ili bakar-paladijumske mrezice, kontrastirani uranil acetatom i olovo
citratom u aparatu EM Stain (Leica Microsystems, Nemacka), a zatim posmatrani i snimani
na transmisionom elektronskom mikroskopu CM12  (Philips/FEI, Holandija),
opremljenom digitalnom kamerom SIS MegaView III (Olympus Soft Imaging Solutions,
Nemacka).

3.3.3. Fizickohemijska analiza tkiva

3.3.3.1. Odredivanje nkupnib proteina, RNK i DNK u tkivima

Iz zamrznutih uzoraka lipoma i masnog tkiva izolovani su ukupni proteini, ukupna
RNK i DNK koris¢enjem Universal DNA/RNA/Protein Purification Kit (EURx, Poljska)
po uputstvu proizvodaca. Koncentracije proteina, RNK i DNK su izmerene neposredno
nakon izolacije na aparatu Qubit® Fluorometer primenom odgovarajucih kitova: Qubit®
Protein Assay Kit (0,25-5 pg), Qubit® RNA BR Assay Kit (20-1,000 ng) i Qubit®
dsDNA BR Assay Kit (2-1,000 ng) (svi od Thermo Scientific) prema uputstvu
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proizvodaca. Koli¢ina proteina, RNK 1 DNK je zatim izrazena na 100 mg tkiva za svaki

uzorak.

3.3.3.2. Odredivanje ukupnih lipida u thkivn

Odredivanje ukupnih lipida u tkivu je vrSeno gravimetrijskom metodom nakon
ekstrakcije lipida iz tkiva. Ukupni lipidi iz tkiva su ekstrahovani mesavinom rastvaraca
hloroform:metanol u odnosu 2:1 (v:v), a zatim je dodat fizioloski rastvor u kona¢nom
zapreminskom odnosu 2:1:0,8 (hloroform:metanol:fizioloski rastvor). Nakon razdvajanja
faza centrifugiranjem na 4000 xg (Eppendorf 5417R, Nemacka) na 4 °C, hloroformska
faza, koja sadrzi rastvorene lipide, uparena je u prisustvu azota uz zagrevanje uzoraka na 40
°C. Nakon uparavanja je izmeren uljani ostatak, a koli¢ina ukupnih lipida (masa ostatka

nakon uparavanja) je izrazena na 100 mg tkiva.

3.3.3.3. Ramanska spektroskopija

Fizickohemijska karakterizacija lipoma i masnog tkiva je vrsena metodom Ramanske
spektroskopije. Ramanski spektri zamrznutih uzoraka lipoma 1 masnog tkiva su snimljeni
na konfokalnom Raman mikroskopu XploRA (HORIBA, Japan) sa CCD detektorom, sa
vazdusno hladenim laserom ekscitacione talasne duzine 532 nm i koris¢enjem objektiva 50x
LWD. Za svaki uzorak je snimljeno 6 do 8 pojedinacnih Ramanskih spektara na razlic¢itim
mestima po uzorku tkiva, u spektralnom opsegu od 200 do 3400 cm™'. Korekcija i analiza
Ramanskih spektara je izvrsena u programu LabSpec 6 (HORIBA Scientific) i analizirane

su karakteristi¢ne spektralne trake (pomeraji) za masno tkivo u opsegu 600 do 3200 cm™.

3.4. STATISTICKA OBRADA DOBIJENIH REZULTATA

Svi rezultati dobijeni kvantitativnim metodama su statisticki obradeni. Kao pokazatelji
centralne tendencije racunati su aritmeticka sredina (AS) i medijana, a kao pokazatel]
varijabilnosti je racunata standardna devijacija (SD). Deo rezultata predstavljen je u vidu
tackastih XY grafikona (eng. scatter plots) sa medijanom za koje su Sabloni preuzeti iz rada
Weissgerber i sar. (2015), ili su grafikoni napravljeni u programu GraphPad Prism 5, dok su
ostali rezultati predstavljeni stubicastim grafikonima sa AS 1 SD. Statisticka znacajnost izmedu
razlicitth grupa uzoraka je analizirana primenom ANOVA (eng. analysis of variance) testa i

Mann—Whitney U testa. Za statisticki znacajne smatrane su vrednosti p < 0,05.

41



4. REZULTATI




Sanja Stojanovi¢

REZULTATI

4.1. KARAKTERISTIKE PACIJENATA I LOKALIZACIJA TKIVA

U tabeli 6 su date karakteristike pacijenata ukljucenih u istrazivanje. U obe grupe

prosecna zivotna dob pacijenata je bila vtlo slicna. Anatomske lokalizacije sa kojih su

uzimana tkiva za analize su prikazane u tabeli 7 (lipomi) 1 u tabeli 8 (scWAT).

Tabela 6. Dobna i polna struktura pacijenata.

Broj pacijenata

Zivotna dob pacijenata

Grupa AS + SD mediana
musk Zene
svi musk. zene svi musk. Zene
Lipomi 26 24 51,56 = 14,36 | 52,69 16,22 | 50,33 + 12,26 50 53 47
scWAT 16 24 50,1 £ 15,25 | 51,44 £ 17,34 | 49,21 £ 14,01 47 47 475

AS — aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija

Tabela 7. Lokalizacije analiziranih lipoma.

Lokalizacija na telu

Broj uzoraka

Broj uzoraka po

ukupno polu
Glava 6 muskarci: 4
zene: 2
Usna duplja 1 muskarci: 1
zene: 0
Vrat 10 muskarci: 10
zene: 0
Ruka - nadlaktica 7 muskarci: 2
zene: 5
Ruka - podlaktica 6 muskarci: 4
zene: 2
Stomak 3 muskarci: 2
zene: 1
Leda 11 muskarci: 1
zene: 10
Noga - nadkolenica 3 muskarci: 1
zene: 2
Noga - podkolenica 1 muskarci: 0
zene: 1
Prepone 1 muskarci: 1
zene: 0
Medijastinum 1 muskarci: 0

zene: 1
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Kod muskaraca se lipomi cesce javljaju na delovima tela kao $to su glava, vrat i
podlaktni deo ruke dok su kod Zena dominantni lipomi na ledima i nadlaktnom delu ruke

(Tabela 7).

Tabela 8. Lokalizacije na telu sa kojih su uzeti uzorci masnog tkiva (scWAT) za analizu.

Lokalizacija na telu Broj uzoraka Broj uzoraka po
ukupno polu

Vrat 1 muskarci: 0
zene: 1

Ruka - nadlaktica 1 rmfskara: 0
zene: 1

Ruka - podlaktica 1 mlvlskarcn 1
zene: 0

Stomak 15 muskarci: 6
zene: 9

Leda 3 muskarci: 1
zene: 2

Kuk 1 muskarci: 4
zene: 7

Noga - nadkolenica 5 mlfSkafCli 3
zene: 2

muskarci: 1
Prepone 1 B

Koleno 2 muskarci: 0
zene: 2

U tabeli 9 je prikazan broj analiziranih lipoma po tipu lipoma kao i polu ispitanika.

Tabela 9. Tip lipoma.

Tip lipoma Broj uzoraka Broj uzoraka po
ukupno polu

Solitarni 43 muskarci: 19

zene: 24
Multipla generalizovana 7 m‘fSkaf‘C(l)I 7
lipomatoza zene:

U analiziranoj grupi pacijenata sa multiplom generalizovanom lipomatozom,
prikazanoj u tabeli 9, mozemo uociti da je multipla generalizovana lipomatoza prisutna

samo kod osoba muskog pola, dok su solitarni lipomi zastupljeni kod osoba oba pola.

44



Sanja S tojanovié REZULTATI

42. MORFOLOSKE I MOLEKULARNE KARAKTERISTIKE
IZOLOVANIH MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA U
KULTURI

Na Slikama 6 1 7, prikazan je izgled LDSCs i ADSCs u kulturi jedan (Slika 6a, c), tri
(Slika 6b, d) i pet (Slika 7a, ¢) dana nakon izolacije Celija kao i Cetiri dana nakon prve pasaze
¢elija (P1) (Slika 7b, d). Celije su vretenastog oblika i izgleda tipi¢nog za mezenhimske
maticne Celije. Nisu uocene znacajnije razlike u morfologiji LDSCs (Slika 6a, b i Slika 7a, b)
1 ADSCs (Slika 6c, d i Slika 7c, d) u posmatranim vremenskim periodima. Nije uocena
znacajna razlika u proliferativhom potencijalu izmedu LDSCs 1 ADSCs tokom kultivacije u

standardnim 7z vitro uslovima.

1 dan nakon izolacije 3 dana nakon izolacije

2

A

ADSCs

Slika 6. Morfologija LDSCs (a, b) i ADSCs (c, d) u kulturi jedan (a, c) i tri (b, d) dana nakon izolacije Celija;
fazni kontrast, objetktiv uveli¢anja 10x; Celije su tipi¢nog izgleda za mezenhimske mati¢ne éelije.
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5 dana nakon izolacije 4 dana nakon prve pasazZe

LDSCs

ADSCs

Slika 7. Morfologija LDSCs (a, b) i ADSCs (c, d) u kulturi pet dana nakon izolacije ¢elija (a, c) kao i Cetiri
dana nakon prve pasaze (b, d); fazni kontrast, objetktiv uvelicanja 10x; Celije su tipi¢nog izgleda za

mezenhimske mati¢ne Celije.

Rezultati analize povrsinskih markera MSCs proto¢nom citometrijom su prikazani na
Slici 8. Uocena je jaka ekspresija pozitivhog MSCs markera CD105 i u LDSCs (Slika 8b) i u
ADSCs (Slika 8d) neposredno pre diferencijacije celija (P2). Ekspresija negativnog MSCs
markera CD33 je veoma slaba (Slika 8a, c), $to zajedno sa jakom ekspresijom CID105
upucuje na to da su LDSCs i ADSCs u nasem istrazivanju imale fenotip karakteristican za

MSC:s.
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Slika 8. Ekspresija povrsinskih markera CD105 (b, d) i CD33 (a, ¢) u LDSCs (a, b) i ADSCs (c, d) drugog

pasaza, analizirana primenom protocne citometrije; reprezentativni histogrami za oba tipa Celija.

Analiza ekspresije CD44 (Grafik 1a) i POUSF7 (Grafik 1b) gena, markera maticnih
¢elija pokazala je da i LDSCs i ADSCs eksprimiraju ove gene na drugoj pasazi. Nesto visa
ekspresija ovih gena, ali ne statisticki znacajna, uocena je u ADSCs u odnosu na LDSCs.
Oba tipa celija eksprimiraju ICAM7 (Grafik 1c), medutim, nesto visa ekspresija, iako ne

statisticki znacajno, uocena je u LDSCs.
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Grafik 1. Ekspresija gena markera MSCs: CD44 (a), POU5SF7 (b) i ICAM7 (c) u LDSCs i ADSCs drugog
pasaza (dan 0 u esejima diferencijacije); rezultati su predstavljeni u vidu tackastih grafikona sa medijanom gde

]

svaka tacka predstavlja jednu kulturu éelija poreklom od jednog pacijenta; velicina uzorka za CD44 i POUSFT:
n(LDSCs) = 51 n(ADSCs) = 4 a za ICAM17: n(LDSCs) = 4 i n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi).
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Nivo ekspresije gena markera osteogeneze (RUNXZ2 i1 BGL.AP) i adipogeneze
(ADIPOQ, LEP, PPARG 1 DILKT) je analiziran u LDSCs 1 ADSCs drugog pasaza (Grafik
2), pre diferencijacije (dan 0 u adipogenoj i osteogenoj diferencijaciji), kako bi se odredio
nivo transkripcije ovih gena koji predstavlja startni potencijal celija za adipogenu i
osteogenu diferencijaciju. Uocene su razlike u ekspresiji ovih gena izmedu LDSCs i
ADSCs, ali su te razlike statisticki znacajne samo za RUNXZ2 i BGLAP, pri cemu je
ekspresija RUNXZ visa u LDSCs u odnosu na ADSCs, dok je ekspresija BGL.AP visa u

ADSCs u odnosu na LDSCs (p < 0,05 za oba gena).
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Grafik 2. Relativna ekspresija gena RUNX? (a), BGLAP (b), PPARG (c), LEP (d), ADIPOQ (e) i DLK7 (f) u
LDSCs i ADSCs drugog pasaza (dan 0 u diferencijaciji); rezultati su predstavljeni u vidu tackastih grafikona sa
medijanom gde svaka tacka predstavlja jednu kulturu Celija poreklom od jednog pacijenta; velicina uzorka:
n(LDSCs) = 6 i n(ADSCs) = 4 za sve gene (n — broj pacijenata po grupi); znacajne razlike su dobijene za
RUNX2 i BGLAP (p <0,05).

Analizirana je relativna ekspresija gena za proinflamacijske (TNF 1 IL.6) 1 anti-
inflamacijske (IL4 i IL.70) citokine u LDSCs i ADSCs drugog pasaza i rezultati su prikazani
na Grafiku 3. Moze se uociti slican nivo ekspresije TINF (Grafik 3a), [I.6 (Grafik 3b), 114

(Grafik 3c) i IL.70 (Grafik 3d) u LDSCs i ADSCs, ali i velika heterogenost u okviru grupa.
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Zabelezena je nesto visa ekspresija II4 i niza ekspresija TNF u LDSCs u odnosu na

ADSC:s, ali razlike nisu statisticki znacajne.
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Grafik 3. Relativna ekspresija gena TINF (a), IL6 (b), IL4 (c) i IL70 (d) u LDSCs i ADSCs drugog pasaza;
rezultati su predstavljeni u vidu tackastih grafikona sa medijanom gde svaka tacka predstavlja jednu kulturu
Celija poreklom od jednog pacijenta; velicina uzorka: n(ILDSCs) = 4 i n(ADSCs) = 4 za sve gene (n — broj
pacijenata po grupi).
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4.3. DIFERENCIJACIJA CELIJA U KULTURI

4.3.1. Adipogena diferencijacija

Stepen adipogene diferencijacije LDSCs 1 ADSCs je analiziran nakon kultivacije ¢elija u
adipogenom medijumu (AM) u trajanju od 21 dan. Kao kontrola, ¢elije su kultivisane u
standardnom medijumu (DM) pod istim uslovima. Karakteristican fenotip nalik
adipocitima i prisustvo citoplazmatskih lipidnih tela je uoceno u LDSCs (Slika 9a, b) i
ADSCs (Slika e, f) nakon 21 dan diferencijacije. Znacajno vise lipidnih tela je bilo prisutno
u ADSCs u odnosu na LDSCs, §to ukazuje na veci adipogeni potencijal ADSCs u odnosu
na LDSCs. Promene u morfologiji ¢elija, od mezenhimskog do epitelnog tipa, koja je
karakteristi¢cna za adipocite, primeéena je i u LDSCs i u ADSCs. Celije kultivisane u
medijumu DM su zadrzale mezenhimsko-fibroblastni oblik, koji je vrlo slican i u kulturama

LDSCs (Slika 9¢, d) i ADSCs (Slika 9¢, h).

Adipogeni medijum Standardni medijum

uveli€anje objektiva 20x

uvelitanje objektiva 10x uvelitanje objektiva 20x uveliéanje objektiva 10x

LDSCs

uuuuuuuuuuu

ADSCs

200 it

Slika 9. Mikroskopski izgled ¢elija nakon 21 dan adipogene diferencijacije; LDSCs u adipogenom medijumu
(AM) (a, b), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (c, d), ADSCs u AM medijumu (e, f) i ADSCs u DM
medijumu (g, h); fazni kontrast sa objektivom uveli¢anja 10x (a, ¢, e, g) 1 20x (b, d, f, h); strelice pokazuju zrele
adipocite.

Nakon 21 dan adipogene diferencijacije, akumulacija lipida u ¢elijama je potvrdena O#/
red O bojenjem (Slika 10). Znacajno vise lipida je bilo akumulirano u ADSCs nego u LDSCs
u AM medijumu sto je potvrdeno i kvantifikacijom O red O boje (Grafik 4).
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Adipogeni medijum Standardni medijum
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Slika 10. Izgled kultura Celija bojenih Oz red O metodom nakon 21 dan adipogene diferencijacije; LDSCs u
adipogenom medijumu (AM) (a, b), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (c, d), ADSCs u AM medijumu
(e, f) i ADSCs u DM medijumu (g, h); bright field, objektiv uvelicanja 10x (a, ¢, e, g) 1 20x (b, d, f, h); strelice
pokazuju akumulaciju lipida u ¢elijama.

,  OilRedO
I 1 % T 1

0.2 f !
L)
E
|
o 0.15
wn
o«
Nt
8 o1
=
[}
a
o
< - -
D
L4

0

LDSCs-AM ADSCs-AM LDSCs-DM ADSCs-DM

Grafik 4. Intenzitet Oi/ red O boje u Celijama odreden spektrofotometrijski nakon 21 dan adipogene
diferencijacije; rezultati predstavljeni kao aritmeticka sredina (AS) £ standardna devijacija (SD), n = 4 za sve

grupe; (*) p < 0,05.

Imunocitohemijsko bojenje ¢elija na adiponektin, nakon 21 dan adipogene
diferencijacije LDSCs i ADSCs prikazano je na Slici 11. Iako su i LDSCs i ADSCs
pozitivne na adiponektin, znatno jaca imunoekspresija adiponektina je uocena u ADSCs
(Slika 11c) nego u LDSCs (Slika 11a), sto zajedno sa Oz red O bojenjem ukazuje na veéi
adipogeni potencijal ADSCs u odnosu na LDSCs. LDSCs 1 ADSCs kultivisane 21 dan u

medijumu DM su bile negativne na adiponektin (Slika 11b, d), sto isklju¢uje moguénost
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spontane adipogeneze u ¢elijama. Nespecificno bojenje nije bilo prisutno, $to je pokazano

kontrolnim bojenjem u kojem je izostavljeno primarno antitelo (Slika 11e, f).
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Slika 11. Imunockspresija adiponektina u ¢elijama nakon 21 dan adipogene diferencijacije; LDSCs u AM
adipogenom medijumu (AM) (a), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (b), ADSCs u AM medijumu (c) i
ADSCs u DM medijumu (d); negativha kontrola — Celije bojene bez primarnog antitela (kontrola
nespecificnog bojenja) u AM (e) i DM (f) medijumu; bright field, objektiv uvelicanja 20x; strelice pokazuju

pozitivno imunobojenje adiponektina (braon boja).

Koncentracija leptina je merena u supernatantima trodnevnih medijuma LDSCs i
ADSCs 21. dana adipogene diferencijacije ELISA metodom (Grafik 5). Znacajno visa
koncentracija leptina je izmerena u ADSCs u AM medijumu nego u DM medijumu (p <
0,05), dok nije uocena znacajna razlika u sekreciji leptina tokom adipogene diferencijacije
LDSCs. Koncentracija leptina je bila visa, ali ne statisticki znacajno, u ADSCs u odnosu na

LDSCs u AM medijumu.
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Grafik 5. Koncentracija leptina u supernatantu LDSCs i ADSCs meren ELISA metodom 21. dana adipogene
diferencijacije; tackasti grafikoni sa medijanom; n = 4 za sve grupe; (*) p < 0,05.

Nivo ekspresije gena ukljucenih u proces adipogeneze: adiponektin (ADIPOQ), leptin
(LEP), PPAR-y (PPARG) i Pref-1 (DLKT), odreden je kvantitativnom Real-time PCR
analizom, nakon 21 dan adipogene diferencijacije (Grafik 6, Tabele 10 i 11). Kao sto je i
ocekivano, ekspresija markera zrelih adipocita ADIPOQ, LLEP i PPARG je znacajno
povisena u diferentovanim ADSCs (Grafik 6a—c; Tabele 10 1 11) (p < 0,05), dok je
ekspresija DIK7, karakteristichog markera pre-adipocita, snizena (Grafik 6d; Tabela 11).
Ekspresija ADIPOQ i LLEP je bila blago povisena u LDSCs tokom diferencijacije (p < 0,05
samo za ADIPOQ), ali u znatno manjoj meri nego u ADSCs. Nije bilo znac¢ajnih promena
u ekspresiji PPARG u LDSCs (Grafik 6¢; Tabela 11) dok je ekspresija DILK7 znacajno
povisena u LDSCs tokom diferencijacije (Grafik 6d; Tabela 11). Ekspresija gena markera
adipogeneze se nije znacajnije menjala u DM medijumu, ni u LDSCs, ni u ADSCs (Grafik

6, Tabele 101 11).
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Grafik 6. Relativna ekspresija gena za adiponektin (ADIPOQ) (a), leptin (LEP) (b), PPAR-y (PPARG) (¢) i
Pref-1 (DLKT) (d), analizitana u LDSCs i ADSCs nakon 21 dan adipogene diferencijacije; tackasti grafikoni sa

medijanom; n = 4 za sve grupe i sve gene.

Tabela 10. Relativna ekspresija gena ADIPOQ i LLEP u LDSCs i ADSCs nakon 21 dan adipogene
diferencijacije, u odnosu na Celije P2 (dan 0). Rezultati su predstavljeni kao AS * SD. Zvezdice

oznacavaju statisticku znacajnost u poredenju sa P2 (dan 0).

Ti ADIPOQ LEP
c'ellil')a P2 (dan 0) 21 dan P2 (dan 0) 21 dan
] AM DM AM DM
LDSCs 0,033 +0,033 12,530 +7,31 * 0,400+0,35 0,0130+0,011 0,03+0,012* 0,030 +0,025
ADSCs 0,061 +0,019 993,84 +174,09 *** 0,515+ 0,45 0,0041 + 0,003 0,46 +0,41 ** 0,025+ 0,006 **

%5 < 0,05, ¥p < 0,01, *%p < 0,001
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Tabela 11. Relativna ekspresija gena PPARG i DILK7 u LDSCs i ADSCs nakon 21 dan adipogene
diferencijacije, u odnosu na Celije P2 (dan 0). Rezultati su predstavljeni kao AS = SD. Zvezdice

oznacavaju statisticku znacajnost u poredenju sa P2 (dan 0).

Ti PPARG DLK1
P2 (dan 0) 21 dan P2 (dan 0) 21 dan
AM DM AM DM

LDSCs 0,159+0,151 0,300,187 0,32+0,247 0,32+0,725 6,86+438* 1,50+1,73

celija

ADSCs 0,250+0,188 492+350* 042+0315 0,10£0,05 057113  2,61+4,92
* < 0,05

4.3.2. Osteogena diferencijacija

Stepen osteogene diferencijacije LDSCs 1 ADSCs je analiziran u dve vremenske tacke,
8.1 16. dana kultivacije u osteogenom medijumu (OS). Kao kontrola sluzile su celije koje su
kultivisane u standardnom medijumu (DM) pod istim uslovima. Karakteristican fenotip
nalik osteoblastima i akumulacija neorganskog materijala su primeéeni posmatranjem na
svetlosnom mikroskopu (Slika 12) 16. dana osteogene diferencijacije i u LDSCs (Slika 12a) i
u ADSCs (Slika 12¢) u OS medijumu. Celije u medijumu DM su zadrale svoj
mezenhimsko-fibroblastni oblik, koji je vtlo slican i u LDSCs (Slika 12b) i u ADSCs (Slika
12d).

Osteogeni medijum Standardni medijum

LDSCs

ADSCs

Slika 12. Mikroskopski izgled celija 16. dana osteogene diferencijacije; LDSCs u osteogenom medijumu (OS)
(a), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (b), ADSCs u OS medijumu (c) i ADSCs u DM medijumu (d);
fazni kontrast sa objektivom uvelicanja 10x; strelice pokazuju depozite neorganskog materijala.
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Formirani neorganski depoziti su bojeni Von Kossa (Slika 13) i Alizarin red S (ARS)
(Slika 14) metodama bojenja. Tamno sivi/crni depoziti u LDSCs (Slika 13a) i ADSCs (Slika
13c), koji ukazuju na pozitivno on Kossa bojenje, 1 crveno obojeni depoziti u LDSCs (Slika
14a) i ADSCs (Slika 14c), koji ukazuju na pozitivno ARS bojenje, primeceni su nakon 16
dana kultivacije ¢elija u OS medijumu. U DM medijumu nisu uoceni takvi depoziti nakon

Von Kossa 1 ARS bojenja, ni u LDSCs (Slika 13b, 14b) ni u ADSCs (Slika 13d, 14d).

Von Kossa bojenje

Osteogeni medijum Standardni medijum
0 [
ol
0|
(a]
-
b 100 ym
"]
Q
)]
(a]
<
d N 3 100 ym

Slika 13. Izgled kultura Celija bojenih 17on Kossa metodom nakon 16 dana osteogene diferencijacije; LDSCs u
osteogenom medijumu (OS) (a), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (b), ADSCs u OS medijumu (c) i
ADSCs u DM medijumu (d); tamno sivo/crno obojeni depoziti na (a) i (c) ukazuju na pozitivno on Kossa

bojenje; bright field, uvelicanje objektiva 10x.
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Alizarin red S bojenje
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Slika 14. Izgled Ccelijskih kultura bojenih Alizarin red S (ARS) metodom nakon 16 dana osteogene
diferencijacije; LDSCs u osteogenom medijumu (OS) (a), LDSCs u standardnom medijumu (DM) (b), ADSCs
u OS medijumu (c) i ADSCs u DM medijumu (d); crveno obojeni depoziti na (a) i (c) ukazuju na pozitivho
ARS bojenje; bright field, uvelicanje objektiva 10x.
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Absorbance (405 nm)

Grafik 7. Intenzitet Alizarin red S (ARS) boje u Celijama odreden spektrofotometrijski nakon 16 dana
osteogene diferencijacije; rezultati su predstavljeni kao AS * SD, n (LDSCs) = 5 i n (ADSCs) = 4 za sve

gtupe; (*) p < 0,05.

Koncentracija osteoprotegerina (OPG), markera osteoblasta, odredivana je u
supernatantu Celija nakon 16 dana osteogene diferencijacijem, u trodnevnhom medijumu,
ELISA metodom (Grafik 8). Znacajno visa koncentracija OPG je zapazena u ADSCs

kultivisanih u OS medijumu nego u DM medijumu (p < 0,05). Nije bilo znacajnih razlika u
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nivou OPG izmedu ADSCs 1 LDSCs u OS medijumu, kao ni izmedu LDSCs kultivisanih u

OS medijumu u poredenju sa DM medijumom.

900 4 * *

800 - _ﬁ_

700 - °

600 - [ 5]

500 - o

400 - ©°

200 4

100 4

Koncentracija osteoprotegerina (pg/ml)
o

0 T T T 1
LDSCs-0S ADSCs-O0S LDSCs-DM ADSCs-DM

Grafik 8. Koncentracija osteoprotegerina (OPG) u supernatantu LDSCs i ADSCs merena ELISA metodom
16. dana osteogene diferencijacije; tackasti grafikoni sa medijanom; n = 4 za sve grupe; (*) p < 0,05.

Relativna ekspresija RUNX?2 i BGL.AP, gena markera osteogeneze, merena je u dve
vremenske tacke, 8. 1 16. dana osteogene diferencijacije (Grafik 9). Nakon 8 dana osteogene
diferencijacije, zapazena je povecana ekspresija RUNXZ2 i u LDSCs 1 ADSCs, ali je bila
izrazenija u ADSCs nego u LDSCs (Tabela 12). Nakon 16 dana diferencijacije, trend
ekspresije RUNXZ2 se promenio pa je ekspresija RUNXZ2 bila visa u LDSCs u OS
medijumu nego u DM medijumu, dok je u ADSCs situacija bila obrnuta, jer je niza
ekspresija RUNX?2 zapazena u ADSCs u OS nego u DM medijumu (Grafik 9a, b; Tabela
12). Ekspresija BGLAP se povecala tokom osteogene diferencijacije, ali ne u velikoj meri, 1
bila je znacajno visa u ADSCs nego u LDSCc 1 8. i 16. dana osteogene diferencijacije

(Grafik 9c, d; Tabela 13).

Tabela 12. Relativna ekspresija gena RUNX2 u LDSCs i ADSCs 8. 1 16. dana osteogene
diferencijacije, u odnosu na éelije P2 (dan 0). Rezultati su predstavljeni kao AS £ SD. Zvezdice
oznacavaju statisticku znacajnost u poredenju sa P2 (dan 0).

RUNX2
Tip celija P2 (dan 0) 8. dan 16. dan
(O] DM 0s DM
LDSCs 1,620 + 0,622 2,156 + 1,133 2,27 +1,390 7,194 +4,76 * 6,478 +5,83
ADSCs 1,013+ 0,214 2,670+1,799 4,01 £1,747% 5,685 +1,29 *** 8,960 + 3,35 **

%5 < 0,05, ¥p < 0,01, #*p < 0,001

58



Sanja S tojanovié REZULTATI

18 - RUNX2 - 8 dana 18 - RUNX2 - 16 dana
o
16 4 16 °
o 141 14
§ °
o )| 42
® 12 o 12
= =
w "
@ 10 9 10 °
s a
2 2 —
B v 8-
]
c e o o
2 64 ° 2 g o o
i & —-— = °
° ° o ° ° o o
L — @ 4 o ° -
o o °
24 o o ° 2
o
b -
0 . . 0 : . v .
a LDSCs-0S ADSCs-OS LDSCs-DM ADSCs-DM b LDSCs-0S ADSCs-0S LDSCs-DM ADSCs-DM
09 BGLAP - 8 dana 09 - BGLAP - 16 dana
08 08 4 o
07 07
@ 08 @ 08 fm
:g' o :g °
@ w
®os — ® o5
= ° = 0
& ° ° a '3' 8
T 04 © T 04 °
s | ° o s | -
——
-z 03 —— o 8 ° E 034 o
L] 2 0
[} ° 7]
& 02 ° & 02
0.1 0.1 4
0 r ; ) ___ o0+ y Y . )
LDSCs-0S ADSCs-0S LDSCs-DM ADSCs-DM d LDSCs-0S ADSCs-0S LDSCs-DM ADSCs-DM

Grafik 9. Relativna ekspresija gena RUNX?Z (a, b) i BGLLAP (c, d), odredivana u LDSCs i ADSCs 8. (a, c) i
16. dana (b, d) osteogene diferencijacije; tackasti grafikoni sa medijanom; n (LDSCs) = 51 (ADSCs) = 4 za

sve grupe i oba gena.

Tabela 13. Relativna ekspresija gena BGLAP u LDSCs i ADSCs 8. 1 16. dana osteogene
diferencijacije, u odnosu na ¢elije P2 (dan 0). Rezultati su predstavljeni kao AS £ SD. Zvezdice
oznacavaju statisticku znacajnost u poredenju sa P2 (dan 0).

BGLAP
Tip celija P2 (dan 0) 8. dan 16. dan
0s DM 0s DM

LDSCs 0,23 +0,039 0,312+0,091* 0,368+0,099*  0,323+0,072* 0,388 + 0,081 **

ADSCs 0,33 + 0,085 0,395+0,091  0,503+0,147  0554+0,155* 0,600 + 0,062 **
*p < 0,05, ¥ < 0,01
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4.4. UTICAJ KONDICIONIRANIH MEDIJUMA MATICNIH
CELIJA NA FUNKCIJE MAKROFAGA,
IMUNOMODULACIJSKA AKTIVNOST I EFEKAT NA
ZARASTANJE RANA U SISTEMU INDIREKTNE KO-
KULTURE IN VITRO

4.4.1. Aktivnhost makrofaga u kondicioniranim medijumima LDSCs i
ADSCs

Aktivhost RAW 264.7 makrofaga i njihov odgovor na kondicionirane medijume (CM)
LDSCs (LDSC-CM) i ADSCs (ADSC-CM) su procenjivani nakon 48 h kultivacije u CM
primenom: NBT testa (za analizu produkcije superoksid anjon radikala u fagocitnim
¢elijama) (Grafik 10b), MTT testa (za analizu aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze)
(Grafik 10c) 1 Neutral red wuptake (NRU) testa (za analizu pinocitozne aktivnosti celije)
(Grafik 10a). Crystal violet (CV) test je raden da bi se odredio broj celija, jer je kolicina
vezane CV boje direktno proporcionalna broju celija. Nije uocena statisticki znacajna
razlika u vrednostima NRU i NBT testa izmedu makrofaga kultivisanih u LDSC-CM i
ADSC-CM, dok je redukcija MTT u oba CM bila manja u odnosu na kontrolu. Medutim,
kada se analizira odnos izmedu vrednosti NRU i CV testa, kao i odnos izmedu vrednosti
NBT i CV testa, sto predstavlja normalizovanje vrednosti NR i NBT testa na broj éelija u
svakom uzorku, (Tabela 14), veéi unos NR boje (NR/CV (LDSC-CM) = 1.25 prema
NR/CV (ADSC-CM) = 1.13) i veca redukcija NBT (NBT/CV (LDSC-CM) = 1.33 prema
NBT/CV (ADSC-CM) = 1.12) su uoceni u makrofagima kultivisanim u LDSC-CM nego u
makrofagima kultivisanim u ADSC-CM. Ovi rezultati ukazuju na jacu aktivaciju makrofaga
u prisustvu sekretornih produkata LDSCs u poredenju sa ADSCs. Nesto slabija redukcija
MTT je uocena i u LDSC-CM i u ADSC-CM tretmanu, ali odnos vrednosti MTT i CV
testa ne pokazuje statisticki znacajne razlike izmedu delovanja razlicitih kondicioniranih

medijuma (Tabela 14).
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Grafik 10. Odgovor makrofaga na kondicionirane medijume (CM) LDSCs (LDSC-CM) i ADSCs (ADSC-
CM) analiziran Neutral red (NR) testom (a), NBT testom (b), MTT testom (c) i Crystal violet (CV) testom (d);
AS £ SD; n(LDSCs) = 5 i n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM poreklom od kulture
izvedene iz tkiva jednog pacijenta, kao i kontrolne kulture, 4 do 8 replikata je analizirano u svakom testu, (*) p
< 0,05 (u odnosu na standardni medijum).

Tabela 14. Unos NR boje, kao i redukcija NBT 1 MTT, normalizovani na broj ¢elija odreden CV
testom; rezultati su prikazani kao AS  SD.

Tio kondicioni Odnos izmedu Odnos izmedu Odnos izmedu
P gn lClOl:g;/BOg vrednosti NR i vrednosti NBT i CV vrednosti MTT i
medyuma CV testa testa CV testa
LDSC-CM 1,25+0,11 p=01 1,33+0,18 p=0,06 1,04 +0,16 =023
ADSC-CM 1,13+0,10 1,12+0,14 0,92+0,14

4.4.2. Imunomodulacijska aktivnost kondicioniranih medijuma LDSCs i
ADSCs

Nakon 48 h kultivacije u LDSC-CM 1 ADSC-CM, uocene su promene u morfologiji
RAW 264.7 makrofaga (Slika 15). Za razliku od kontrolne kulture (standardni medijum)
gde su Celije bile predominantno okruglog oblika i sitne (Slika 15c¢), makrofagi kultivisani u

LDSC-CM (Slika 15a) i ADSC-CM (Slika 15b) su bili krupniji, rasireniji i sa nastavcima $to
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je indikacija funkcijske promene i polarizacije makrofaga. Makrofagi aktivirani sa 100 ng/ml

LPS (LPS-100 tretman) (Slika 15d) su bili epitelnog oblika 1 ispunjeni vezikulama.

LDSC-CM
WO-Jsav

Standardni medijum
00T-Sd1

Slika 15. Morfologija RAW 264.7 makrofaga kultivisanih 48 h u LDSC-CM (a), ADSC-CM (b), standardnom
medijumu (c) i pri LPS-100 tretmanu (d); fazni kontrast, objektiv uvelicanja 20X.

Real-time PCR analiza (Grafik 11) je pokazala da i LDSC-CM i ADSC-CM znacajno
smanjuju ekspresiju Tzf (gena za proinflamacijski citokin TNF-a) u odnosu na standardni
medijum i LPS-100 tretman (Grafik 11a), ali nije uoc¢ena statisticka znacajnost u poredenju
kondicioniranih medijuma LDSCs i ADSCs. Sa druge strane, oba kondicionirana medijuma
znacajno povecavaju ekspresiju /70 (gena za anti-inflamacijski citokin IL-10) u poredenju

sa standardnim medijumom (Grafik 11b).
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Grafik 11. Relativna ckspresija Tuf (a) i I/70 (b) gena u RAW 264.7 makrofagima kultivisanih 48 h u LDSC-
CM, ADSC-CM, standardnom medijumu i pri LPS-100 tretmanu; AS * SD; n(LDSCs) = 4 i n(ADSCs) = 4
(n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM poreklom od kulture izvedene iz tkiva jednog pacijenta, kontrolnu
kulturu i LPS-100, analizirano je 4 replikata; (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 (u odnosu na

standardni medijum).

Sekrecija TNF-a od strane RAW 264.7 makrofaga je bila znacajno smanjena kada su
makrofagi bili kultivisani u LDSC-CM i ADSC-CM u odnosu na standardni medijum i
LPS-100, iako nije uocena znacajna razlika izmedu uticaja kondicioniranih medijuma
LDSCs 1 ADSCs (Grafik 12a). Nije bilo znacajnih razlika u sekreciji IL-10 izmedu
makrofaga kultivisanth u LDSC-CM 1 ADSC-CM, ali u poredenju sa standardnim
medijumom, sekrecija IL-10 je bila znacajno smanjena u LDSC-CM (Grafik 12b). U
poredenju sa tretmanom LPS-100, koncentracija IL-10 je bila znacajno niza u svim

ispitivanim medijumima. Malo, ali statisticki znacajno, povecéanje produkcije azot oksida
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(NO) je zapazeno u kulturama makrofaga kultivisanth u LDSC-CM i ADSC-CM u
poredenju sa standardnim medijumom (Grafik 13), ali je to povecanje bilo znacajno manje

nego u LPS-100 tretmanu.

TNF-a sekrecija od strane RAW 264.7 makrofaga
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Grafik 12. Koncentracija TNF-« (a) i IL-10 (b) merena ELISA testom u supernatantu RAW 264.7 makrofaga
kultivisanih 48 h u LDSC-CM, ADSC-CM, standardnom medijumu i pri LPS-100 tretmanu; AS + SD;
veli¢ina uzorka: n(LDSCs) = 4 i n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM poreklom od
kulture izvedene iz tkiva jednog pacijenta, kontrolnu kulturu i LPS-100 tretman, analizirano je 4 replikata; (*)
P < 0,05, () p < 0,01, (**f) p < 0,001 (u odnosu na standardni medijum).
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Grafik 13. Koncentracija azot oksida (NO) u supernatantu RAW 264.7 makrofaga kultivisanih 48 h u LDSC-
CM, ADSC-CM, standardnom medijumu i pri LPS-100 tretmanu; AS & SD; veli¢ina uzorka: n(LDSCs) = 4 i
n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM poreklom od kulture izvedene iz tkiva jednog
pacijenta, kontrolnu kulturu i LPS-100 tretman, analizirano je 4 replikata; (*¥) p < 0,05, (*¥) p < 0,01, (***) p <
0,001 (u odnosu na standardni medijum).

U L1929 bioeseju, koji je koriS¢en za procenu citotoksicnosti posredovane
proinflamacijskim citokinima, nisu uocene razlike u broju i morfologiji 1.929 fibroblasta
nakon 24 h kultivacije u kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga koji su
prethodno kultivisani u LDSC-CM (RAW-CM-LDSC) (Slika 16a) i ADSC-CM (RAW-CM-
ADSC) (Slika 16b) u odnosu na CM makrofaga kultivisanih u standardnom medijumu
(RAW-CM) (Slika 16¢) i standardnom medijumu za 1929 ¢elije (kontrolna kultura) (Slika
16e). Znacajno smanjenje broja celija i predominantno apoptoticne celije su uoceni u
tretmanu sa CM makrofaga stimulisanih sa 100 ng/mI LPS (RAW-CM-L100) (Slika 16d)
$to je potvrdeno i MTT testom. MTT test (Grafik 14) nije pokazao znacajne razlike izmedu
RAW-CM-LDSC i RAW-CM-ADSC, kao ni izmedu RAW-CM i standardnog medijuma, ali
u poredenju sa standardnim medijumom i RAW-CM svi ostali medijumi su znacajno

smanyjili vijabilnost 1.929 ¢elija.
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Slika 16. Mikroskopski izgled 1.929 ¢elija kultivisanih 24 h u kondicioniranim medijumima RAW 264.7
makrofaga koji su prethodno kultivisani 48 h u LDSC-CM (RAW-CM-LDSC) (a), ADSC-CM (RAW-CM-
ADSC) (b), standardnom medijumu za RAW 264.7 éelije (RAW-CM) (c), pri tretmanu LPS-100 (RAW-CM-
1.100) (d) i standardnom medijumu za 1.929 ¢éelije (e); fazni kontrast, objektiv uvelicanja 10x.
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Grafik 14. Vijabilnost 1.929 ¢elija u 1929 bioeseju procenjena MTT testom, AS * SD; velic¢ina uzorka:
n(LDSCs) = 41 n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM poreklom od kulture izvedene iz
tkiva jednog pacijenta, kao i kontrole, analizirano je 4 do 8 replikata; (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 (u odnosu
na standardni medijum).
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4.4.3. Efekat kondicioniranih medijuma LDSCs i ADSCs na zarastanje
rana u sistemu indirektne ko-kulture in vitro

Efekat LDSC-CM i ADSC-CM na migraciju fibroblasta i zarastanje rana je ispitivan na
modelu 7z vitro primenom Scratch testa. Migracija fibroblasta (Grafik 15a) i zatvaranje ,,rane®
tj. smanjenje ogrebotine u monosloju ¢elija (Grafik 15b) nakon tri dana kultivacije u LDSC-
CM i ADSC-CM su bili u nivou pozitivne kontrole (PK) bez statisticki znacajne razlike
medu njima.. Uocena je znacajna razlika kultura sa kondicioniranim medijumima i
negativne kontrole (NK), sto ukazuje na povoljan efekat kondicioniranih medijuma LLDSCs
1 ADSCs na zarastanje rana. Efekat CM na smanjenje ogrebotine nakon tri dana kultivacije

je prikazan na slici 17a-d.
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Grafik 15. Efekat kondicioniranih medijuma LDSCs i ADSCs na zarastanje rana na modelu 7 vitro; efekat
LDSC-CM, ADSC-CM, pozitivne (PK) i negativne (NK) kontrole na migraciju fibroblasta (a) i zatvaranje
rana (b); AS £ SD; veli¢ina uzorka: n(LDSCs) = 4 i n(ADSCs) = 4 (n — broj pacijenata po grupi); za svaki CM
poreklom od kulture izvedene iz tkiva jednog pacijenta, kao i kontrole, analizirano je 4 replikata po uzorku;
(**F) p < 0,001.
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LDSC-CM ADSC-CM

a kon

Pozitivna kontrola Negativn

trola

Slika 17. Mikroskopski izgled ,,rana® tj. ogrebotina, tri dana nakon kultivacije u LDSC-CM (a), ADSC-CM
(b), pozitivne (c) i negativne kontrole (d); fazni kontrast, uvelicanje objektiva 5X.

68



Sanja S tojanovié REZULTATI

4.5. ANALIZA EKSPRESIJE GENA U UZORCIMA LIPOMA 1
MASNOG TKIVA

4.5.1. Analiza ekspresije gena markera mezenhimskih mati¢nih ¢elija u

tkivima

Ekspresija CD44 1 POU5SFT gena, markera MSCs, analizirana je u uzorcima lipoma 1
potkoznog masnog tkiva (scWAT) 1 rezultati su prikazani na Grafiku 16. Ekspresija CD44
je vtlo sli¢na u lipomima 1 scWAT (Grafik 16a) dok je ekspresija POUSFT visa u uzorcima

lipoma u odnosu na scWAT, ali ne statisticki znacajno (Grafik 16b).
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Grafik 16. Relativna ekspresija gena za CD44 (CD44) (a) i Oct-4 (POU5FT) (b), analizirana u uzorcima
lipoma i scWAT; tackasti grafikoni sa medijanom; broj uzoraka po grupi za CD44: n = 20 (lipomi) i n = 12
(scWAT) i za POUSFT: n = 25 (lipomi) i n = 16 (scWAT).

U poredenju ekspresije CD44 1 POU5SFT po lokalizaciji lipoma i scWAT uocene su
razlike, ali ne statisticki znacajne (Grafik 17), najverovatnije zbog malog broja analiziranih

uzoraka za neke ispitivane lokalizacije 1 heterogenosti u okviru grupa.
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Grafik 17. Poredenje relativne ekspresije gena CD44 (a, b) i POU5SF1 (c, d) u uzorcima lipoma (a, ) i scWAT

(b, d) po anatomskoj lokalizaciji; tackasti grafikoni sa medijanom.

4.5.2. Analiza ekspresije gena markera adipogeneze u tkivima

Nivo ekspresije gena karakteristicnih za proces adipogeneze i belo masno tkivo (gen za
adiponektin (ADIPOQ), leptin (LEP), PPAR-y (PPARG) 1 Pref-1 (DLKT)), kao i gena
karakteristicnog za mrko masno tkivo (UCPT7), odreden je u uzorcima lipoma i scWAT i
rezultati su prikazani na Grafiku 18. Nesto visa ekspresija LEP je uocena u grupi scWAT u
odnosu na grupu lipoma, iako razlika nije statisticki znacajna (Grafik 18a). Ekspresija
ADIPOQ je znacajno visa u grupi lipoma u odnosu na grupu scWAT (p < 0,05) (Grafik
18b). Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji PPARG, iako je nesto visa
ekspresija ovog gena zabelezena u grupi lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 18c). Velike

varijacije u ekspresiji DIK7, markera preadipocita, uocene su u analiziranim uzorcima, iako
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je znacajno visa ekspresija ovog gena zabelezena u grupi lipoma u odnosu na scWAT

(Grafik 18d). Znacajno visa ekspresija UCP7, markera mrkog masnog tkiva, uocena je u

grupi lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 18e).
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Grafik 18. Relativna ckspresija gena za leptin (LEP) (a), adiponektin (ADIPOQ) (b), PPAR-y (PPARG) (c),
Pref-1 (DLKT7) (d) i UCP-1 (UCPT7) (e), analizirana u uzorcima lipoma i scWAT; tackasti grafikoni sa
medijanom; broj uzoraka po grupi za LEP, ADIPOQ, PPARG i DLLK7: n = 26 (lipomi) in = 17 (scWAT) i za
UCPT: n = 24 (lipomi) i n = 15 (scWAT); p < 0,05.
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Ekspresija gena markera adipogeneze je analizirana po anatomskim lokalizacijama sa

kojih su uzeti uzorci lipoma i scWAT i rezultati su prikazani na Grafiku 19 1 Grafiku 20.
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Grafik 19. Poredenje relativne ekspresije gena LLEP (a, b), ADIPOQ (c, d) i PPARG (e, f) u uzorcima lipoma
(a, ¢, €) 1 scWAT (b, d, f) po anatomskoj lokalizaciji; tackasti grafikoni sa medijanom.
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Razlike u ekspresiji gena karakteristicnih za proces adipogeneze izmedu analiziranih
anatomskih lokalizacija su uocene i u grupi lipoma i u grupi scWAT, u svim analiziranim
genima, ali su statisticki znacajne razlike (p<0,01) samo u slucaju gena PPARG (Grafik 19f)
1 UCPT (Grafik 20d) u grupi scWAT po lokalizaciji.
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Grafik 20. Poredenje relativne ekspresije gena DLK7 (a, b) i UCPT (c, d) u uzorcima lipoma (a, ¢) i scWAT

(b, d) po anatomskoj lokalizaciji; tackasti grafikoni sa medijanom.

4.5.3. Analiza ekspresije gena markera osteogeneze u tkivima

Ekspresija RUNXZ2 1 BGL.AP, gena markera osteogeneze, analizirana je u uzorcima
lipoma i scWAT i rezultati su prikazani na Grafiku 21. Visa ekspresija RUNXZ2 (Grafik 21a)
1 BGLAP (Grafik 21b) je uocena u grupi lipoma u odnosu na scWAT, iako je statisticki
znacajna razlika zapazena samo u slucaju RUNXZ. Razlike u ekspresiji RUNXZ2 1 BGLLAP u
uzorcima lipoma 1 scWAT sa razlicitih anatomskih lokalizacija su uocene ali nisu statisticki

znacajne (Grafik 22).
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Grafik 21. Relativna ckspresija gena za RUNX2 (RUNX2) (a) i osteokalcin (BGLLAP) (b), analizirana u
uzorcima lipoma i scWAT; tackasti grafikoni sa medijanom; broj uzoraka po grupi za oba gena: n = 26

(lipomi) i n = 17 (scWAT); p < 0,05.
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Grafik 22. Poredenje relativne ekspresije gena RUNX?2 (a, b) i BGLAP (c, d) u uzorcima lipoma (a, ¢) i
scWAT (b, d) po anatomskoj lokalizaciji; tackasti grafikoni sa medijanom.
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4.5.4. Analiza ekspresije gena za citokine u tkivima

Ekspresija gena za proinflamacijski citokin TNF-a (IINF) i anti-inflamacijski citokin
IL-10 (IL70) je analizirana u uzorcima lipoma 1 scWAT i rezultati su prikazani na Grafiku
23. Nije uocena statisticki znacajna razlika u nivou ekspresije TINF gena izmedu lipoma i
scWAT (Grafik 23a), dok je ekspresija II.70 znacajno visa u grupi scWAT u odnosu na
grupu lipoma (Grafik 23b).
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Grafik 23. Relativna ekspresija gena za TNF-o (TINF) (a) 1 IL-10 (IL70) (b), analizirana u uzorcima lipoma i
scWAT; tackasti grafikoni sa medijanom; broj uzoraka po grupi za oba gena: n = 26 (lipomi) i n = 16
(scWAT); p < 0,05.

U poredenju ekspresije TINF i ILL70 u lipomima 1 scWAT po anatomskoj lokalizaciji
(Grafik 24), uocene su razlike u ekspresiji, ali je statisticki znacajna razlika zapazena samo

za ekspresiju TINF u uzorcima scWAT sa razli¢itih lokalizacija (Grafik 24b).
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Ekspresija TNF u lipomima po lokalizaciji

Ekspresija TNF u scWAT po lokalizaciji
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Grafik 24. Poredenje relativne ekspresije gena TINF (a, b) i IL70 (c, d) u uzorcima lipoma (a, ¢) i scWAT (b,
d) po anatomskoj lokalizaciji; tackasti grafikoni sa medijanom.
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4.6. HISTOLOSKA ANALIZA LIPOMA I MASNOG TKIVA

Deo uzoraka lipoma i scWAT je histoloski obraden i ukalupljen u parafinu ili aralditu,
1 nakon secenja tkiva su obojena standardnom tehnikom bojenja tkiva hematoksilin-eozin
(H&E) ili toluidin plavim. Svi uzorci lipoma koji su analizirani histoloski, pregledani su od
strane klinickog patologa 1 okarakterisani su kao tipicni lipomi, dok se u nekoliko slucaja
mogu uoditi tkivni elementi koji se javljaju kod ostalih tipova lipoma, pri ¢emu nijedan
uzorak nije okarakterisan kao liposarkom. Na analiziranim presecima tkiva se uocavaju
razlike u tkivnim strukturama uzoraka tkiva lipoma i scWAT. Razlike se ogledaju u obliku i
velicini adipocita, prisustvu drugih tipova celija, broju 1 veli¢ini krvnih sudova, kao i
prisustvu i strukturi kolagena i organizaciji vancelijskog prostora. Na Slikama 18 - 22 je
prikazan izgled tkiva lipoma, dok je na Slikama 23 — 25 prikazan izgled scWAT sa razli¢itih
anatomskih lokalizacija u obe grupe, bojenih H&E metodom. U grupi lipoma generalno se
moze primetiti da postoje vece varijacije u obliku i veli¢ini adipocita u odnosu na grupu
scWAT. U lipomima se ¢esce srecu infiltrati Celija koje nalikuju ¢elijama imunskog sistema.
Prostor izmedu adipocita u grupi lipoma je u mnogim uzorcima razvijeniji i bogatiji raznim
tipovima celija i usnopljenim kolagenim vlaknima. Postoje razlike u izgledu tkiva sa
razli¢itih anatomskih lokalizacija i u grupi lipoma i u grupi scWAT, ali su prisutne 1 razlike u
tkivima razli¢itih pacijenata uzetih sa iste lokalizacije. U grupi scWAT se mogu zapaziti
adipociti okruzeni makrofagima koji formiraju karakteristicne strukture nalik krunama (eng.
— crown-like structures - CLS) (Slika 28i). Ovakve strukture se uocavaju i u analiziranim
uzorcima lipoma ali rede, iako se u pojedinim lipomima mogu videti krupni makrofagi pa i

viSejedarne dzinovske Celije (eng. multinucleated giant cells - MNGCs) oko adipocita.
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LIPOMI

uvelicanje objektiva 10x uveli¢anje objektiva 20x

-
N \ =

Glava

Vrat
(pacijent 1)

Vrat
(pacijent 2)

Slika 18. Tkivo lipoma sa glave (a, b) i vrata (c — f), bojeno hematoksilin-eozin (H&E) metodom; bright field,
uveli¢anje objektiva 10x i 20x.
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LIPOMI

Ruka - nadlaktica

uveli¢anje objektiva 10x

uveli¢anje objektiva 20x

pacijent 1

pacijent 2

Slika 19. Tkivo lipoma sa nadlaktice (a - d) razli¢itih pacijenata, bojeno H&E metodom ; bright field, uvelicanje
objektiva 10x i 20x.

LIPOMI

Ruka - podlaktica

uveli€anje objektiva 10x

uveli€anje objektiva 20x

- — N 5
Q It )
‘:’ g N A\ >

pacijent 1

pacijent 2

Slika 20. Tkivo lipoma sa podlaktice (a - d) razli¢itih pacijenata, bojeno H&E metodom; bright field, uvelicanje
objektiva 10x i 20x.
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Leda

Stomak

LIPOMI

uveli¢anje objektiva 10x uveli€anje objektiva 20x

N

Slika 21. Tkivo lipoma sa stomaka (a, b) i leda (c, d), bojeno H&E metodom,; bright field, uveli¢anje objektiva

10x 1 20x.

Noga - nadkolenica

(pacijent 2)

LIPOMI

uvelicanje objektiva 10x uveli€anje objektiva 20x

(pacijent 1)

Slika 22. Tkivo lipoma sa nadkolenice razli¢itih pacijenata, bojeno H&E metodom; bright field, uveli¢anje

objektiva 10x i 20x.
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Slika 23. scWAT sa vrata (a, b) i nadlaktice (c, d), bojeno H&E metodom; bright field, uvelicanje objektiva 10x

i 20x.
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Slika 24. scWAT sa stomaka razli¢itih pacijenata (a — d) i leda (e, f), bojeno H&E metodomy; bright field,

uveli¢anje objektiva 10x 1 20x.
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Slika 25. scWAT sa kuka razlicitih pacijenata (a — d) i kolena (e, f), bojeno H&E metodom; bright field,

uveli¢anje objektiva 10x i 20x.

U grupi lipoma mogu se uociti adipociti koji su vedci, unilokulusni, okruglog ili

viseugaonog oblika, ali i manji unilokulusni kao 1 multilokulusni adipociti koji poseduju veci

broj sitnih lipidnih tela i koji podsec¢aju na mrke adipocite. U grupi scWAT adipociti su

unilokulusni i veci, okruglog ili viSeugaonog oblika.

Na Slikama 26 1 27 je prikazan izgled preseka tkiva lipoma sa nekoliko anatomskih

lokalizacija, bojenih toluidin plavim, dok je na Slici 28 prikazan izgled preseka scWAT

bojenih toluidin plavim. Mogu se uociti slicne strukture i tipovi Celija koji su prisutni u

tkivu kao i na presecima bojenim H&E bojenjem.. Adipociti su razli¢itijeg oblika i veli¢ine

u uzorcima lipoma u odnosu na scWAT i kolagena vlakna su prisutna u vecoj kolic¢ini u

uzorcima lipoma u odnosu na scWAT. U scWAT se mogu uociti CLS sa izrazito krupnim

makrofagima. Krvni sudovi razli¢itog oblika i veli¢ine se srecu i u grupi lipoma 1 u grupi
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scWAT i moze se uociti da postoji razlika u obe grupe u odnosu na anatomsku lokalizaciju

sa koje su uzeti uzorci tkiva.
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Slika 26. Tkivo lipoma razlicitih pacijenata, sa vrata (a — f) i nadlaktice (g - 1), bojeno toluidin plavim; bright
feld, uvelicanje objektiva 10x (a, d, g, j) 1 20x (b, ¢, ¢, f, h, i, k, I).
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Slika 27. Tkivo lipoma sa stomaka (a — ¢) i leda (d - f), bojeno toluidin plavim; bright feld, uvelicanje objektiva

10x (a, d) 1 20x (b, ¢, €, f).
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Slika 28. scWAT sa stomaka (a — c), kuka (d — f) i nadkolenice (g - 1), bojeno toluidin plavim; bright field,
uveli¢anje objektiva 10x (a, d, g) 1 20x (b, ¢, ¢, f, h, 1).
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4.7. HISTOMORFOMETRIJSKA ANALIZA TKIVA

Histomorfometrijska analiza tkiva lipoma i scWAT je uradena nakon H&E bojenja
preseka tkiva i mereni su i analizirani slede¢i parametri: dijametar adipocita (um), obim
adipocita (um), povrsina adipocita (um®), broj adipocita po mm® ukupne povrsine svih
izmerenih adipocita, kao 1 opseg velicine adipocita (na osnovu dijametra i povrsine).
Rezultati histomorfometrijske analize su prikazani na Graficima 25 - 27. Nije uocdena
statisticki znacajna razlika u analiziranim parametrima adipocita izmedu grupe lipoma i

grupe scWAT (Grafik 25).
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Grafik 25. Histomorfometrijski parametri tkiva lipoma i scWAT; dijametar adipocita (a), obim adipocita (b),
povrsina adipocita (c) i broj adipocita na ukupnoj povrsini svih izmerenih adipocita (d); rezultati su prikazani
kao AS + SD.

Analizirani parametri su poredeni po lokalizaciji ispitivanih lipoma i scWAT i rezultati
su prikazani na Grafiku 26. Uocene su razlike u izmerenim parametrima izmedu uzoraka sa
razli¢itth anatomskih lokalizacija obe ispitivane grupe, ali su razlike bile izraZenije u grupi
lipoma u odnosu na scWAT, iako ni u jednom slucaju nije pronadena statisticki znacajna

razlika.
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Grafik 26. Poredenje histomorfometrijskih parametara tkiva lipoma i scWAT razli¢ith anatomskih
lokalizacija; dijametar adipocita u lipomima (a) i scWAT (b), obim adipocita u lipomima (c) i scWAT (d),
povrsina adipocita u lipoma () i scWAT (f) i broj adipocita na ukupnoj povtsini svih izmerenih adipocita u
lipomima (g) i scWAT (h); rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina.
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Na osnovu izmerenih parametara velicine adipocita (dijametra i povrsine), adipociti su
podeljeni u klase po veli¢ini i to u po pet klasa za oba parametra (Grafik 27). Klase
adipocita po dijametru su: I) do 70 um, II) od 70 do 90 um, III) od 90 do 110 um, IV) od
110 do 130 pum i V) preko 130 um. Klase adipocita po povrsini su: I) do 3000 um?, II) od
3000 do 6000 um?, IIT) od 6000 do 9000 um?, IV) od 9000 do 12000 um? i V) preko 12000
um®. Razlike u zastupljenosti ¢elija po klasama se mogu uoéiti izmedu grupe lipoma i grupe
scWAT, iako one nisu statisticki znacajne. U grupi lipoma je veéi broj adipocita prisutan u
prvoj i poslednjoj klasi (najmaniji i najveci adipociti) u odnosu na scWAT u istim klasama.
U obe ispitivane grupe je najveci broj adipocita koji se po velicini mogu svrstati u srednje
klase. U grupi lipoma je opseg varijacija (od minimuma do maksimuma) u dijametru, obimu

1 povrsini adipocita veci u odnosu na grupu scWAT, $to se moze videti u Tabeli 15.

Tabela 15. Opseg variranja velicine adipocita u grupama lipoma 1 scWAT.

Grupa Dijametar (um) Obim (um) Povrsina (um?)
minimum 38,45 106,27 781,21

Lipomi maksimum 227,49 634,45 28060,63
minimum 54,73 161,73 1909,22

scWAT maksimum 196,34 564,09 24417 61
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Grafik 27. Veli¢ina adipocita po klasama u grupi lipoma (a, ) i scWAT (b, d); zastupljenost adipocita (%) po
klasama prema dijametru (u um) (a, b) i prema povrsini (u pm?) (c, d); rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina.
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4.8. IMUNOHISTOHEMI]JSKA ANALIZA TKIVA

Imunoekspresija adiponektina, leptina i receptora za leptin, koji predstavljaju markere

adipogeneze i1 belog masnog tkiva, analizirana je u uzorcima lipoma 1 scWAT.

Jaka imunoekspresija adiponektina, leptina i receptora za leptin je uocena u svim

analiziranim uzorcima lipoma i scWAT, bez znacajnijih razlika, a rezultati su prikazani na

Slikama 29 - 34. Analizirana je imunoekspresija ovih markera u uzorcima tkiva lipoma 1

scWAT sa nekoliko razlicitth lokalizacija i jaka imunoekspresija

analiziranim uzorcima.

Ruka - nadlaktica Vrat

Leda

Adiponektin

LIPOMI

je zabelezena u svim

Slika 29. Imunoekspresija adiponektina u uzorcima lipoma (a — f) razlicitih anatomskih lokalizacija; braon
boja ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) 1 20x (b, d, f).
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Stomak

Kuk

Noga - nadkolenica

Slika 30. Imunockspresija adiponektina u uzorcima scWAT (a — f) razlicitih anatomskih lokalizacija; braon
boja ukazuje na pozitivho obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, ¢, €) 1 20x (b, d, f).
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Vrat

Ruka - nadlaktica

Leda

Slika 31. Imunoekspresija leptina u uzorcima lipoma (a — f) razlicith anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) i 20x (b, d, f).
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Kuk

Noga - nadkolenica

Slika 32. Imunoekspresija leptina u uzorcima scWAT (a — f) razli¢itih anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) i 20x (b, d, f).
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Receptor za leptin

Vrat

Ruka - nadlaktica

Leda

Slika 33. Imunockspresija receptora za leptin u uzorcima lipoma (a — f) razlicitih anatomskih lokalizacija;
braon boja ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uveli¢anje objektiva 10x (a, c, €) 1 20x (b,

d, .
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Slika 34. Imunockspresija receptora za leptin u uzorcima scWAT (a — f) razlicitth anatomskih lokalizacija;
braon boja ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uveli¢anje objektiva 10x (a, c, €) 1 20x (b,

4, f).

Imunoekspresija PRDM16 (eng. PR domain containing 16), markera mrkih adipocita i
mrkog masnog tkiva, analizirana je u uzorcima lipoma i scWAT sa nekoliko razli¢itih
lokalizacija. Jaca imunoekspresija PRDM16 je uocena u uzorcima lipoma (Slika 35) u
odnosu na scWAT (Slika 36). Intenzivna obojenost, tj. izrazita pozitivhost se moze uociti u
multilokulusnim adipocitima i preadipocitima prisutnim u analiziranim uzorcima lipoma sa

nadlaktice i leda (Slika 35d, f).
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PRDM16

LIPOMI

Ruka - nadlaktica

Leda

Slika 35. Imunockspresija PRDM16 u uzorcima lipoma (a — f) razlic¢itih anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, ¢, €) i 20x (b, d, f).
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Slika 36. Imunockspresija PRDM16 u uzorcima scWAT (a — f) razli¢itih anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) i 20x (b, d, f).

MFENT1 (eng. mitofusin 1), protein spoljasnje membrane mitohondrija koji ima ulogu u
grupisanju i fuziji mitohondrija, analiziran je u uzorcima tkiva lipoma i scWAT sa nekoliko
razlicitih anatomskih lokalizacija. Uocena je jaka imunoekspresija MFN1 u analiziranim
uzorcima 1 lipoma 1 scWAT, pri ¢emu je nesto vise polja jake pozitivnosti uoceno u

uzorcima analiziranih lipoma (Slika 37) nego u uzorcima scWAT (Slika 38).
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Ruka - nadlaktica Vrat

Leda

Slika 37. Imunockspresija MEN1 u uzorcima lipoma (a — f) razli¢itih anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) i 20x (b, d, f).
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Slika 38. Imunoekspresija MEN1 u uzorcima scWAT (a — f) razlicitih anatomskih lokalizacija; braon boja
ukazuje na pozitivno obojene strukture i Celije; bright field, uvelicanje objektiva 10x (a, c, €) i 20x (b, d, f).

U uzorcima lipoma i scWAT je analizirano prisustvo makrofaga imunohistohemijskim
bojenjem. Analizirani su markeri CD40 (marker M1 makrofaga ili klasicno aktiviranih
makrofaga) i CD163 (marker M2 makrofaga ili alternativno aktiviranih makrofaga).
Generalno, prisutno je vise Celijskih infiltrata u kojima se uocavaju makrofagi u tkivu
lipoma u odnosu na scWAT.

U uzorcima lipoma su prisutni CD163 pozitivni makrofagi u ve¢em broju u odnosu na
scWAT. U lipomima se mogu uociti CD163 pozitivne jednojedarne celije u poljima vecih
nakupina celija kao i CD163 pozitivne visejedarne Celije i MNGCs koje okruzuju adipocite

u vidu CLS (Slike 39 — 42).
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Imunoekspresija CD163

LIPOMI

Vrat

Slika 39. Imunoekspresija CD163 u uzorku lipoma sa vrata; braon boja ukazuje na pozitivnho obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a, b) i 40x (c).

Imunoekspresija CD163

LIPOMI

7 )

Ruka - nadlaktica

Slika 40. Imunockspresija CD163 u uzorku lipoma sa nadlaktice; braon boja ukazuje na pozitivho obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) 1 40x (b - f).

CD163 pozitivni makrofagi se mogu uociti i u scWAT sa razlicitih lokalizacija, nesto
manje u analiziranim uzorcima tkiva sa vrata i nadlaktice, dok se u analiziranim uzorcima
tkiva sa stomaka razli¢itih pacijenata mogu videti CD163 pozitivni jednojedarni makrofagi,

ali i viSejedarni koji formiraju CLS oko adipocita (Slike 43 — 45).
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Imunoekspresija CD163

LIPOMI

Leda

d

Slika 41. Imunoekspresija CD163 u uzorku lipoma sa leda; braon boja ukazuje na pozitivno obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) 1 40x (b - f).
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Slika 42. Imunoekspresija CD163 u uzorku lipoma sa nadkolenice; braon boja ukazuje na pozitivho obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) i 40x (b - f).
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Slika 43. Imunockspresija CD163 u uzorcima scWAT sa vrata (a, b) i nadlaktice (c — ¢€); braon boja ukazuje
na pozitivno obojene makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a, ¢) i 40x (b, d, €).
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Slika 44. Imunoekspresija CD163 u uzorku scWAT sa stomaka - pacijent 1; braon boja ukazuje na pozitivno
obojene makrofage; bright field, uveli¢anje objektiva 20x (a) i 40x (b - f).
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Slika 45. Imunockspresija CD163 u uzorku scWAT sa stomaka - pacijent 2; braon boja ukazuje na pozitivho
obojene makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) i 40x (b - h).

Makrofagi pozitivni na CD40 se mogu videti i u uzorcima lipoma i u uzorcima scWAT

sa razlicitih lokalizacija, iako je generalno manje CD40 pozitivnih celija u obe grupe u

odnosu na CD163 pozitivne ¢elije.

U grupi lipoma se mogu uociti i jednojedarne 1 visejedarne CD40 pozitivne celije koje

su uglavnom krupne i okruzene sitnijim CD40 negativnim celijama (Slike 46 — 49). MNGCs

pozitivhe na CD40 se uocavaju u uzorcima lipoma pojedinih analiziranih lokalizacija kao
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§to su nadlaktica 1 leda (Slike 47 1 48), dok su u uzorcima lipoma sa ostalih analiziranih

lokalizacija prisutne uglavnom sitnije CD40 pozitivne jednojedarne Celije (Slike 46 i 49).

Vrat
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Slika 46. Imunockspresija CD40 u uzorku lipoma sa vrata; braon boja ukazuje na pozitivnho obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) i 40x (b, c).

Ruka - nadlaktica
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Slika 47. Imunockspresija CD40 u uzorku lipoma sa nadlaktice; braon boja ukazuje na pozitivno obojene
makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a, b) i 40x (c - f).

103



Sanja S tojanovié REZULTATI

U grupi scWAT, u svim analiziranim uzorcima, mogu se videti retke jednojedarne
¢elije koje su pozitivne na CD40 1 u ¢ijoj su neposrednoj blizini prisutne Celije negativne na

CDA40 slicne morfologije (Slike 50 1 51).
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Slika 48. Imunockspresija CD40 u uzorku lipoma sa leda; braon boja ukazuje na pozitivho obojene

makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 40x (a - d).
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Imunoekspresija CD40
LIPOMI

Noga - nadkolenica

Slika 49. Imunockspresija CD40 u uzorku lipoma sa nadkolenice; braon boja ukazuje na pozitivho obojene

makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a, b) 1 40x (c - h).
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Imunoekspresija CD40

scWAT

Vrat
\

9

/
NS \._/\

a — b My
A" -

3 \ ¥ |

% - ¥ 4 P,

5 /u’\ y ot .a\ .(

[ - { e

C o > >

IIU A\ bt ’ ! . :
d e ~ ‘:

Slika 50. Imunockspresija CD40 u uzorcima scWAT sa vrata (a — c) i nadlaktice (d, e); braon boja ukazuje na

pozitivno obojene makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 20x (a) 1 40x (b - e).
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Slika 51. Imunoeckspresija CD40 u uzorcima scWAT sa stomaka, pacijent 1 (a — d) i pacijent 2 (e - h); braon
boja ukazuje na pozitivho obojene makrofage; bright field, uvelicanje objektiva 40x (a - h).
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4.9. ULTRASTRUKTURNA ANALIZA TKIVA

Ultrastrukturna analiza uzoraka tkiva lipoma 1 scWAT je uradena na transmisionom
elektronskom mikroskopu (TEM) na nacin opisan u metodima. Uocene su ultrastrukturne
razlike u analiziranim tkivima grupe lipoma i grupe scWAT, kao i izmedu uzoraka tkiva sa
razli¢itih anatomskih lokalizacija unutar grupe lipoma i scWAT pa 1 uzoraka tkiva razlicitih
pacijenata sa iste anatomske lokalizacije.

U uzorcima lipoma (Slike 52 — 56) se uocavaju pojedinacna vlakna i snopovi kolagenih
vlakana u meducelijskom prostoru kao i infiltrati ¢elija poput celija nalik fibroblastima i
makrofagima. Mogu se uo¢iti i manji krvni sudovi izmedu adipocita. U samim adipocitima
tkiva lipoma pored jednog velikog lipidnog tela, u citoplazmi se mogu uociti sitna lipidna
tela koja su poredana u vise slojeva (Slika 52b i Slika 54), dok se neka od tih lipidnih tela
spajaju sa velikim lipidnim telom adipocita (Slika 54a). U citoplazmi adipocita, u tkivima
lipoma, se uocava veliki broj mitohondprija koje su uglavnom grupisane (Slika 56b, e, f) a na

viSe mesta su grupisane i oko sitnih lipidnih tela (Slika 53 i Slika 54a, b, d).
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Slika 52. Ultrastruktura tkiva lipoma sa vrata - pacijent 1 (a — ¢) i pacijent 2 (d — f); uvelicanje 3000x (a, b, d,
e) i uvelicanje 8000x (c, f).
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LIPOMI

Ruka - nadlaktica

padjent 1

Slika 53. Ultrastruktura tkiva lipoma sa nadlaktice — pacijent 1; uvelicanje 3000x (a), uvelicanje 6300x (b),
uvelicanje 8000x (c) i uvelicanje 17000x (d).

LIPOMI

Ruka - nadlaktica

padjent 2

padjent 3

Slika 54. Ultrastruktura tkiva lipoma sa nadlaktice — pacijenti 2 i 3; uveli¢anje 3000x (a, c), uvelicanje 8000x
(b) i uvelicanje 10000x (d).
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LIPOMI

Stomak

Slika 55. Ultrastruktura tkiva lipoma sa stomaka; uvelicanje 3000x (a) i uveli¢anje 8000x (b - d).
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t 2

pacijen

Slika 56. Ultrastruktura tkiva lipoma sa leda razli¢itih pacijenata; uvelicanje 3000x (a), uvelicanje 5000x (e),
uvelic¢anje 8000x (b, c, f), uvelicanje 10000x (d).
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U uzorcima scWAT (Slike 57 — 59) moze se uociti vise krvnih sudova u blizini
adipocita 1 mestimicno polja kolagenih vlakana. Adipociti su unilokularni sa tanjom
citoplazmom u odnosu na adipocite lipoma. U nekim adipocitima se mogu uociti sitna
lipidna tela ali u manjem broju u odnosu na tkivo lipoma (Slika 57, Slika 58b, c i Slika 59c,
d, ¢). Ova lipidna tela su uglavnom u fuziji sa centralnim lipidnim telom (Slika 59c¢, d, e) i
uglavnom su jednoslojna. Na mestima gde je citoplazma deblja, mogu se uoditi
mitohondrije (Slika 57b, h, Slika 58b-d i Slika 59d, €) kojih ima manje nego u adipocitima

tkiva lipoma.
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Slika 57. Ultrastruktura scWAT sa stomaka razli¢itih pacijenata; uvelicanje 3000x (a, d), uvelicanje 5000x (e,
f), uveli¢anje 8000x (g, h, 1).
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Slika 58. Ultrastruktura scWAT sa kuka; uvelicanje 3000x (a), uvelicanje 8000x (b), uvelicanje 10000x (c, d).

SCWAT

Noga - nadkolenica

Slika 59. Ultrastruktura scWAT sa nadkolenice; uvelicanje 3000x (a, b), uvelicanje 5000x (c), uvelicanje 8000x
(d), uvelicanje 10000x (e, f).
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4.10. ANALIZA HEMIJSKOG SASTAVA 1 FIZICKOHEMI]SKA
KARAKTERIZACIJA TKIVA

4.10.1. Hemijski sastav tkiva analiziran merenjem ukupnih proteina,
lipida, RNK i DNK

Analiziran je hemijski sastav uzoraka tkiva lipoma i scWAT merenjem ukupnih lipida,
ukupnih proteina, ukupne RNK i DNK, a rezultati su prikazani na Grafiku 28. Uocene su
razlike izmedu grupe lipoma 1 scWAT u nadenoj kolic¢ini svih analiziranih jedinjenja, ali one
nisu statisticki znacajne (Grafik 28). Ukupni lipidi, mereni gravimetrijskom metodom
nakon ekstrakcije lipida iz tkiva 1 uparavanja, prisutni su u nesto vecoj koli¢ini u lipomima u
odnosu na scWAT na 100 mg tkiva (Grafik 28a). Vise ukupnih proteina je izmereno u
grupi lipoma u odnosu na scWAT u 100 mg tkiva (Grafik 28b). Izmerena je veca koli¢ina
DNK u 100 mg tkiva lipoma u odnosu na istu kolicinu scWAT (Grafik 28d) sto ukazuje na
veci broj ¢elija prisutnih u tkivu lipoma u odnosu na scWAT u istoj kolicini tkiva. Nesto
vise ukupne RNK je izmereno u uzorcima scWAT u odnosu na uzorke lipoma, u 100 mg

tkiva (Grafik 28¢).
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Grafik 28. Kolic¢ina ukupnih lipida (a), ukupnih proteina (b), ukupne RNK (c) i DNK (d) u uzorcima lipoma i
scWAT, izrazena na 100 mg tkiva; tackasti grafikoni sa medijanom.
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4.10.2. Ramanska spektroskopija

Fizickohemijska karakterizacija uzoraka tkiva lipoma i scWAT je izvrSena primenom
metode Ramanske spektroskopije. Karakteristicni signali za masno tkivo se mogu uociti u
Ramanskim spektrima uzoraka lipoma (Slika 60) i uzoraka scWAT (Slika 61). Na spektrima
su prikazane i mikrografije delova uzoraka tkiva lipoma i scWAT sa kojih su snimanjem

dobijeni prikazani spektri.

U Ramanskim spektrima analiziranih uzoraka lipoma 1 scWAT se mogu uociti jaki
signali u oblasti niske frekvencije 1 oblasti visoke frekvencije, kao i viSe slabih signala u
oblasti niske frekvencije koji su karakteristicni za masno tkivo.

U uzorcima lipoma (Slika 60) i u uzorcima scWAT (Slika 61), u oblasti visoke
frekvencije, od 2500 do 3020 cm’', uocava se signal jakog intenziteta na oko 2850 — 2900
cm’' (koji odgovara C—H istezuéim vibracijama lipida) i slabiji signal na oko 3000 cm™, koji
su karakteristiéni za lipide i masno tkivo. U oblasti 2500 do 2800 cm™ se uoc¢ava nekoliko
slabih signala 1 u lipomima i u scWAT koji su takode karakteristicni za lipide i masno tkivo.

U oblasti niske frekvencije, uocava se nekoliko jakih signala i to na 1645 — 1662 cm’
(koji poticu od tzv. amid I trake, uzrokovane dominantno C=0O istezu¢im vibracijama u
amidnoj funkcionalnoj grupi, i karakteristicni su za proteine ali i za lipide), 1500 — 1520 cm®
' (koji poti¢u od karotenoida), 1437 — 1448 cm™ (karakteristiénih za lipide u normalnom
masnom tkivu i lipoproteine éelijske membrane), 1250 — 1276 cm™ (lipidna traka, ali i tzv.
amid III traka koja potice od N—H savijaju¢ih vibracija i C—N istezucih vibracija u
amidnoj funkcionalnoj grupi), na 1306 — 1309 cm™ (potice od lipida i u manjoj meri od
proteina) i 1153 — 1182 cm™ (poti¢e od aminokiselina tirozina i fenilalanina, ali i od
karotenoida).

U oblasti niske frekvencije se od slabih signala u spektrima uzoraka lipoma i scWAT
mogu uoditi signali slabog intenziteta na 1737 — 1750 cm™" (karakteristi¢an za frakciju lipida
koiji ¢ine triacilgliceroli (TAG), a potice od C=0 istezucih vibracija estarskih grupa), 1585 —
1610 cm™ (koji poti¢u od aromati¢nih aminokiselina fenilalanin, tirozin i triptofan), 1065 —
1080 cm™ (koji potice od C—C istezuéih vibracija u lipidima, ali takode i manjim delom od
C—N istezuéih vibracija proteina), 800 — 1003 cm™ (koji uglavnom poti¢u od aminokiselina

prolin, valin tirozin, fenilalanin, ali i lanaca nekih nezasi¢enih masnih kiselina).
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Razlike izmedu spektara uzoraka lipoma i scWAT se uocavaju uglavnom u oblasti
niske frekvencije gde je intenzitet jakih i srednjih signala slabiji u uzorcima lipoma u odnosu

na scWAT, dok su neki slabi signali odsutni u uzorcima lipoma u istoj oblasti.
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Slika 60. Ramanski spektri uzoraka lipoma sa vrata (a) i stomaka (b) sa odgovarajuéim mikrografijama
snimljenih uzoraka tkiva.
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Slika 61. Ramanski spektri uzoraka scWAT sa stomaka (a) i nadkolenice (b) sa odgovaraju¢im mikrografijama

snimljenih uzoraka tkiva.
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5.1. KARAKTERISTIKE ISPITIVANIH PACIJENATA I LIPOMA

Lipomi su najc¢esce neoplazme mekih tkiva i predstavljaju benigne tumore masnog
tkiva. Iako se mogu javiti u bilo kom delu tela uglavnom su lokalizovani potkozno,
medutim, sve je viSe objavljenih slucajeva lipoma i u organima gde masno tkivo inace nije
prisutno. U nasoj studiji 48 od 50 lipoma su bili potkozno lokalizovani, jedan je bio
lokalizovan u usnoj duplji 1 jedan u medijastinumu. Lipomi se srecu 1 kod muskaraca i kod
zena, iako neki autori smatraju da je veca ucestalost lipoma kod zena (Mohammed i sar.,
2014; Engin i sar., 2015) dok drugi navode da su lipomi ucestaliji kod muskaraca (Dei
Tos, 2010; Derin i Yaprak, 2017; Johnson i sar., 2018). Autori koji ukazuju na vecu
ucestalost potkoznih lipoma kod Zena, objasnjavaju to vecom kolicinom potkoznog
masnog tkiva kod Zena u odnosu na muskarce (Engin i sar., 2015). U nasoj studiji
analiziran je priblizno isti broj lipoma muskaraca i Zena, pa se polno-specificna ucestalost
pojave lipoma moze tumaciti samo po lokalizaciji. Na osnovu analiziranih uzoraka u nasoj
studiji mozemo uociti da su kod muskaraca dominantne lokalizacije na kojima se lipomi
javljaju glava, vrat i ruke (uglavnom podlaktica) dok se kod Zena lipomi uglavnom javljaju
na ramenom/nadlakatnom delu ruke, stomaku i ledima (Tabela 7). Lipomi su najcesce
malih dimenzija, do 5 cm ili od 5 do 10 cm, ali mogu narasti i dosti¢i veli¢inu vecu od 10
cm kada se nazivaju dzinovskim lipomima (Derin i Yaprak, 2017). Lipomi se mogu javiti u
bilo kom Zivotnom dobu ali se najc¢esce javljaju izmedu 40. 1 60. godine Zivota (Dei Tos,
2010; Johnson i sar., 2018). U nasoj studiji prosecna zivotna dob pacijenata sa lipomom je
oko 50. godine $to je u skladu sa podacima iz literature (Mohammed i sar., 2014).

Lipomi se javljajuuglavnom kao solitarni (pojedinacni), ali mogu biti i multipli
(viSestruki). Morfoloski, lipomi mogu biti inkapsulirani i jasno ogranicenog oblika ili
difuzni, bez jasne granice sa okolnim masnim tkivom. Multipli lipomi se uglavnom javljaju
kao generalizovane lipomatoze koje u velikom broju slucajeva imaju nasledni karakter i
javljaju se uglavnom kod muskaraca. U nasoj studiji je bilo sedam pacijenata sa multiplom
generalizovanom lipomatozom, svi su bili muskog pola, a lipomi su bili manjih dimenzija,
jasno ograniceni fibroznom kapsulom i lokalizovani uglavnom na ekstremitetima i vratu.
Od ovih sedam pacijenata njih cetiri je imalo u porodici muskog clana porodice sa

lipomima, dok za preostala tri pacijenta nismo imali podatke iz porodi¢ne anamneze.
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Veéina analiziranih lipoma u nasoj studiji su bili inkapsulirani lipomi sa fibroznom
kapsulom koja ih odvaja od okolnog masnog tkiva i ti lipomi su uglavnom bili lokalizovani
na glavi, vratu i gornjim ekstremitetima, dok su difuzni lipomi uglavnom bili lokalizovani na

stomaku, ledima i nogama.

5.2. IN VITRO ANALIZA 1ZOLOVANIH CELIJA IZ LIPOMA I
MASNOG TKIVA

Osim podataka o potencijalu izolovanih celija iz lipoma da proliferiSu 1 da se
diferentuju u celije mezenhimskog porekla (osteoblaste, hondrocite i adipocite), u nama
dostupnoj literaturi se ne mogu naéi podaci o drugim njihovim karakteristikama,
molekularnom profilu 1 funkcijama kao $to su imunomodulacijska aktivnost i efekat na
zarastanje rana, iako se preporucuje njihova upotreba u regenerativnoj medicini. Takode,
nedostaju studije u kojima se pod istim uslovima karakteristike LIDSCs porede sa ADSCs.
Zbog ovih ¢injenica su nadi rezultati od posebnog znacaja jer predstavljaju prvu detaljnu
karakterizaciju ¢elija izolovanih iz lipoma kao i uporednu analizu ovih celija sa Celijama iz
normalnog (netransformisanog) masnog tkiva u razlicitim modelima 7# vitro na osnovu
njithovog molekularnog profila i potencijala da se diferentuju u adipocite i osteoblaste
(Stojanovic i sar., 2018), kao i imunomodulatorne aktivnosti i efekata na zarastanje rana
vitro (Stojanovi¢ 1 Najman, 2019).

Uzorci lipoma koji su koriséeni za izolaciju celija (LDSCs) 1 7n vitro analize su bili
potkozni i lokalizovani na nekoliko razlicitih delova tela. Da bismo uporedili karakteristike
ovih ¢elija sa ¢elijama iz netransformisanog masnog tkiva, uzeti su uzorci potkoznog belog
masnog tkiva (scWAT) sa razli¢itih anatomskih lokalizacija. Pokazano je od strane drugih
autora da ne postoje statisticki znacajni dokazi o uticaju lokalizacije tkiva na potencijal
ADSCs da proliferisu i da se diferentuju, ali su razlike uocene u lipolizi i podloznosti ovih
¢elija apoptozi (Schipper i sar., 2008). Druga studija je pokazala da ADSCs izolovane iz
scWAT, u poredenju sa ADSCs izolovanim iz drugih depoa masnog tkiva, imaju vedi
potencijal za diferencijaciju i autori te studije preporucuju ADSCs iz scWAT kao optimalan
izbor Celija za angiogenu i osteogenu regeneraciju (Jung i sar., 2015).

Sto se tice uticaja starosti davaoca masnog tkiva na karakteristike ADSCs, rezultati koji

se mogu naci u literaturi su razliciti. Neke studije pokazuju da postoje razlike u proliferaciji
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ADSCs i akumulaciji lipida tokom adipogene diferencijacije koje su povezane sa zivotnom
dobi davaoca, a ogledaju se u smanjenju stope proliferacije ADSCs 1 povecanoj akumulaciji
lipida tokom starenja (Schipper i sar., 2008). Druge studije su pokazale da su kinetika
rasta, osteogeni i hondrogeni potencijal diferencijacije ADSCs naruseni sa starenjem
davaoca dok je potencijal za adipogenu diferencijaciju ocuvan tokom starenja (Choudhery
i sar., 2014). Sa druge strane, objavljeno je da primena ADSCs u tkivhom inzenjerstvu kosti
nije ograni¢ena staro$cu davaoca, $to je pokazano osteogenom diferencijacijom ADSCs
izolovanih iz tkiva pacijenata razlicite starosti, na 3D osteogenom graftu bez skafolda koji
je namenjen za lecenje kostanih defekata (Dufrane, 2017). U nasem istrazivanju, obe grupe
pacijenata (i grupa lipoma i grupa scWAT) su bili slicne zivotne dobi. Prose¢na zivotna dob
pacijenata sa lipomima je bila 51,56 £ 14,36 dok je prosecna zivotna dob pacijenata iz kojih
je uzeto scWAT bila 50,1 * 15,25. Ovaj podatak ukazuje na to da razlike koje smo uocili u
karakteristikama LLDSCs i ADSCs nisu posledica razlika u starosti pacijenata.

Mezenhimske maticne celije (MSCs) izolovane iz masnog tkiva imaju vretenast,
fibroblastoidni, bipolaran oblik, koji je tipican za MSCs (Baer, 2014; Jung i sar., 2015).
Pokazano je da su ADSCs izolovane iz scWAT znatno homogenije morfologije sa manje
varijacija u dijametru celija do 12. pasaze u odnosu na ADSCs koje su izolovane iz drugih
depoa (Jung i sar., 2015)). Iako su neki autori objavili da ADSCs imaju konzistentnu
morfologiju dok LDSCs nemaju (Qian i sar., 2010), autori nekoliko drugih studija su
pokazali da je morfologija LDSCs vtlo slicha ADSCs i nisu uocili razlike u morfologiji
izmedu ova dva tipa Celija nakon dugotrajne kultivacije ¢elija u uslovima 7z vitro (Lin i sar.,
2007; Suga i sar., 2009). U nasem istrazivanju morfologija izolovanih LDSCs 1 ADSCs je
bila veoma sli¢na i tipicna za mezenhimske maticne Celije, bez znacajnih razlika u
morfologiji izmedu LDSCs i ADSCs nakon izolacije kao i tokom kultivacije u standardnim
uslovima za gajenje Celijskih kultura i kao 1 nakon pasaza.

Da bi se smatrale mati¢nim ¢elijama, MSCs moraju da ispune odredene kriterijume koji
su predlozeni od strane Dominici i sar. (2006). Ovi kriterijumi ,,maticnosti celija
podrazumevaju sledece: 1) da su ¢elije adherentne, 2) da imaju specificnu morfologiju kada
se kultiviSu u uslovima iz vitro, 3) da eksprimiraju specificne MSC markere ili markere
»maticnosti Celija 1 4) da imaju sposobnost proliferacije kao i diferencijacije u nekoliko
razlicitih tipova Celija. Oba tipa Celija koje su ispitivane u nasem istrazivanju, LDSCs i

ADSCs, ispunjavaju ove kriterijume $to je prikazano u rezultatima.
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Markeri maticnih Celija podrazumevaju panele unutarcelijskih i povrsinskih markera.
Prema pregledu literature datom od strane Mafi i sar. (2011), CD44 1 CD105 su najcesce
korid¢eni pozitivni povrsinski markeri MSCs. Ove markere smo i mi koristili u nasem
istrazivanju. Pokazali smo da oba tipa ¢elija, i LDSCs i ADSCs, jako eksprimiraju CD105
(Slika 8b, d) cija je ekspresija odredivana primenom metoda protocne citometrije, kao i da
eksprimiraju CD44 gen, ¢ija je ekspresija odredivana Real-Time PCR metodom (Grafik 1a).
Pored pozitivnih markera MSC, ove éelije bi trebalo da budu negativne, odnosno, da ne
eksprimiraju tzv. negativne markere MSC. Jedan od takvih je CD33 molekul ¢iju smo
ekspresiju u LDSCs 1 ADSCs odredivali metodama proto¢ne citometrije i pokazali da je
ekspresija ovog molekula u oba tipa ispitivanih celija jako slaba (Slika 8a, c¢) i moze se
smatrati da je u nivou izotipske kontrole, $to je u skladu sa ostalim istrazivanjima ¢iji autori
su objavili da je CD33 negativni marker MSCs (De Ugarte i sar., 2003; Alipour i sar.,
2010).

Najcesce ispitivan unutarcelijski marker MSC je transkripcioni faktor Oct-4 (eng.
octamer-binding transcription factor 4), koji je kodiran genom POUSF1. Eksprimiran je u
embrionskim maticnim ¢éelijama (Nichols i sar., 1998) ali i u adultnim humanim mati¢nim
¢elijama (Tai i sar., 2005). Oct-4 je esencijalan za pluripotentnost, samoobnavljanje,
proliferaciju 1 prezivljavanje mati¢nih celija (Han i sar., 2014). U literaturi se navodi da
nivo ekspresije Oct-4 u celijama odreduje ravnotezu izmedu diferencijacije i de-
diferencijacije mati¢nih Celija (INiwa i sar., 2000). U nasem istrazivanju, i LDSCs 1 ADSCs
eksprimiraju POUSFT (Grafik 1b), $to je pokazano analizom relativne eskpresije gena, bez
statisticki znacajne razlike u ekspresiji POUSFT u poredenju ova dva tipa celija. Ne postoje
podaci u literaturi o ekspresiji Oct-4 u izolovanim LDSCs, medutim postoje studije koje su
se bavile analizom ekspresije POUSF7 gena u tkivu lipoma i pokazano je da je ekspresija
POUSFT povecana u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo (Zavan i sar., 2015).

CD44 je transmembranski glikoprotein koji funkcionise kao receptor za hijaluronsku
kiselinu i veoma je vazan za Celijsku diferencijaciju jer je ukljucen u interakcije tipa celija-
Celija 1 Celija-matriks. Naime, on posreduje u Celijskoj adheziji i migraciji 1 interaguje sa
drugim ligandima kao §to su osteopontin, kolagen i matriksne metaloproteinaze (eng.
matrix-metaloproteinases - MMPs). Brojne studije su pokazale da je CD44 cksprimiran u
ADSCs 1 smatra se jednim od jako eksprimiranih pozitivnih MSCs markera u ADSCs
(Ranera i sar., 2011; Baer i Geiger, 2012;— Watson i sar., 2014; Jung i sar., 2015). U
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svega nekoliko studija koje se bave LDSCs, pokazano je da je CD44 eksprimiran u LDSCs 1
da ne postoji razlika u ekspresiji izmedu LDSCs 1 ADSCs (Qian i sar., 2010; Zavan i sar.,
2015) su pokazali da je CD44 pojacano eksprimiran u tkivu lipoma u odnosu na normalno
masno tkivo. U nasem istrazivanju, 1 LDSCs 1 ADSCs eksprimiraju CD44 (Grafik 1a).
Uocena je niza ekspresija CD44 u LDSCs u odnosu na ADSCs, ali ne statisticki znacajno.
Niza ekspresija CD44 u LDSCs moze biti posledica hipermetilacije CD44 gena $to se
desava u procesu razvoja tumora (Yan i sar., 2003). Ovaj podatak se moze uzeti u obzir
prilikom tumacenja slabijeg potencijala LDSCs za diferencijaciju.

Endoglin (ENG) ili CD105 je membranski glikoprotein tip I koji je deo TGF beta
receptor kompleksa. Ovaj molekul je jako eksprimiran u ADSCs, 1 MSCs uopste, pa
predstavlja jedan od najcesce koriséenih pozitivnih markera za karakterizaciju ovih celija
(Ranera i sar., 2011; Baer i Geiger, 2012; Lin i sar. 2013; Watson i sar. 2014; Jung i
sar., 2015). U nasem istrazivanju 1 LDSCs 1 ADSCs jako eksprimiraju CD105 sto je
pokazano analizom ovog molekula metodom protocne citometrije (Slika 8b, d). U literaturi
postoje oprecni rezultati o ekspresiji CD105 u LDSCs. Neki autori su objavili da je
ekspresija CD105, analizirana metodom protocne citometrije, slicna u LDSCs i ADSCs
(Qian i sar., 2010), sto je u skladu sa nasim rezultatima, dok su neke druge studije pokazale
da je ekspresija CD105 u LDSCs slaba (Tremp i sar., 2016). Tremp i sar. (2016) su dobili
drugaciji rezultat od naseg verovatno zbog toga $to su ispitivali druge tipove lipoma, kao 1
zbog nedostatka poredenja ckspresije ovog molekula sa ADSCs iz netransformisanog
masnog tkiva, ali i zbog toga $to je analiza radena u celijama SVF, dok su u nasem
istrazivanju ispitivane Celije druge pasaze. Chang i sar. (2018) su analizirali, metodom
protoc¢ne citometrije, ekspresiju CD105 u ¢elijama izolovanim iz dva razli¢ita tipa lipoma
(inkapsuliranih i neinkapsuliranih) i pokazali da sve ispitivane celije jako eksprimiraju
CD105 (vise od 90% celija) bez statisticki znacajnih razlika izmedu razlic¢itih tipova uzoraka
lipoma. Pokazano je da je ekspresija CD105, kao i drugih povrsinskih markera mati¢nih
celija, slaba u SVF celijama, ali da raste tokom kultivacije i pasaza Celija, dok izolovane celije
SVF imaju jaku ekspresiju markera pluripotentnosti (markera embrionalnih mati¢nih celija)
koja slabi tokom kultivacije i pasaza (Varma i sar., 2007; Taha i sar., 2014). Ovo je jedan
od glavnih razloga zasto smo koristili celije druge pasaze za analizu diferencijacionog
potencijala LDSCs 1 ADSCs, jer Celije tada eksprimiraju i marker pluripotentnosti (Oct-4)

kao 1 povrsinske markere mati¢nih celija CD44 i CD105.
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ICAM-1 (eng. intercellular adbesion molecule 1), poznat i kao CD54, je membranski
glikoprotein, c¢lan imunoglobulinske superfamilije ¢elijskih adhezionih molekula (—eng. ce//
adbesion molecules - CAMs) koji ima znacajnu ulogu u meducelijskoj interakciji, adheziji celija,
migraciji i imunskom odgovoru. Pokazano je da je ICAM-1 jako eksprimiran u ADSCs i da
predstavlja jedan od pozitivnih MSCs markera (Gronthos i sar., 2001; De Ugarte i sar.,
2003; Meliga i sar., 2007). ICAM-1 je jedan od faktora odgovornih za imunomodulacijska
svojstva MSCs i pokazano je da njegova prekomerna ekspresija pojac¢ava imunosupresivne
efekte MSCs (Tang i sar., 2018). U prisustvu proinflamacijskih citokina, MSCs sekretuju
velike koncentracije razli¢itih hemokina 1 jako eksprimiraju ICAM-1 §to utice na to da
MSCs ispolje svoje imunosupresivne efekte (Ren i sar., 2011). Objavljeno je takode, da je
ICAM-1 molekularni prekidac odgovoran za aktivaciju imunosupresivne aktivnosti ADSCs
(Rubtsov i sar., 2017). Ne postoje podaci u nama dostupnoj literaturi o ekspresiji ICAM-1
u izolovanim LDSCs. U nadoj studiji, u analizi genske ekspresije, ICAMT je nesto vise
eksprimiran u LDSCs nego u ADSCs, iako razlika u ekspresiji nije statisticki znacajna, $to
ipak moze ukazati na potencijalni imunosupresivni karakter LDSCs. Na$ rezultat je u
skladu sa podacima koje su Zavan i sar. (2015)dobili analizom tkiva lipoma pokazujuci da
je ICAMT pojacano eksprimiran u tkivu lipoma u odnosu na masno tkivo.

Pokazano je da ADSCs druge ili trece pasaze uniformno eksprimiraju markere
maticnih Celija i da su morfoloski homogena populacija éelija (Gronthos i sar., 2001;
Baer, 2014). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima nase studije koji pokazuju da su i
LDSCs i ADSCs druge pasaze morfoloski homogena populacija i da eksprimiraju
karakteristiche markere maticnih Celija. Nasi rezultati pokazuju da su LDSCs i ADSCs
mezenhimske mati¢ne Celije i da imaju slican fenotip i ,,maticnost™ neposredno pre
diferencijacije. Starenje Celija predstavlja ireverzibilan proces tokom koga mati¢ne celije
gube svoju “mati¢nost® 1 potencijal za diferencijaciju i koji se uocava u toku dugotrajne
kultivacije ¢elija i kao na kasnijim pasazama (Kern i sar., 2006; Legzdina i sar., 2016;
Truong i sar., 2018). Pokazano je da ADSCs pocinju da stare nakon desete pasaze
(Truong i sar., 2018) i u znatno manjoj meri u odnosu na maticne Celije drugog porekla
(Kern i sar., 2006). Mi smo koristili celije rane pasaze (druga pasaza) za analizu
diferencijacionog potencijala ¢ime smo izbegli uticaj starenja Celija na potencijal za

diferencijaciju.
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Rezultati ove studije su medu prvima koji predstavljaju detaljnu analizu molekularnog
potpisa LDSCs i ADSCs, na osnovu njihovog uporednog ispitivanja pod istim uslovima.
Prema nasim saznanjima, ne postoje podaci u literaturi o ekspresiji adipogenih i osteogenih
markera u Celijama izolovanim iz tkiva lipoma. Mi smo u ovoj studiji analizirali nivo
ekspresije gena ADIPOQ, LLEP, PPARG, DIK1, RUNXZ2 1 BGL.AP u LLDSCs i ADSCs
druge pasaze, neposredno pre diferencijacije. Ovi rezultati su od velikog znacaja za analizu
kapaciteta LDSCs 1 ADSCs za diferencijaciju, jer nam daju uvid u bazalni nivo iRNK
ispitivanih gena koje smo analizirali tokom adipogene 1 osteogene diferencijacije, odnosno
startnu poziciju ovih Celija kada je u pitanju aktivnost ovih gena. Pokazali smo da postoje
razlike u ekspresiji analiziranih gena izmedu LDSCs 1 ADSCs, medutim, statisticki znacajna
razlika je dobijena samo za RUNXZ i BGLAP (Grafik 2a, b), pri ¢emu je ekspresija
RUNX2 visa u LDSCs u odnosu na ADSCs (Grafik 2a), dok je ekspresija BGL.AP niza u
LDSCs u odnosu na ADSCs (Grafik 2b). Na osnovu ovog rezultata se moze objasniti
uocena razlika u dinamici osteogene diferencijacije izmedu LDSCs i ADSCs. Postoji studija
u kojoj je ispitivana ekspresija adiponektina i PPAR-y u sortiranim LDSCs (izdvojenom
frakcijom CD34+ celija), imunocitohemijskim bojenjem, u kojoj je pokazano da je
imunoekspresija adiponektina slabija u CD34+ izolovanim ¢elijama iz lipoma u odnosu na
CD34+ c¢elije izolovane iz normalnog masnog tkiva, dok razlika u ekspresiji PPAR-y
izmedu ovih celija nije zapazena (Zavan i sar. 2015). Ovaj nalaz je delimi¢no u skladu sa
nasim rezultatima analize ekspresije gena ADIPOQ 1 PPARG. U nasoj studiji su koris¢ene
ne-sortirane celije i pokazali smo da je ekspresija i ADIPOQ i PPARG niza u LDSCs u
odnosu na ADSCs (Grafik 2c, e), iako ova razlika nije statisticki znacajna. Iako ne postoje
podaci u literaturi o genskoj ekspresiji u izolovanim celijama, neke istrazivacke grupe su
ispitivale razlike u ekspresiji ADIPOQ, LEP, PPARG, RUNX?2 i BGLAP u tkivu lipoma i
poredili sa normalnim masnim tkivom (Suga i sar., 2009; Zavan i sar., 2015). U tim
studijama je pokazano da je ekspresija LEP u uzorcima tkiva lipoma veca, dok je ekspresija
ADIPOQ manja u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo, sto je obrazac ekspresije
ovih gena koji se moze videti u slucaju gojaznosti (Suga i sar., 2009). Ovakav obrazac
ekspresije LEP i ADIPOQ je uocen i u nasoj studiji u izolovanim celijama (Grafik 2d, e).
Suga i sar. (2009) su u istoj studiji pokazali da se ekspresija PPARG u lipomima ne
razlikuje od ekspresije u normalnom masnom tkivu. Nasi rezultati pokazuju da je PPARG

slabije eksprimiran u LDSCs nego u ADSCs, iako nije dobijena statisticka znacajnost,
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najverovatnije zbog heterogenosti u ekspresiji izmedu uzoraka u grupama (Grafik 2c). U
studiji Zavan i sar. (2015), autori su pokazali da je ekspresija LEP, ADIPOQ 1 PPARG
povisena dok je ekspresija RUNXZ snizena u uzorcima tkiva lipoma u odnosu na normalno
masno tkivo, §to je uz izuzetak ekspresije LLEP suprotno onome $to je dobijeno u
prethodno opisanoj studiji kao i nasim rezultatima sa izolovanim celijama.

Dobro je poznato da MSCs sekretuju citokine kada su stimulisane razlic¢itim faktorima
iz mikrookoline. U odnosu na vrstu stimulusa koji na njih deluje, MSCs mogu ispoljiti
proinflamacijsku ili anti-inflamacijsku aktivnosti, ali postoje vrlo konradiktorni nalazi u
literaturi o spontanoj sekreciji citokina od strane MSCs (Kyurkchiev i sar., 2014). Mi smo
analizirali profil genske ekspresije citokina TNF-a, I1.-4, IL-6 1 IL-10 u LDSCs i ADSCs
druge pasaze, neposredno pre prikupljanja kondicioniranih medijuma (CM) za in vitro
metode indirektne ko-kulture (Grafik 3), da bismo odredili i uporedili nivo ekspresije gena
za navedene citokine u nestimulisanim celijama i da bismo odredili bazalni inflamacijski
potencijal celija. Pokazali smo da su svi analizirani geni eksprimirani na slican nacin bez
statisticki znacajnih razlika izmedu LDSCs 1 ADSCs, verovatno zbog varijabilnosti izmedu
uzoraka u okviru grupa. Nesto visa ekspresija II4 (Grafik 3c) i niza ekspresija TINF (Grafik
3a) su uocene u LDSCs u odnosu na ADSCs, $to ukazuje na potencijalni anti-inflamacijski
karakter LDSCs. U studiji u kojoj je analiziran profil sekrecije citokina od strane humanih
MSCs poreklom iz kostne srzi (BM-MSCs), pokazano je da je IL-6 najvise eksprimiran
medu 120 ispitivanih citokina (Park i sar., 2009) sto se moze uociti i u nasoj studiji kada je
u pitanju ekspresija II.6 u LDSCs 1 ADSCs. Posto su MSCs ¢elije sposobne da aktiviraju i
moduliraju imunski odgovor tako $to sekretuju razne citokine i hemokine, ocekivano je da
su geni za ove molekule ve¢ aktivni u Celijama u izvesnoj meri $to bi omogudilo brz
odgovor 1 sekreciju citokina kao reakciju na stimuluse iz okolne sredine. Osim nasih
rezultata, u literaturi ne postoje podaci o ekspresiji gena za citokine u izolovanim LDSCs,
ali je pokazano da su IL6 i TNF pojacano eksprimirani u tkivu lipoma u odnosu na masno
tkivo (Zavan i sar., 2015), Sto je najverovatnije posledica prisustva razlicitth celija
imunskog sistema u tkivu.

Matic¢ne celije izolovane iz masnog tkiva imaju veliku sposobnost diferencijacije u
adipocite pa tako predstavljaju obecavajuce sredstvo za primenu u inzenjerstvu mekih tkiva
i regenerativnoj medicini (Locke i sar., 2009). Mi smo indukovali LDSCs i ADSCs u

adipocite tako $to smo ih kultivisali u adipogenom medijumu u trajanju od 21 dan, u
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standardnim zz vitro uslovima za gajenje Celijskih kultura. Mikroskopska analiza éelija (Slika
9), Oil red O bojenje citoplazmatskih lipidnih tela (Slika 10), imunoekspresija adiponektina
(Slika 11) i1 koncentracija leptina (Grafik 5) u medijumu ¢elija koja je merena nakon 21 dan
kultivacije u adipogenom (AM) medijumu, pokazuju da je adipogeneza u LDSCs usporena
ili zaustavljena u nekoj fazi i da LDSCs imaju slabiji kapacitet za diferencijaciju u adipocite
u odnosu na ADSCs. Ovi nalazi na Celijskom i nivou ekspresije proteina su potvrdeni i na
nivou ekspresije gena. Adiponektin i leptin su adipokini koji se sekretuju od strane zrelih
adipocita 1 najcesée su analizirani markeri adipocita (Fantuzzi, 2005). U naSoj studiji, geni
ADIPOQ, LEP i PPARG su bili znacajno manje eksprimirani u LDSCs u odnosu na
ADSCs u adipogenom (AM) medijumu (Grafik 6). Nije bilo znacajne razlike u ekspresiji
LEP i PPARG u LDSCs kultivisanim u AM u odnosu na standardni (DM) medijum, kao
§to je to slucaj sa ADSCs, sto ukazuje na to da LDSCs nisu adekvatno odgovorile na
adipogenu indukciju. Pref-1 je marker preadipocita koji je kodiran genom DIK7 cija
ekspresija se smanjuje tokom adipogeneze. Najveca ekspresija Pref-1 je u preadipocitima
dok je najmanja, pa ¢ak i odsutna u zrelim adipocitima (Sul, 2009; Wang i sar., 2010;
Mitterberger i sar., 2012; Hudak i Sul, 2013). Da bi se formirali zreli adipociti,
neophodno je da se smanji nivo Pref-1 u Celiji. Pokazano je da je ekspresija Pref-1 visoka u
ADSCs pre diferencijacije, dok je 14. dana adipogene diferencijacije gotovo nemetljiva
(Mitterberger i sar., 2012). Nasi rezultati pokazuju da je DLLK7 znacajno vise eksprimiran
u LDSCs kultivisanim 21 dan u AM medijumu u odnosu na ADSCs u istom medijumu (p <
0,05) (Grafik 6d). Sto se tice ADSCs, ekspresija DIK7 je smanjena u AM medijumu u
odnosu na DM medijum $to je u skladu sa dinamikom Pref-1 ekspresije u procesu
adipogeneze. Visok nivo DILK7 moze biti povezan sa smanjenim stepenom diferencijacije
LDSCs u adipocite u nasoj studiji. Postoji svega nekoliko studija u kojima je radena
adipogena diferencijacija LDSCs. Suga i sar. (2009) su objavili da nema razlika u
kapacitetu LDSCs za adipogenu diferencijaciju u odnosu na ADSCs prve pasaze, $to je
procenjeno bojenjem 1 kvantifikacijom lipidnih tela u celijama. Primenom iste metode
analize, autori drugih studija su uocili visok sadrzaj lipida u diferentovanim LDSCs (Tremp
i sar., 2016) kao i da su se celije lipoma uspesno diferentovane u adipocite, slicno ADSCs
(Makiguchi i sar., 2013), ali u ovim dvema studijama nije bilo uporednih rezultata na

ADSCs kultivisanim pod istim uslovima kao i LDSCs, ve¢ su ispitivane samo LDSCs.

Takode, u istim studijama su ispitivani razli¢iti tipovi lipoma 1 bio je mali broj uzoraka.
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Tremp i sar. (2016) su analizirali Celije izolovane iz tri lipoma koji su dijagnostikovani kao
multiple simetricne lipomatoze (MSL tip 1 i1 2) dok su Makiguchi i sar. (2013) ispitivali
celije izolovane iz osteolipoma jednog pacijenta. Postoji jos jedna studija u kojoj je
pokazano da LDSCs imaju sposobnost da se diferentuju u adipocite u ranim pasazama kao
1 u kasnim, slicno kao i ADSCs, pri ¢cemu je diferencijacija procenjivana prisustvom i
bojenjem lipidnih tela (Lin i sar., 2007). U nasoj studiji LDSCs su izolovane iz lipoma,
benignih tumora koji su histoloski vtlo slicni netransformisanom masnom tkivu, solitarni,
potkozni, uzeti sa nekoliko razli¢itih anatomskih lokalizacija 1 imali smo znacajno vise
uzoraka u odnosu na prethodno pomenute studije. U jednoj studiji je pokazano da celije
izolovane iz atipi¢nih lipomatoznih tumora/dobro diferentovanih liposarkoma
(ATL/WDL) imaju slabiji potencijal za adipogenu diferencijaciju u odnosu na celije iz
normalnog masnog tkiva (Inatani i sar., 2017). To je odredeno Oi/ red O bojenjem i
kvantifikacijom, 1 uoceno je da je manje lipidnih tela formirano u MSCs poreklom iz
ALT/WDL u odnosu na MSCs iz normalnog masnog tkiva, iako kvantifikacija nije
pokazala statisticki znacajnu razliku (Inatani i sar., 2017). Rezultati ove studije su sli¢ni
rezultatima koje smo mi dobili, iako su se lipomi iz kojih su izolovane LDSCs koje smo mi
ispitivali razlikovali od tumora koriséenih u prethodno pomenutoj studiji. Nasi rezultati su
mnogo kompleksniji od do sada objavljenih rezultata od strane drugih autora, jer smo mi
procenjivali potencijal za adipogenu diferencijaciju i LDSCs 1 ADSCs na razlicitim nivoima
1 primenom razli¢itih metoda. Nasa studija je, prema nasim saznanjima, prva koja se bavi
ispitivanjem  adipogene diferencijacije LIDSCs primenom metoda analize markera
adipogeneze na nekoliko nivoa — celijskom, molekularnom i genskom, a istovremeno
poredenjem sa ADSCs izolovanim iz netransformisanog potkoznog masnog tkiva, pod
istim uslovima. Prema analizi ekspresije gena karakteristicnih za proces adipogeneze, kao i
fenotipskim promenama i nivoima proteina u LDSCs i ADSCs nakon 21 dan adipogene
diferencijacije, u poredenju sa celijama druge pasaze (nulti dan u osteogenoj i adipogenoj
diferencijaciji), mozemo zakljuciti da adipogeneza u LDSCs nije zavrsena i da je kapacitet
LDSCs za diferencijaciju u adipocite znacajno slabiji u odnosu na ADSCs.

Maticne celije iz masnog tkiva imaju veliki potencijal za diferencijaciju u osteoblaste pa
zato predstavljaju obecavajuce sredstvo za primenu u tkivhom inzenjerstvo kostiju, u vidu
celijske terapije kao 1 za pripremu kostanih graftova sa razlicitim biomaterijalima za

regeneraciju i reparaciju kostanih defekata (Jung i sar., 2015; Bhattacharya i sar., 2016,
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Ciuffi i sar., 2017). Pokazano je da maticne Celije iz potkoznog masnog tkiva druge pasaze
imaju dobar osteogeni potencijal (Jung i sar., 2015). Celije druge pasaze su koriéene i u
nasoj studiji. Nakon 16 dana osteogene diferencijacije, uocene su fenotipske promene u
LDSCs i ADSCs kultivisanim u osteogenom (OS) medijumu. Te promene su se ogledale u
tome §to su cCelije postale vise nalik epitelnim 1 manje nalik fibroblastima, a uocena je i
akumulacija komponenti neorganskog matriksa (Slika 12) i to nesto vise u ADSCs kulturi.
Nije uocena znacajna razlika u alizarin red § (ARS) bojenju izmedu LDSCs i ADSCs, dok je
nesto intenzivnije on Kossa bojenje uoceno u ADSCs u odnosu na LLDSCs. Nije uocena
statisticki znacajna razlika izmedu LDSCs i ADSCs u OS medijumu kada je radena
kvantifikacija ARS boje u celijama (Grafik 7), dok je razlika izmedu ¢elija kultivisanih u OS
1 DM medijumu i u slu¢aju LDSCs i u slucaju ADSCs statisticki znacajna $to ukazuje na to
da sui LDSCs i ADSCs odgovorile na indukciju diferencijacije u osteoblaste.

Osteoprotegerin  (OPG) je protein koga proizvode 1 sekretuju osteoblasti.
Osteoprotegerin je marker funkcijskog stanja osteoblasta jer je znacajan za regulaciju
osteoblast-osteoklast homeostaze (Udagawa i sar., 2000), promovise sazrevanje
osteoblasta 1 matriksa (Yu i sar., 2011) i njegova sekrecija je pojacana tokom osteogene
diferencijacije i vitro (Zajdel i sar., 2017). U nasoj studiji su uocene znacajne razlike u
sekreciji OPG, izmerene ELISA metodom, izmedu LDSCs i ADSCs kultivisanih 16 dana u
OS medijumu, pri ¢emu je visa koncentracija OPG izmerena u ADSCs u odnosu na
LDSCs u OS medijumu (Grafik 8).

Razlike izmedu LDSCs i ADSCs u kapacitetu za osteogenu diferencijaciju su zapazene
1 na nivou genske ekspresije. Ekspresija RUNXZ se tokom diferencijacije povecala u oba
tipa Celijskih kultura i bila je visa u ADSCs u odnosu na LDSCs osmog dana osteogene
diferencijacije, dok je situacija bila obrnuta 16. dana, pa je ekspresija RUNXZ2 u tom
terminu bila visa u LDSCs nego u ADSCs (Grafik 9a, b; Tabela 12). RUNX2 je
transkripcioni faktor ukljucen u proces osteogeneze i esencijalan je za diferencijaciju
osteoblasta (Katagiri i Takahashi, 2002; Komori, 2002; Komori, 2005). RUNX2
promovise diferencijaciju osteoblasta u ranom stadijumu tako sto indukuje ekspresiju gena
za proteine kostnog matriksa kao §to su osteopontin, osteokalcin, kolagen tip 1 i drugi, ali
takode njegova visoka ekspresija moze da inhibira diferencijaciju osteoblasta u kasnijoj fazi
(Komori, 2002; Komori, 2008). Da bi se dostiglo sazrevanje osteoblasta, neophodno je da

RUNX2 bude inicijalno poviseno eksprimiran da bi indukovao ekspresiju gena za proteine
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kostnog matriksa, ali njegova ekspresija mora kasnije da se snizi kako bi se omogucio
nastavak procesa diferencijacije u zrele osteoblaste. Medutim, ukoliko je RUNX2
konstantno pojacano aktivan, sazrevanje osteoblasta nece biti moguce. U nasoj studiji,
ekspresija RUNX?2 je povisena u LDSCs nakon 16 dana diferencijacije, u odnosu na
ADSCs, $to moze biti jedan od razloga za nizu ekspresiju BGLLAP u LDSCs u odnosu na
ADSCs u ovom vremenskom terminu. Objavljeno je od strane drugih autora da je OPG
bio poviseno eksprimiran u preosteoblastima u kojima je ekspresija RUNX2 bila snizena,
dok je osteogena diferencijacija bila zaustavljena u celijama u kojima je RUNX2 bio
poviseno eksprimiran (Yu i sar., 2011). Nasi rezultati su slicni ovim nalazima jer je
ekspresija RUNXZ bila visa dok je ekspresija OPG bila niza u LDSCs u odnosu na ADSCs,
gde je ekspresija RUNXZ bila snizena a OPG povisena 16. dana osteogene diferencijacije u
OS medijumu.

Osteokalcin je protein koga sekretuju zreli osteoblasti i ima znacajnu ulogu u
kalcifikaciji kostnog tkiva i mineralizaciji MSCs tokom osteogene diferencijacije (Wang i
sar., 2015; Tsao i sar., 2017). Objavljeno je da ekspresija BGL.AP pocinje da raste nakon
14 dana osteogene diferencijacije MSCs (Wang i sar., 2015; Tsao i sar., 2017). Ekspresija
BGIAP u nasoj studiji je rasla tokom diferencijacije LDSCs i ADSCs 1 bila je visa u
diferentovanim ADSCs nego u LDSCs nakon 16 dana (Grafik 9¢c, d; Tabela 13). LDSCs i
ADSCs su imale izgled nalik osteoblastima nakon 16 dana osteogene diferencijacije ali,
prema dinamici ekspresije gena, osteogeneza je ocigledno bila u razlicitim fazama u LDSCs
1 ADSCs, $to moze biti posledica veceg startnog nivoa ekspresije RUNXZ gena u LDSCs
druge pasaze koje su koris¢ene za diferencijaciju. Postoji svega nekoliko publikacija sa
rezultatima analize osteogene diferencijacije Celija izolovanih iz tkiva lipoma. Makiguchi i
sar. (2013) su pokazali da ADSCs izolovane iz tkiva lipoma mogu da se diferentuju u
osteoblaste nakon 21 dan u OS medijumu, $to je procenjeno merenjem aktivnosti alkalne
fosfataze (eng. alkaline phosphatase — ALP) 1 koncentracije kalcijuma. Takode, Lin i sar.
(2007) su objavili da se LDSCs mogu uspesno diferentovati u osteoblaste, ali je u ovoj
studiji diferencijacija procenjena samo na osnovu [on Kossa bojenja. U studiji u kojoj su
ispitivane MSCs izolovane iz ALT/WDL i normalnog masnog tkiva istih pacijenata je
pokazano da MSCs poreklom iz ALT/WDL imaju vedi potencijal za osteogenu
diferencijaciju nego MSCs iz normalnog masnog tkiva, medutim, ARS i bojenje na ALP

nisu pokazali statisticki znacajne razlike (Inatani i sar., 2017). Osim navedenih, nisu
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objavljeni rezultati nekih drugih metoda i analiza markera osteogeneze. Medutim, postoje
brojni publikovani slucajevi i podaci o osifikaciji lipoma koji su pronadeni u razlicitim
delovima tela (Val-Bernal i sar., 2007; Demiralp i sar., 2009; Sunohara i sar., 2012;
Makiguchi i sar., 2013; Raghunath i Manjunatha, 2015; Omonte i sar., 2016; Firth i
sar., 2017; Kwan Ip i sar., 2018) i ovaj fenomen se moze objasniti upravo postojanjem
maticnih ¢elija u tkivu lipoma koje mogu da se diferentuju u osteoblaste i hondrocite.
Povisena ekspresija RUNXZ u LDSCs u nasoj studiji, moze se takode smatrati
razlogom nizeg stepena adipogene diferencijacije LDSCs, jer je pokazano od strane drugih
autora da poviSena ekspresija RUNX2 zapravo inhibira adipogenezu (Enomoto i sar.,
2004; Komori, 2005; Rosen i MacDougald, 2006). Ovaj nalaz sa prethodno
razmatranom visom ekspresijom RUNXZ u LDSCs u odnosu na ADSCs druge pasaze,
odnosno neposredno pre diferencijacije, predstavlja znacajnu indikaciju da je ekspresija
RUNX2, zajedno sa obrascem ekspresije DIK7, znacajan mehanizam koji suprimira
sposobnost LDSCs za adipogenu diferencijaciju. Sa druge strane, visa ekspresija RUNX2 u
LDSCs moze da ukaze na osteogeni potencijal ovih celija, $to moze biti jedan od mogucih
mehanizama formiranja kostnih i hrskavicavih struktura u sluc¢aju pomenutih osteolipoma,
jer je povisena ekspresija RUNXZ neophodna u ranoj fazi i osteogeneze i hondrogeneze.
Postoje brojni podaci o imunomodulacijskoj, pretezno anti-inflamacijskoj, aktivnosti
MSCs, pa 1 ADSCs, koja se ostvaruje direktnom meducelijskom interakcijom izmedu MSCs
1 imunskih ¢elija (limfociti, monociti, makrofagi i druge) ili indirektno preko sekretornih
produkata MSCs, u raznim modelima 7z vitro 1 in vive. Pokazano je da egzozomi poreklom
od misjih ADSCs indukuju polarizaciju LPS i IFN-y stimulisanih misjih peritonealnih
makrofaga prema M2 polarizacionom stanju, $to je pokazano povisenom ekspresijom gena
za Arg-11IL-10 (markera M2 makrofaga) kao i snizenom ekspresijom gena za iNOS, TNF-
a, 1 IL-12 (markera M1 makrofaga) (Zhao i sar., 2018). Druga studija je pokazala da su
samo egzozomi poreklom od ADSCs koji su indukovani proinflamacijskim citokinima bili
u stanju da znacajno preokrenu fenotip makrofaga, izvedenih iz monocita, od M1 prema
M2, ukazujudi na to da su imunomodulacijska svojstva egzozoma poreklom od ADSCs
najverovatnije indukovana inflamacijskim mikrookruzenjem pre nego da su konstitutivna
(Domenis i sar., 2018). Slicni rezultati su dobijeni kada su LPS i IFN-y stimulisani misji
peritonealni makrofagi ko-kultivisani sa misjim ADSCs ili sa kondicioniranim medijumom

(CM) ADSCs, gde je pokazano da CM inhibira M1 polarizaciju makrofaga tako S§to
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smanjuje ekspresiju gena za TNF-o 1 IL-12, ali i povecava ekspresiju gena za IL-10 (Shang
i sar., 2015). Smanjenje produkcije TNF-a 1 azot oksida (NO) u stimulisanim 1
nestimulisanim makrofagima, kao i povecanje produkcije 11.-10, uoceno je kada su misji
peritonealni makrofagi inkubirani sa apoptoticnim misjim ADSCs u ko-kulturi, sa ili bez
LPS u trajanju od 48 h (Ghahremani Piraghaj i sar., 2018). Kada su macje ADSCs ko-
kultivisane sa LPS stimulisanim RAW 264.7 makrofagima, produkcija proinflamacijskih
citokina TNF-a i IL-18, kao 1 iNOS, je bila znacajno smanjena (Chae i sar., 2017). Sli¢ni
rezultati su objavljeni iz studije u kojoj je kondicionirani medijum ADSCs, koje su imale
povisenu ekspresiju Oct4/Sox2, ispitivan na LPS stimulisanim RAW 264.7 makrofagima
(Li i sar., 2017). Pokazano je da CM humanih ADSCs modulira odgovor RAW 264.7
makrofaga na LPS stimulaciju , tako $to povecava ekspresiju IL-10 1 smanjuje ekspresiju
proinflamacijskih citokina (Li i sar., 2018). U istoj studiji je ovaj rezultat iz vitro potvrden 1
u eksperimentima 7z vivo gde je pronadeno da sistemska primena ADSC-CM znacajno
smanjuje LPS-indukovan gubitak kostnog tkiva tako s$to redukuje serumski nivo
proinflamacijskih citokina (Li i sar., 2018). Ko-kultivacija MSCs poreklom iz kostne srzi
(eng. bone marrow-derived MSCs — BM-MSCs) sa makrofagima izvedenim iz kostne srzi, koji
su stimulisani sa IFN-y/LPS, znac¢ajno smanjuje ekspresiju gena markera M1 makrofaga
dok pojacava produkciju IL-10 u makrofagima aktiviranim IL.-4 citokinom, $to ukazuje na
to da MSCs preokre¢u makrofage iz M1 u M2 polarizaciono stanje (Cho i sar., 2014). Misji
ADSC-CM i supernatant ADSC-CM smanjuju ekspresiju M1 markera u LPS stimulisanim 1
nestimulisanim makrofagima izvedenim iz kostne srzi, dok povecavaju ekspresiju M2
markera u nestimulisanim makrofagima (Takafuji i sar., 2019). Slicno ovom rezultatu, u
drugoj studiji su pokazali da ADSC-CM ispoljava parakrine efekte na diferentovane
humane makrofage izvedene iz monocita tako §to potencira proizvodnju anti-inflamacijskih
citokina dok istovremeno redukuje proizvodnju proinflamacijskog citokina TNF-o
(Guillén i sar., 2018).

Da bismo procenili funkcijsko stanje makrofaga nakon 48 h kultivacije nestimulisanih
RAW 264.7 makrofaga u kondicioniranim medijumima LDSCs (LDSC-CM) i ADSCs
(ADSC-CM) uradili smo cetiri razlicita testa: NBT, MTT, Neutral red uptake (NRU) i Crystal
violet test (Grafik 10). Uocili smo da LDSC-CM pojacava pinocitoznu aktivhost makrofaga,
§to je pokazano NRU testom, kao i da je redukcija NBT izrazenija u makrofagima

kultivisanim u LDSC-CM nego u ADSC-CM, sto ukazuje na to da LDSCs produkuju
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solubilne faktore koji aktiviraju i menjaju funkcijsko stanje nestimulisanih RAW 264.7
makrofaga u vecoj meri nego ADSCs. Uocene su promene u morfologiji makrofaga
kultivisanih u LDSC-CM 1 ADSC-CM u poredenju sa standardnim medijumom, makrofagi
su postali rasireniji i dobili su nastavke u CM oba tipa ispitivanih mati¢nih celija (Slika 15).
Ove morfoloske promene takode ukazuju na polarizaciju makrofaga prema M2 fenotipu.

Analiza genske ekspresije je pokazala da je ekspresija Txf gena snizena (Grafik 11a) dok
je ekspresija I/10 gena poviSena (Grafik 11b) u makrofagima kultivisanim u LDSC-CM i
ADSC-CM u odnosu na makrofage kultivisane u standardnom medijumu 1 LPS-100
tretmanu, $to ukazuje na to da LDSC-CM 1 ADSC-CM menjaju fenotip makrofaga prema
anti-inflamacijskom. Merenje sekrecije citokina od strane makrofaga ELISA metodom
(Grafik 12), pokazalo je da i LDSC-CM i ADSC-CM smanjuju sekreciju TNF-a u
poredenju sa standardnim medijumom 1 LPS-100 tretmanom sto je u skladu sa analizom
genske ekspresije 1 ve¢ razmatranim nalazima drugih autora. Nisu uocene statisticki
znacajne razlike u koncentraciji IL-10 sekretovanim od strane makrofaga koji su kultivisani
u LDSC-CM, ADSC-CM 1 standardnom medijumu, ali povisena ekspresija I/70 upucuje na
to da period kultivacije verovatno nije bio dovoljno dug da bi se IL-10 sekretovao. Svi ovi
rezultati ukazuju na to da kondicionirani medijumi LDSCs 1 ADSCs okre¢u makrofage
prema anti-inflamacijskom M2 polarizacionom stanju, sa izrazenijim anti-inflamacijskim
svojstvima L.DSCs.

Produkcija NO je bila nesto veca, ali statisticki znacajno, u medijumu makrofaga
kultivisanih u LDSC-CM i ADSC-CM u odnosu na standardni medijum, bez razlika izmedu
samih kondicioniranih medijuma, ali jo§ uvek znacajno manja u odnosu na LPS-100
tretman (Grafik 13). Kako se NO produkuje u razli¢itim fizioloskim stanjima, visa
koncentracija NO koja je dobijena u nasoj studiji u tretmanu makrofaga kondicioniranim
medijuma, ne moze da bude pripisana samo proinflamacijskom odgovoru makrofaga i
verovatno predstavlja nespecificni odgovor makrofaga na CM. U L1929 bioeseju, blago
smanjenje vijabilnosti 1.929 ¢elija koje su kultivisane 24 h u kondicioniranim medijuma
makrofaga, koji su prethodno bili kultivisani 48 h u kondicioniranim medijumima LDSCs
RAW-CM-LDSC) i ADSCs (RAW-CM-ADSC), ali jo$ uvek znacajno manje smanjenje
vijabilnosti u odnosu na RAW-CM-L100 (CM medijum LPS tretiranih makrofaga) (Grafik
14), moze biti posledica vise koncentracije NO, ali i prisustva drugih solubilnih produkata u

kondicioniranim medijumima makrofaga. Mi smo ranije objavili da su makrofagi kljucni
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akteri u remodelovanju 1 disfunkciji masnog tkiva (Stojanovi¢ i Najman, 2016) sto,
zajedno sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji, moze da ukaze na to da interakcija izmedu
makrofaga i mati¢nih Celija moze biti jedan od mehanizama ukljucenih u proces formiranja
lipoma.

U literaturi se mogu naci brojne publikacije o efektima ADSCs, i MSCs uopste, na
zarastanje rana, u raznim eskperimentalnim modelima iz vitro 1 in vivo. Efekti ADSCs na
zarastanje rana mogu biti rezultat direktnih meducelijskih interakcija ili parakrinih efekata
preko sekretornih produkata ADSCs (Cherubino i sar., 2011). MSCs sekretuju razne
molekule kao sto su faktori rasta, citokini i hemokini, spontano ili nakon stimulacije, koji
predstavljaju poznate medijatore reparacije tkiva i kljucne regulatore procesa zarastanja rana
(Maxson i sar., 2012; Ridiandries i sar., 2018). Stimulatorni efekat ADSC-CM na
proliferaciju, migraciju i zarastanje rana u raznim z vitro modelima na keratinocitima 1
fibroblastima je objavljen od strane drugih autora (Lee i sar., 2012; Ong i sar., 2017). U
cetvorodnevnom tretmanu, 50% ADSC-CM je stimulisao proliferaciju HaCaT Ccelija i
dermalnih fibroblasta, znacajno je stimulisao zarastanje rana iz vitro u odnosu na kontrolu
nakon 24 i 48 h, i znacajno je pojacao ekspresiju gena za tip 1 prokolagen ol lanac u
dermalnim fibroblastima u odnosu na kontrolu nosaca nakon 6 h tretmana (Lee i sar.,
2012). Pokazano je da ADSC-CM ispoljava svoju aktivnost na zarastanje rana tako $to
promovise rast i migraciju keratinocita bubne opne $to je regulisano hipoksijom i udruzeno
sa ekspresijom brojnih sekretornih proteina (Ong i sar., 2017). In vivo studije, na modelu
ekscizionih rana pune debljine na ledima miseva, pokazale su da ADSCs, isporucene u
biomimetskom kolagenom skafoldu pospesuju zarastanje dijabeticnih rana (Guo i sar.,
2018). Takode na modelu 7z vivo je pokazano da ADSC stimuliSu zarastanje rana kod
zdravih 1 dijabeti¢nih pacova, njihovom diferencijacijom i pove¢anom neovaskularizacijom
postedovanom sekrecijom angiogenih citokina i faktora rasta od strane ADSCs (Nie i sar.,
2011). Kondicionirani medijum pacovskih BM-MSCs, pored toga $to stimulise osteogenezu
in vitro, takode stimuliSe regeneraciju kostnog tkiva na modelu defekata u kalvariji pacova
(Osugi i sar., 2012; Katagiri i sar., 2013). Osim toga, pokazano je da su antifibrozni efekti
ADSCs, nakon presadivanja masnog tkiva u oziljno tkivo, postignuti razli¢itim parakrinim
mehanizmima, antioksidativhom i imunomodulacijskom aktivnoscu, kao i diferencijacijom
ADSCs u fibroblaste i keratinocite (Borovikova i sar., 2018). U nasoj studiji, u modelu

zarastanja rana u indirektnoj ko-kulturi 7z witro, uoceni su povoljni efekti LDSC-CM i
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ADSC-CM na zatvaranje rana (Grafik 15b; Slika 17) i migraciju fibroblasta (Grafik 15a;
Slika 17). Efekti kondicioniranih medijuma su bili uporedivi sa pozitivhom kontrolom i
nisu se znacajno razlikovali od nje, ukazujuci na povoljan efekat kondicioniranih medijuma
LDSCs i ADSCs na zarastanje rana, $to ide u prilog rezultatima i zapazanjima drugih

autora.

5.3. MORFOLOSKA I MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA
TKIVA LIPOMA I MASNOG TKIVA

Rezultati analize genske ekspresije u uzorcima tkiva i lipoma i scWAT u nasoj studiji
ukazuju na razlike u ekspresiji gena markera mezenhimskih mati¢nih celija, adipogeneze,
osteogeneze 1 inflamacije.

Ekspresija CD44 u lipomima je slicna ekspresiji u scWAT (Grafik 16a) dok je
ekspresija POUSFT visa u uzorcima lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 16b), pri ¢emu
nisu uocene statisticki znacajne razlike. Studije u kojima je analazirana ekspresija ovih
markera u tkivu lipoma su retke. Postoji jedna studija u kojoj je zapazena visa ekspresija
POUSFT u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo Zavan i sar. (2015), sto je slicno
nalazu koji smo i mi dobili. U istoj studiji je, medutim, pokazano i da je ekspresija CD44
povisena u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo, sto nije slucaj u nasoj studiji.
Obrazac ekspresije markera mati¢nih celija koji smo uocili u tkivu lipoma i scWAT se
razlikuje od onog dobijenog u izolovanim ¢elijama, LDSCs i ADSCs, gde je ekspresija i
CD44 1 POUSFT bila visa u ADSCs u odnosu na LDSCs (Grafik 1a, b), bez statisticki
znacajnih razlika. Dobijena razlika u obrascu ekspresije CD44 izmedu tkiva i izolovanih
¢elija moze biti posledica toga §to je procenat maticnih Celija u tkivu mali pa se u
sveukupnoj ekspresiji u tkivu ne moze videti razlika koja potice od maticnih Celija, a
svakako je 1 jedan od bitnih razloga taj $to je ekspresija povrsinskih markera MSCs u SVF
niska, pa ¢ak i odsutna dok se ekspresija ovih markera menja i raste kultivacijom celija u
uslovima 7 vitro sa povecanjem broja pasaza, sto je ve¢ prethodno razmatrano.

Analiza ckspresije gena markera adipogeneze, u nasoj studiji, pokazala je da je
ekspresija ADIPOQ i PPARG visa u uzorcima lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 18b, c),
iako je statisticki znacajna razlika pokazana samo za ADIPOQ. PPARy je indukovan u

procesu diferencijacije preadipocita u adipocite, njegova ckspresija je najvisa u masnom
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tkivu (Rosen i sar., 1999) i najpouzdaniji je pokazatelj adipogeneze i stvaranja masnog
tkiva. PPARYy ispoljava brojne plejotropne efekte pa je tako ukljucen u razne procese kao
§to su zarastanje rana i inflamacija (Costa i sar., 2010). Osim u masnom tkivu, visoka
ekspresija PPARY je zabeleZena 1 u makrofagima u kojima ucestvuje u metabolizmu lipida.
U patoloskim promenama masnog tkiva, kao $to je gojaznost, dolazi do infiltracije i
nagomilavanja makrofaga u masnom tkivu, koji imaju znacajnu ulogu u ocuvanju
homeostaze masnog tkiva (Stojanovi¢ i Najman, 2016). Iako se smatra da aktivnost
PPARy u makrofagima nije neophodna za njihovu diferencijaciju i fagocitnu aktivnost,
nedostatak PPARy u makrofagima je povezan sa nastankom inflamacije u masnom tkivu,
intolerancije na glukozu i rezistencije na insulin (Lefterova i sar., 2010). Poznato je da
PPARY2, izoforma PPARy, ima klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije gena za adiponektin i
pokazana je znacajna pozitivha korelacija izmedu ekspresije PPARy2 i ADIPOQ u
potkoznom masnom tkivu (Kursawe i sar., 2010). Rezultati nase studije pokazuju da je
ekspresija PPARG 1 ADIPOQ visa u uzorcima tkiva lipoma u odnosu na scWAT §to je u
skladu sa rezultatom dobijenim u stidiji Kursawe i sar. (2010). Visa ekspresija PPARG u
nasoj studiji moze biti posledica kako diferencijacije adipocita tako i prisustva veceg broja
infiltriranih éelija u masnom tkivu, medu kojima je veliki udeo makrofaga, $to je u skladu sa
nalazima iz literature o ekspresiji PPARy u makrofagima. Suga i sar. (2009) su analizirali
ekspresiju PPARG u lipomima i pokazali da se ekspresija PPARG u tkivu lipoma ne
razlikuje primetno u odnosu na normalno masno tkivo. U studiji u kojoj je vrsena
komparacija inkapsuliranih i neinkapsuliranih lipoma, pokazano je da je ekspresija PPARG
uporediva u ova dva tipa lipoma, iako su markeri inflamacije bili viSe eksprimirani u
neinkapsuliranim lipomima (Chang i sar., 2018). Povisena ekspresija ADIPOQ 1 PPARG u
lipomima u odnosu na normalno masno tkivo je uocena i u studiji Zavan i sar. (2015).
Pored rezultata drugih studija, koji su slicni nasim rezultatima, postoje i studije u kojima su
dobijeni drugaciji obrasci ekspresije ova dva gena. U tkivu lipoma pacijenata koji su nosioci
mutacije A8344G tRNA(Lys) gena u mtDNK, ekspresija PPARG je bila smanjena u
odnosu na netransformisano potkozno masno tkivo, a objasnjeno je da to smanjenje
ekspresije PPARG moze da ukaze na dediferencijaciju adipocita (Guallar i sar., 2006).
Ekspresija LEP u nasoj studiji je niza u uzorcima lipoma u odnosu na scWAT, iako
nije pokazana statisticka znacajnost (Grafik 18a). U patoloskim promenama masnog tkiva,

kao $to je gojaznost, ekspresija LEP je povisena dok je ekspresija ADIPOQ snizena. Ovaj
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obrazac ekspresije ADIPOQ i LEP u lipomima (visa ekspresija LLEP i niza ekspresija
ADIPOQ u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo) uocen je u studiji Suga i sar.
(2009) ali su u ovoj studiji uzorci normalnogmasnog tkiva uzimani od istih pacijenata koji
su imali i lipome, $to se razlikuje od porekla nasih uzoraka, jer su u nasem istrazivanju
lipomi i uzorci scWAT uzimani od razlicitih pacijenta. PoviSena ekspresija LEP u lipomima
u odnosu na normalno masno tkivo je uocena 1 u studiji Zavan i sar. (2015), iako je u istoj
studiji pokazano i da je ekspresija ADIPOQ visa u lipomima u odnosu na normalno masno
tkivo. Znacajno snizena ekspresija ADIPOQ ali i LLEP je uocena kod pacijenata sa
multiplim simetricnim lipomatozama koji su nosioci patogene varijante u MFNZ2 genu, u
odnosu na kontrolno potkozno masno tkivo (Capel i sar., 2018). Multiple simetricne
lipomatoze prikazane u pomenutoj studiji su specificni oblici nagomilavanja masnog tkiva u
raznim delovima tela 1 te mase nalikuju velikim lipomima, ali se u mnogim aspektima
razlikuju od lipoma koje smo mi ispitivali (difuzne su, ne-inkapsulirane, sa tendencijom
brzog rasta). Zato je drugaciji rezultat autora u pomenutoj studiji ocekivan imajuci u vidu
potpuno drugaciji tip lipomatoznog tumora koje morfoloski nalikuje bujanju masnog tkiva
u gojaznosti. Pokazano je i na genskom i na proteinskom nivou da lipomi eksprimiraju u
velikoj meri leptin i receptor za leptin kao 1 maligni tumori masnog tkiva (Oliveira i sar.,
2001). Takode, pokazano je da su geni za leptin i receptor za leptin eksprimirani na slican
nacin u lipoblastomu (tumoru masnog tkiva kod dece) kao i u normalnom masnom tkivu
(Deutscher i sar., 1999). U studiji u kojoj su ispitivani lipomi pacijenata sa parcijalnom
familijarnom lipodistrofijom, zbog R482W mutacije u LMN.A genu, nisu uocene promene
u ekspresiji PPARG i LEP u ispitivanim uzorcima lipoma u odnosu na kontrolne uzorke
tkiva (Araujo-Vilar i sar., 2012).

Ekspresija DILLK7 (markera preadipocita) u nasoj studiji je statisticki znacajno visa u
uzorcima lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 18d). Ovaj nalaz je u skladu sa histoloskom
analizom gde se na presecima tkiva lipoma mogu uociti strukture koje nalikuju
preadipocitima i ukazuju na diferencijaciju adipocita. Takode, ekspresija PPARG, markera
diferencijacije adipocita, u nasoj studiji pokazuje slican obrazac sa ckspresijom DIKT.
Podaci o ekspresiji Pref-1 u tkivu lipoma su retki pa su nasi rezultati zato od posebnog
znacaja. Postoji jedna studija u kojoj je pokazano da je ekspresija gena za Pref-1 drasticno
smanjena u tkivu lipoma pacijenata koji su nosioci mutacije u A8344G tRNA(Lys) gena u

mtDNK, u odnosu na netransformisano masno tkivo (Guallar i sar., 2006). U studiji u
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kojoj su ispitivani lipomi pacijenata sa parcijalnom familijarnom lipodistrofijom, zbog
R482W mutacije u LMN.A genu, pokazano je da je ekspresija gena za Pref-1 bila
zanemarljiva u svim ispitivanim uzorcima (Araujo-Vilar i sar., 2012).

UCP-1 (eng. uncoupling protein-1) se smatra markerom mrkog masnog tkiva (BAT) jer je
njegova ekspresija najveca u BAT. Medutim, postoje brojni podaci o njegovoj indukciji u
WAT u odredenim fizioloskim i patofizioloskim stanjima. Ekspresija UCP-1 na genskom i
proteinskom nivou je analizirana u razlicitim tipovima lipoma. U nasoj studiji je uocena
statisticki znacajno visa ekspresija UCP7 u lipomima u odnosu na scWAT (Grafik 18e).
Kod pacijenata sa multiplim simetri¢nim lipomatozama koji su nosioci patogene varijante u
MFNZ2 genu, uocena je veoma niska ekspresija UCPT7, iako je profil genske ekspresije
ukazivao na prisustvo komponenata i belog i mrkog masnog tkiva (Capel i sar., 2018). U
studiji u kojoj su ispitivani uzorci tkiva pacijenata sa MSL koji su nosioci mutacija u
tRNA(Lys) genu u mtDNK pokazano je da je UCP7 eksprimiran u MSL pacijenta koji je
nosilac A8344G mutacije u ovom genu, dok ekspresija UCP1 nije zabelezena u uzorku
scWAT istog pacijenta kao ni u lipomu drugog pacijenta sa MSL koji je nosilac drugacije
mutacije u istom genu (Vila i sar., 2000). U tkivu lipoma pacijenata koji su nosioci iste
mutacije (A8344G tRNA (Lys) gena u mtDNK), u drugoj studiji, uocena je ekspresija UCP7
u tkivu lipoma dok je u netransformisanom masnom tkivu ekspresija ovog gena bila
nemerljiva, iako je stepen u kojem je UCP7 eksprimiran u lipomima bio varijabilan
(Guallar i sar., 2006). U studiji u kojoj su ispitivani lipomi pacijenata sa patcijalnom
familijarnom lipodistrofijom, zbog R482W mutacije u LMNA genu, pokazano je da je
ekspresija UCPT bila zanematljiva u svim ispitivanim uzorcima (Araujo-Vilar i sar., 2012).
Analiza ekspresije UCPT u jednoj studiji, u lipomima pacijanata sa MSL, potvrduje hipotezu
da lipomi u MSL poti¢u od mrkog masnog tkiva, a u istoj studiji autori na osnovu klinicke i
histoloske analize kao 1 analize genske ekspresije potvrduju hipotezu da je MSL
mitohondrijski poremecaj (Plummer i sar., 2013).

Ekspresija RUNXZ2 i BGLLAP, markera osteogeneze, analizirana je u nasoj studiji u
uzorcima lipoma i scWAT (Grafik 21) i pokazano je da je ckspresija oba gena visa u
uzorcima tkiva lipoma u odnosu na uzorke scWAT, pri cemu je statisticki znacajna razlika
uocena samo u nivou ckspresije RUNXZ2. Poznato je da ekspresija RUNXZ u pocetnim
fazama osteogeneze mora da bude povisena da bi se pokrenuo proces osteogeneze i

sazrevanja osteoblasta, a da se kasnije njegova ekspresija normalno smanjuje. Medutim,
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pored toga $to je bitan u procesu osteogeneze, RUNXZ igra znacajnu ulogu i u procesu
adipogeneze pa je pokazano da njegova povisena ekspresija inhibira proces adipogeneze
(Enomoto i sar., 2004; Komori, 2005; Rosen i MacDougald, 2006). Pored adipokina, u
masnom tkivu se eksprimiraju i sekretuju osteokini kao $to je osteokalcin (Foresta i sar.,
2010). Visa ekspresija osteogenih markera u analiziranim uzorcima lipoma u odnosu na
scWAT, u nasoj studiji, ukazuje na veci osteogeni potencijal lipoma u odnosu na scWAT
¢ime se moze objasniti pojava struktura nalik kostnom tkivu u brojnim objavljenim
slucajevima osteolipoma, ali i drugaciji diferencijacioni potencijal LDSCs u sprovedenoj
vitro studiji. Malo je literaturnih podataka o ekspresiji osteogenih markera u lipomima i
masnom tkivu. U jednoj studiji u kojoj su analizirani lipomi, pokazano je da je ekspresija
RUNXZ niza u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo (Zavan i sar., 2015), sto je
drugacije od onoga $to smo mi dobili u nasem istrazivanju.

Kao $to je ve¢ opisano u uvodnom delu ove disertacije, u molekularnoj osnovi
nastanka nekih tipova lipoma nalazi se smanjena ckspresija ili ¢ak potpuni gubitak
ekspresije RB7 gena. Kako je pokazano da gen RB7, i njegov proteinski produkt pRB,
imaju znacajnu ulogu u odredivanju sudbine celija u procesu opredeljenja i diferencijacije
(Calo i sar., 2010), razlike u diferencijaciji LDSCs i ADSCs kao i razlike u ekspresiji
osteogenih 1 adipogenih markera izmedu lipoma i scWAT se mozda mogu objasniti bar
delom uklju¢eno$¢u ovih molekularnih mehanizama. O tome kako ekspresija RB7 utice na
proces adipogeneze 1 osteogeneze postoje razliciti podaci u literaturi. Postoje podaci o
tome da se u uslovima 7 vitro pRB vezuje za RUNX2 i na taj nacin stimuliSe proces
osteogeneze, a da zajedno sa E2F suprimira PPARy koiji je glavni transkripcioni aktivator u
procesu adipogeneze, i na taj nacin odlucuje o sudbini ¢elija u procesu diferencijacije tako
$to ih okrece ka osteogenezi (Calo i sar., 2010). U uslovima 7 vivo je pokazano da gubitak
funkcije RB povoljno uti¢e na proces adipogeneze zaustavljajuci proces osteogeneze (Calo
i sar., 2010). Pokazano je i da utiSavanje RB7 gena u preadipocitima dovodi do smanjene
akumulacije lipidnih tela u ¢elijama, dok smanjenje ekspresije RB7 u zrelim adipocitima
dovodi do gubitka adipocitnog fenotipa i smanjenja ekspresija adipogenih gena 1 proteina,
$to zajedno ukazuje na to da je RB7 neophodan za ocuvanje adipogenih karakteristika u
diferentovanim celijama (Moreno-Navarrete i sar., 2013). Postoje podaci i o tome da pRB
odreduje da li ¢e preadipocitni prekursor da se diferentuje u beli ili u mrki adipocit, buduéi

da pRB promovise diferencijaciju ka belom masnom tkivu a inhibira diferencijaciju ka
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mrkom masnom tkivu (Hansen i sar., 2004). Smanjenje ekspresije RB7 za 50% dovodi do
smanjene ekspresije gena markera adipogeneze kao $to su PPARG, ADIPOQ i FASN, dok
istovremeno povecava ckspresiju gena markera mrkih adipocita kao §to su UCPT i
PRDM16, pri ¢emu je ovaj nalaz potvrden 1 na proteinskom nivou (Moreno-Navarrete i
sar., 2013). Pomocu ovih literaturnih podataka, mogu se tumaciti i razlike koje su dobijene
u nasoj studiji izmedu LDSCs i ADSCs. Medutim, rezultati koje smo dobili na nivou
ekspresije gena u tkivu lipoma i scWAT su vtlo kompleksni za tumacenje ovog tipa, bududi
da je ekspresija i ADIPOQ i PPARG, kao i DLK7 1 UCP1, povisena u uzorcima lipoma u
odnosu na scWAT, a sa druge strane povisena je i ekspresija RUNXZ2 u uzorcima lipoma u
odnosu na scWAT.

Jedan od potencijalnih okidaca za rast i razvoj lipoma moze biti trauma ili povreda
tkiva (Feng i sar., 2013) koja dovodi do nekroze adipocita koja zatim stvara lokalnu
inflamaciju. Odreden broj pacijenata sa lipomima u nasoj studiji je naveo da je nakon
povrede u odredenom delu dela, masno tkivo pocelo da raste odnosno da je od tog
trenutka krenulo stvaranje lipoma. Imajuéi u vidu da inflamacija moze biti pokretac i da lezi
u osnovi razvoja mnogih tumora, kao i prisustvo veceg broja infiltriranih ¢elija u velikom
broju ispitivanih lipoma u nasoj studiji u odnosu na ispitivane uzorke scWAT, analizirali
smo ekspresiju gena ukljuéenih u proces inflamacije. Nivo ekspresije TINF (gena za
proinflamacijski citokin TNF-o) u nasoj studiji se nije znacajno razlikovao u lipomima i
scWAT (Grafik 23a), najverovatnije zbog heterogenosti u ekspresiji izmedu uzoraka
razlicitth pacijenata u grupi scWAT. Sa druge strane, ekspresija IL.70 (gena za anti-
inflamacijski citokin I1L.-10) je bila znacajno visa u grupi scWAT u odnosu na grupu lipoma
(Grafik 23b). Suga i sar. (2009) su pokazali da je ekspresija TINF u lipomima niza u

odnosu na normalno masno tkivo. U drugoj studiji je uocena povisena ekspresija
proinflamacijskih gena II.6 i TINF u lipomima u odnosu na normalno masno tkivo (Zavan
i sar., 2015). U navedene dve studije, obrazac ekspresije TINF je pracen istim obrascem
ekspresije ADIPOQ, $to je u skladu sa podacima studije u kojoj je pokazana pozitivha
korelacija izmedu ekspresije TINF 1 ADIPOQ (Kursawe i sar., 2010). Autori ove studije su
taj nalaz objasnili time da poviSena ekspresija ADIPOQ predstavlja odbrambeni mehanizam
za povecanu ekspresiju TNF u scWAT. U nasem istrazivanju ekspresija TINF u lipomima je

neznatno visa u odnosu na scWAT, ali je ekspresija ADIPOQ znacajno visa u lipomima u

odnosu na scWAT sto je u skladu sa histoloskom slikom u kojoj se vise infiltiranih celija
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nalik inflamacijskim moze uo¢iti u lipomima u odnosu na scWAT. Tendencija smanjenja
ekspresije  TNNF je uocena u lipodistroficnim lipomima pacijenata sa parcijalnom
familijarnom lipodistrofijom, zbog R482W mutacije u LMN.A genu, dok je ekspresija TINF
bila visa u lipoatroficnom tkivu oko lipoma u poredenju sa kontrolnim tkivom (Aratdjo-
Vilar i sar., 2012). Pokazano je i da je ekspresija TINF visa u neinkapsuliranim lipomima u
odnosu na inkapsulirane lipome (Chang i sar., 2018). U nama dostupnoj literaturi se ne
mogu naci podaci o ekspresiji ovih gena specificnoj za anatomsku lokalizaciju lipoma pa su
nadi rezultati u tom pogledu jedinstveni jer nam daju uvid u to koliko se ekspresija ovih
markera razlikuje u lipomima 1 scWAT razli¢itih anatomskih lokalizacija. Statisticki znacajne
razlike u ekspresiji gena po lokalizaciji su uocene samo za PPARG (Grafik 19f), UCPT7
(Grafik 20d) i TNF (Grafik 24b) i to u grupi scWAT. Statisticka znacajnost u razlikama
koje se mogu uociti u genskoj ekspresiji u tkivima razli¢itth anatomskih lokalizacija se
najverovatnije ne moze uociti zbog variranja u ekspresiji gena izmedu razlicitih uzoraka
lipoma sa istih lokalizacija ali od razli¢itih pacijenata, a isto vazi i za grupu scWAT.

Lipomi su benigni tumori masnog tkiva koji pokazuju veliku heterogenost u strukturi
tkiva §to otezava njihovu patohistolosku analizu 1 dijagnostiku. Najveci broj lipoma koji se
mogu sresti u klinickoj praksi predstavljaju tzv. klasi¢ni lipomi koji po svom histoloskom
izgledu podsecaju na netransformisano belo masno tkivo. Medutim, zbog specifi¢nog, i jos
uvek nedovoljno razjasnjenog mehanizma nastanka i patogeneze, u lipomima se cesto
mogu videti tkivne strukture koje nalikuju fibroznom tkivu, infiltrati imunskih celija, kao 1
¢elije nalik mrkim adipocitima, pa je napravljena klasifikacija lipoma na klasi¢ne lipome,
fibrolipome, angiolipome i hibernome. Takode, usled prisustva razlicitih tipova celija u
lipomima postoje i vretenastocelijski lipomi, u kojima se u meduadipocitnom prostoru
mogu videti veca polja vretenastih celija sa kolagenim snopovima, i atipicni lipomatozni
tumori koji sadrze razlicite morfoloske oblike adipocita i karakterisu se prisustvom infiltrata
u meduadipocitnom prostoru. Postoje vtlo razli¢iti podaci u literaturi o obliku 1 veli¢ini
adipocita prisutnih u lipomima. Prema nekim autorima u benignim tumorima masnog tkiva
adipociti imaju izgled adipocita netransformisanog (normalnog) masnog tkiva, ali isto tako
postoje podaci koji govore o vecoj heterogenosti adipocita u lipomima. Ipak se smatra da
su prisustvo atipi¢nih ¢éelija u meduadipocitnom prostoru kao i atipi¢nih oblika adipocita i
atipi¢nih jedara u samim adipocitima, najverodostojniji dijagnosticki pokazatelji maligne

transformacije lipomatoznog tkiva, $to u uzorcima koris¢enim u nasoj studiji nije uoceno ni
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u jednom slucaju. U nasoj studiji su, takode, iskljueni maligni tumori masnog tkiva,
odnosno liposarkomi. Vec¢ina analiziranih uzoraka lipoma, u nasoj studiji, moze se svrstati u
klasicne lipome, ali se takode u lipomima sa odredenih lokalizacija mogu videti i strukture
koje bi svrstale te lipome u neku od drugih podvrsta lipoma. U nekim lipomima uzetih sa
vrata (Slika 18e, f) i nadlakatnog dela ruke (Slika 19a, b) mogu se uociti polja zrelog
usnopljenog kolagena izmedu adipocita, kao 1 infiltrati Celija. Ipak, ovakva histoloska slika
se uocava samo kod nekih pacijenata, ali ne kod svih sa takvom lokalizacijom lipoma, pa
tako neki lipomi sa vrata (Slika 18c, d) i nadlaktice (Slika 19e, f) nalikuju normalnom
masnom tkivu i pripadaju klasi¢nim lipomima. U uzorcima lipoma sa podlakatnog dela ruke
se mogu uoditi vretenaste celije koje su umrezene kolagenim vlaknima (Slika 20), $to
podseca na vretenastocelijski tip lipoma. U lipomima sa ostalih delova tela (stomak, leda,
noga) ovakve Celije se ne uoc¢avaju i ima znatno manje snopova kolagenih vlakana u odnosu
na lipome sa vrata, nadlaktice i podlaktice, ali se u lipomima sa stomaka, leda i noge mogu
uociti razudene manje nakupine Celija, u kojima vecina nalikuje makrofagima, kao i krupne
visejedarne celije (Slike 21 i 22). Adipociti u analiziranim uzorcima lipoma su okruglog ili
poligonalnog oblika, uglavnom unilokulusni, iako se u nekim uzorcima lipoma mogu videti
multilokulusni adipociti. Veli¢ina adipocita u grupi lipoma varira u vecoj meri nego u
uzorcima scWAT, pa se tako u lipomima mogu uoditi i jako mali ali i dosta krupni
unilokulusni adipociti. U uzorcima scWAT se moze uociti tipicna histoloska grada belog
masnog tkiva, gde su ¢elije unilokulusne, uglavnom poligonalnog oblika, slicne veli¢ine u
razlicitim uzorcima i sa razlicitth anatomskih lokalizacija, manje usnopljenog kolagena, sa
malobrojnim infiltratima celija u meduadipocithom prostoru. Krvni sudovi i kapilari
razlicite velicine, i arterijskog i venskog tipa, se mogu uociti i u uzorcima lipoma i scWAT, a
njihova zastupljenost dosta varira od uzorka do uzorka u obe ispitivane grupe i moze se
uociti da zavisi i od lokalizacije, ali su varijacije prisutne i u okviru razlicitih uzoraka sa iste
anatomske lokalizacije. Prisustvo veceg broja kapilara i krvnih sudova i u lipomima i u
normalnom masnom tkivu, bez znacajne razlike u njihovoj gustini, uocena je i u drugim
studijama (Suga i sar., 2009) ali na znatno manjem broju uzoraka u odnosu na nasu
studiju. Kod pacijenata sa multiplim simetri¢cnim lipomatozama koji su nosioci patogene
varijante u MFN2 genu, uzorci lipomatoznog tkiva su imali izgled belog masnog tkiva u
kojima su dominantno bili prisutni unilokulusni adipociti standardne velicine za belo masno

tkivo (Capel i sar., 2018). U istoj studiji je uocen i odreden broj (1/20 do 1/50)
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multilokulusnih adipocita koji se nisu nalazili u kontrolnom tkivu. Takode, lipomatozno
tkivo je bilo dosta vaskularizovano sa ve¢im brojem manjim krvnih sudova u ¢ijoj blizini su
uglavnom bili lokalizovani multilokulusni adipociti (Capel i sar., 2018). U lipodistrofi¢nim
lipomima pacijenata sa parcijalnom familijarnom lipodistrofijom, zbog mutacije u LMN.A
genu, sva ispitivana lipomatozna tkiva bojena H&E metodom su imala izgled tipicnog
belog masnog tkiva (Araujo-Vilar i sar., 2012).

Histomorofmetrijska analiza tkiva u nasoj studiji je pokazala da je prosec¢na veli¢ina
adipocita u grupi lipoma ista kao 1 grupi scWAT bez statisticki znacajnih razlika u svim
analiziranim parametrima velicine adipocita (dijametar, obim, povrsina), a nije uocena
razlika ni u broju adipocita po mm® ukupne izmerene povrsine svih adipocita (Grafik 25).
Veca heterogenost u analiziranim parametrima velicine adipocita, u uzorcima tkiva sa
razlicitth anatomskih lokalizacija, uocena je u grupi lipoma u odnosu na grupu scWAT
(Grafik 26). Najveca velicina adipocita, u grupi lipoma, zabelezena je u lipomima uzetih sa
nadkolenice, dok su najmanji adipociti uoceni u lipomima uzetih sa podlakatnog dela ruke.
U grupi scWAT najveéi adipociti su bili prisutni u tkivu uzetog sa kuka, dok su najmanji
adipociti bili prisutni u tkivu uzetog sa kolena. Kada je napravljena raspodela velic¢ine
adipocita po klasama, uocili smo da postoji razlika izmedu grupe lipoma i grupe scWAT u
zastupljenosti adipocita u prvoj i poslednjoj klasi, 1 u slucaju kada je analiziran parametar
dijametar adipocita i kada je analizirana povrsina adipocita, odnosno, veca je zastupljenost
najmanjih i najvecih adipocita u grupi lipoma u odnosu na scWAT (Grafik 27). Ipak,
najveca zastupljenost adipocita i u grupi lipoma i u grupi scWAT je uocena u srednjim
klasama. Ono $to je posebno zanimljivo jeste da je raspon dijametra, obima 1 povrsine
adipocita veéi u grupi lipoma u odnosu na scWAT (Tabela 15), sto ukazuje na
heterogenost celija u smislu tipa i funkcije. Minimalne razlike u velicini i obliku adipocita
medutim, prema nekim autorima su glavne odlike lipoma koje ih odvajaju od malignih
tumora masnog tkiva (Dei Tos, 2010). Drugi autori pak navode da su celije u lipomima
identicne onima koje se nalaze u okolnom masnom tkivu sa razlikom u tome $to u
lipomima u odnosu na okolno masno tkivo, veli¢ina i oblik ¢elija variraju (Sandberg,
2004). Pokazano je da je veli¢ina adipocita u inkapsuliranim 1 neinkapsuliranim lipomima
slicna i da je prosecan dijametar adipocita u oba tipa lipoma oko 100 um (Chang i sar.,
2018). Prosecan dijametar dobijen u ovoj studiji je u skladu sa izmerenim dijametrom

adipocita i u grupi lipoma i u grupi scWAT u nasoj studiji(Grafik 25a). Razlike u velicini
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adipocita izmedu tkiva lipoma i normalnog masnog tkiva su zabelezene u studiji Zavan i
sar. (2015) i ta razlika se ogledala u tome $to je udeo malih adipocita bio znacajno veéi u
tkivu lipoma u odnosu na normalno masno tkivo. Ovakva razlika je uocena i u nasem
istrazivanju. U jo§ jednoj studiji su mali adipociti (< 50 um u dijametru) uoceni i u grupi
lipoma i u grupi normalnog masnog tkiva, ali je proporcija ovih adipocita bila znacajno veca
u grupi lipoma u odnosu na normalno masno tkivo (Suga i sar., 2009). U istoj studiji je
pokazano da je modalna vrednost dijametra adipocita bila slicna u lipomima i normalnom
masnom tkivu (oko 90 — 110 um), ali je uocena i bimodalna distribucija u tkivu lipoma sa
drugim pikom na oko 20 — 30 um, sto su autori ove studije objasnili kao pojac¢anu
adipogenezu u tkivu lipoma. Morfometrijska analiza lipodistroficnih lipoma pacijenata sa
parcijalnom familijarnom lipodistrofijom, zbog mutacije u LMN.A genu, je u jednoj studiji
pokazala da su adipociti u lipomatoznim tkivima znacajno veéi nego adipociti u okolnom
masnom tkivu kako kod lipodistroficnih pacijenata tako i kod kontrolnih pacijenata
(Aragjo-Vilar i sar., 2012). U studiji u kojoj je radena softverska morfometrija tkiva u pet
razlicitth uzoraka (normalno masno tkivo, nekrozirajuée masno tkivo, konvencionalni
lipom, vretenastocelijski lipom i ALT/WDL), gde je analizirano vatiranje u velicini
adipocita kao i opseg veli¢ina adipocita, nisu uocene znacajne razlike u veli¢ini adipocita
(kada se analizira medijana) izmedu ovih razlicitih uzoraka tkiva (Bean i sar., 2018). U istoj
studiji je pokazano da, iskljucujuéi uzorke atroficnog masnog tkiva, nije uocena znacajna
razlika u variranju velic¢ine adipocita izmedu ovih 5 razlicitih tipova tkiva kao i da se
maksimalni opseg veli¢ine adipocita znacajno razlikovao u multivarijantnom poredenju
ovih pet dijagnostickih grupa. Takode, autori te studije su uocili i razlike u opsegu veli¢ine
adipocita izmedu benignih i malignih tumora masnog tkiva dok je mala razlika u
maksimalnom opsegu velicine adipocita uocena izmedu lipoma i normalnog masnog tkiva
(Bean i sar., 2018).

Imunohistohemijskom analizom smo pokazali da lipomi i scWAT jako eksprimiraju
adiponektin (Slika 22), leptin (Slika 23) i receptor za leptin (Slika 24). Adiponektin i leptin
su glavni sekretorni produkti zrelih adipocita u masnom tkivu pa je njihova ekspresija
najveca u masnom tkivu. Ekspresija ova dva adipokina je visa u potkoznom masnom tkivu
nego u visceralnom (Feng i sar., 2013). Adiponektin i leptin su adipokini koji imaju ulogu
ne samo u homeostazi masnog tkiva ve¢ svoje efekte ispoljavaju i na ostale organe do kojih

dospevaju putem cirkulacije. Adiponektin se smatra anti-inflamacijskim adipokinom dok se
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leptin smatra proinflamacijskim adipokinom, pa je s toga njihov odnos kako u masnom
tkivu tako 1 u cirkulaciji, bitan za odvijanje normalnog metabolizma i remodeliranje masnog
tkiva, kao i funkcionisanje ostalih organa. PoviSena ekspresija leptina, koja nadjacava efekte
adiponektina, u masnom tkivu dovodi do razvoja gojaznosti i pokrece celu masineriju koja
rezultira disfunkcijom masnog tkiva koja moze dovesti i do razvoja tumora (Grossmann i
Cleary, 2012). U nasoj studiji, zabeleZzena je jaka imunockspresija adiponektina, leptina i
receptora za leptin i u grupi lipoma i u grupi scWAT, pri ¢emu nije bilo mogucée ovom
metodom uociti znacajne razlike u njthovoj ekspresiji. U studiji u kojoj je ispitivana
imunoekspresija leptina i receptora za leptin, u lipomima i malignim tumorima masnog
tkiva, pokazano je da svi analizirani tumori masnog tkiva imaju jaku ekspresiju Lep 1 LepR
bez znacajnih razlika u ekspresiji izmedu razlicitih uzoraka tkiva (Oliveira i sar., 2001).

PRDM16 pripada familiji PRDM proteina koji funkcionisu kao regulatori transkripcije
bitne za razne procese kao §to su proliferacija, diferencijacija Celija 1 Celijska signalizacija 1
predominantno je cksprimiran u BAT (Warner i sar., 2014). PRDM16 ucestvuje u
diferencijaciji prekursornih ¢elija u mrke adipocite i regulise ekspresiju PPARGC1 a (eng.
peroxcisome proliferator-activated receptor gamma, co-activator 1a) 1 PPARGC1 B, kao i UCPT7, u
mrkom masnom tkivu (Seale i sar., 2007; Warner i sar., 2014). Podaci o ekspresiji
PRDM16 u lipomima su vrlo oskudni. U jednoj studiji u kojoj je ispitivano lipomatozno
tkivo pacijenata sa multiplim simetri¢nim lipomatozama koji su nosioci patogene varijante
u MFNZ2 genu dobijena je niska ekspresija PRDM76, a pokazano je da UCPT nije
eksprimiran (Capel i sar., 2018). U nasoj studiji, jaka imunoekspresija PRDM16 je uocena
u lipomima, pri ¢emu je najveéa imunopozitivhost uocena u multilokulusnim adipocitima i
manjim unilokulusnim adipocitima (Slika 35), dok je imunoekspresija PRDM16 u scWAT
bila slaba (Slika 36). Ovakav nalaz ekspresije PRDM16 u lipomima je u skladu sa
povisenom ekspresijom UCP7 koji smo uocili analizom genske ekspresije (Grafik 18e) u
lipomima u odnosu na scWAT, sto ukazuje na to da lipomi ispoljavaju karakteristike mrkog
masnog tkiva, iako se mogu uociti velika variranja u ekspresiji ovih molekula u lipomima
koje smo ispitivali a postoje i razlike izmedu lipoma uzetih sa razli¢itth anatomskih
lokalizacija (Grafik 20c).

MFENT1 (eng. mitofusin-1) je protein spoljasnje membrane mitohondija koji ima GTP-
aznu aktivnosti 1 koji posreduje u procesima grupisanja mitohondrija i njihove fuzije

(Ishihara i sar., 2004). Pokazano je da smanjena aktivhost MFN1 dovodi do promene u

144



Sanja Stojanovic DISKUSIJA

ravnotezi izmedu fuzije i fisije mitohondrija i do fragmentacije mitohondrija (Zorzano i
Pich, 2006; Boutant i sar., 2017). MFN1 i MFN2 su eksprimirani i u BAT i u WAT, pri
cemu je najveca ekspresija MEFN2 u BAT (Golic i sar. 2014; Boutant i sar., 2017). MFN2
je bitan za ocuvanje funkcije BAT i ukoliko je MFN2 neaktivan ili je smanjena njegova
aktivnost to dovodi do disfunkcije BAT pri ¢emu je pokazano da MFN1 ne kompenzuje
gubitak funkcije MFN2 (Boutant i sar., 2017). U nama dostupnoj literaturi se ne mogu
naci podaci o ekspresiji MEN1 u lipomima, iako su retki podaci i o ekspresiji MEN2. U
jednoj studiji u kojoj je ispitivano lipomatozno tkivo pacijenata sa MSL, koji su nosioci
patogene varijante u MFNZ2 genu, pokazano je da je ekspresija MFNZ2 slicna u
lipomatoznom tkivu kao i u kontrolnom tkivu (Capel i sar., 2018). Mi smo analizirali
imunoekspresiju MFN1 u uzorcima tkiva lipoma i scWAT i rezultati su pokazali da je
MFNT1 eksprimiran i u lipomima i u scWAT, pri cemu se vise polja intenzivne obojenosti
moze uociti u lipomima (Slika 37) u odnosu na scWAT (Slika 38). Pozitivna reakcija na
MFNT1 se moze uociti u lipomima na mestima gde je citoplazma deblja kao i oko jedara
adipocita. Nesto ja¢a imunoekspresija MFN1 se moze uoditi u manjim adipocitima i u
multilokulusnim adipocitima u odnosu na vece, unilokulusne adipocite. Ovakva distribucija
pozitivnosti MEN1 odgovara lokalizaciji mitohondrija ¢ije se nakupine mogu videti u tim
delovima celija na transmisionom elektronskom mikroskopu u uzorcima lipoma u nasoj
studiji.

Makrofagi imaju znacajnu ulogu u ocuvanju homeostaze masnog tkiva. U fizioloskim
uslovima, u masnom tkivu su dominantni M2 makrofagi (alternativno aktivirani makrofagi
ili reparatorni makrofagi). Ukoliko dode do ekspanzije masnog tkiva, usled poremeéene
ravnoteze u sekreciji adipokina, leptina i adiponektina, ili nekih drugih faktora, adipociti
sekretuju i faktore koji dovode do infiltracije makrofaga koji su dominantno M1 tipa,
odnosno klasicno aktivirani makrofagi. Ovi makrofagi imaju proinflamacijski karakter i
nagomilavaju se oko uvecanih adipocita formiraju¢i CLS i sekretuju vece kolicine
proinflamacijskih citokina kao $to su TNF-a i IL-6. U tkivu je u takvom stanju povecana
proizvodnja leptina a smanjena proizvodnja adiponektina. Pored M1 makrofaga tokom
ekspanzije masnog tkiva se povecava broj i drugih celija imunskog sistema kao §to su
neutrofili, CD8+ T limfociti, IFN-y+ Th1 celije, B2 ¢eljje i mastociti (Choe i sar., 2016). U
ovakvom inflamatornom okruzenju, masno tkivo se moze ,,odbraniti“ do odredene

granice, pri cemu je jedan od mehanizama pojacana ekspresija adiponektina koji ima anti-
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inflamacijski karakter i predstavlja oblik reagovanja na povecanu koncentraciju TNF-o.
Medutim, ukoliko mehanizmi odbrane nisu dovoljni da nadjacaju inflamaciju koja je nastala
u tkivu, nastupa disfunkcija masnog tkiva koja vodi ka gojaznosti, a moze da dovede i do
razvoja tumora masnog tkiva pa i razvoja tumora u drugim tkivima usled endokrine
funkcije masnog tkiva koje u ovom stanju produkuje vece koli¢ine leptina,
proinflamacijskog adipokina. Makrofagi M1 i M2 polarizacionog stanja se odlikuju
ekspresijom odredenih molekula koji predstavljaju njihove funkcijske markere, pored
sekrecije pro- i anti-inflamacijskih citokina. M1 makrofagi eksprimiraju CD40, CD8O0,
CD86, CCR7 i druge, a sekretuju TNF-o, IL-6, IL-12 i IL-18, dok M2 makrofagi
eksprimiraju CD163, CD206, CD200R, a sekretuju uglavnom IL-4, I1.-10 i TGF-8 (Vogel i
sar., 2014; Stojanovi¢ i Najman, 2016).

CD163 je dominantno eksprimiran u makrofagima M2 polarizacionog stanja i ukljucen
je u anti-inflamacijske funkcije ovih makrofaga. CD163+ makrofagi reaguju na inflamaciju 1
teze da uspostave ravnotezu izmedu M1 i M2 makrofaga i smanje inflamaciju. CD40 je
dominantno eksprimiran u M1 makrofagima koji produkuju proinflamacijske citokine. U
uzorcima lipoma i scWAT koje smo analizirali mogu se uociti makrofagi koji eksprimiraju 1
CD163 1 CD40 u razlicitoj meri. U lipomima se mogu videti CD163 pozitivni jednojedarni
makrofagi kao 1 CD163 pozitivni visejedarni makrofagi, koji se nalaze lokalizovani oko
adipocita ali i u meduadipocitnom prostoru u poljima intenzivne infiltracije celija (Slike 39
—42). U scWAT se mogu uociti CD163 pozitivni makrofagi koji su uglavnom jednojedarni
ali ima 1 visejedarnih koji formiraju CLS (Slike 43 — 45). CD40 pozitivnih makrofaga ima i u
lipomima i u scWAT iako u globalu nesto manje u odnosu na CD163 pozitivhe makrofage.
U lipomima se mogu uociti CD40 pozitivni jednojedarni i visejedarni makrofagi i u poljima
intenzivnije infiltracije i oko adipocita (Slike 46 — 49), dok su CD40 pozitivni makrofagi u
scWAT sitniji i uglavnom jednojedarni (Slike 50 — 51). Ono §to se moze uoditi 1 u lipomima
1 u scWAT je da postoje razlike u broju i tipu makrofaga u odnosu na anatomsku
lokalizaciju tkiva, pa su tako makrofagi manje zastupljeni u lipomima uzetih sa vrata nego u
lipomima sa nadlaktice, leda i nadkolenice, dok su u scWAT makrofagi manje zastupljeni u
tkivu uzetog sa vrata i nadlaktice nego u tkivu uzetog sa stomaka. Ovaj rezultat je u
korelaciji sa potencijalom ekspanzije masnog tkiva kao i sa brojem infiltrata celija koji se

mogu videti u tkivima sa ovih anatomskih lokalizacija. Vece prisustvo CD163 makrofaga u

lipomima u odnosu na scWAT, zajedno sa nalazom povisene ekspresije ADIPOQ i PPARG

146



Sanja Stojanovic DISKUSIJA

u lipomima u odnosu na scWAT, moze da ukaze na to da su u lipomima pokrenuti
regulatorni mehanizmi ¢iji je konacni cilj suprimiranje inflamacije, reparacija tkiva i
uspostavljanje homeostaze u masnom tkivu. Takode, ovaj nalaz navodi na pretpostavku da
je u nekom trenutku razvoja lipoma postojala inflamacija koja je pokrenula te regulatorne
mehanizme. Ovakvom tumacenju idu u prilog i rezultati 7 vitro analize imunomodulacijske
aktivnosti LDSCs koji ukazuju na anti-inflamacijski karakter LDSCs, a MSCs su poznate
kao regulatorne celije u tkivima jer stupaju u interakcije kako sa makrofagima, direktno ili
preko sekretornih produkata, tako i sa drugim celijama imunskog sistema pri cemu
moduliraju imunski odgovor i usmeravaju dalji tok dogadaja u tkivima. Veca zastupljenost
kolagena u lipomima u kojima se uocava i veci broj infiltriranih celija, u odnosu na scWAT,
mogu biti potvrda ovakvih tumacenja jer se kolagen pojacano sintetiSe kao reakcija na
inflamaciju 1 predstavlja jednu od faza u procesu remodeliranja tkiva.

Postoje studije u kojima je analizirano prisustvo i ekspresija CID68 u makrofagima u
raznim tipovima lipoma. CD68 je marker monocita i makrofaga, a iako ga mnogi autori
svrstavaju u marker M1 makrofaga, postoje vrlo razliciti podaci o tome koji tip makrofaga
eksprimira ovaj molekul. Imunohistohemijsko bojenje na CD68 je pokazalo da su CD68+
makrofagi retki 1 u lipomima i u normalnom masnom tkivu, dok CLS nisu uocene u ovoj
studiji (Suga i sar., 2009). U istoj studiji je objavljeno da u lipomima nema infiltrata
makrofaga $to je suprotno rezultatima nase studije. U studiji u kojoj je ispitivano
lipomatozno tkivo pacijenata sa MSL, koji su nosioci patogene varijante u MFNZ2 genu,
uoceni su infiltrati makrofaga koji su pozitivni na CD68 1 CD163 markere, iako rezultati za
CD163 imunoekspresiju nisu prikazani (Capel i sar., 2018). U istoj studiji je objavljeno da
nisu uocena polja fibroze ni u lipomima ni u kontrolnim uzorcima. Analiza lipodistroficnih
lipoma pacijenata sa parcijalnom familijarnom lipodistrofijom, zbog mutacije u LMN.A
genu, pokazala je da se CD68+ makrofagi uocavaju u lipomima i okolnom masnom tkivu
kod lipodistroficnih pacijenata, dok su veoma retki u kontrolnim uzorcima (Aradjo-Vilar i
sar., 2012). CD68+ makrofagi u toj studiji su bili rasuti po tkivu ali su se mogli videti i oko
adipocita kako formiraju CLS koje su bile zastupljenije u lipomima u odnosu na okolno
tkivo kod lipodistrofi¢nih pacijenata. U istoj studiji je pokazano i prisustvo CD3 pozitivnih
T Celija razlicito distribuiranih ali uglavnom perivaskularno, dok su B celije bile odsutne u
svim analiziranim uzorcima (Aratjo-Vilar i sar., 2012). U WAT su ceste pojave makrofaga

koji formiraju CLS (Cinti i sar., 2005) i koji su fagocitno aktivni, dok se u BAT ne sre¢u
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CLS ve¢ su makrofagi uglavnom pojedinacni. U nasoj studiji u lipomima se mogu videti i
pojedinac¢ni 1 makrofagi koji formiraju CLS pa se na ovom nivou ne moze povezati tip
makrofaga koji je prisutan u lipomima sa fenotipom lipoma nalik BAT.

Ultrastrukturna analiza uzoraka tkiva lipoma (Slike 52 — 56) 1 scWAT (Slike 57 — 59) u
nasoj studiji, pokazala je da su adipociti u lipomima unilokulusni i sporadi¢no
multilokulusni dok su u scWAT uglavnom unilokulusni. U velikom broju adipocita u tkivu
lipoma se mogu uociti brojna sitna lipidna tela koja su periferno postavljena u odnosu na
glavno lipidno telo adipocita, u vidu venca, i to u vise naslojenih redova. Prisustvo sitnih
perifernih lipidnih tela se moze uociti i u scWAT, ali mnogo rede i uglavnom ih je manje po
celiji, a rasporedene su samo u jednom redu. Na mestima gde je citoplazma S$ira, u
lipomima se moze uociti veci broj grupisanih mitohondrija koje se cesto nalaze u blizini
sitnih lipidnih tela. U scWAT se uocava manji broj mitohondrija koje se nalaze u raznim
delovima éelije i nisu grupisane u tom broju kao §to je to slucaj u lipomima. Ultrastukturna
analiza tkiva razli¢itih tipova lipoma, sa razlicitih lokalizacija, se u literaturi ne moze naci, pa
su rezultati nasih istrazivanja s toga od posebnog znacaja. U jednoj studiji u kojoj su
analizirana lipomatozna tkiva pacijenata sa MSL, koji su nosioci patogene varijante u
MFENZ2 genu, pokazano je prisustvo struktura koje smo mi uocili u analiziranim uzorcima
lipoma, sa veéim brojem mitohondrija u adipocitima lipomatoznog tkiva i periferno
postavljenim sitnim lipidnim telima, u odnosu na kontrolne uzorke (Capel i sar., 2018).
Osim te studije, nema drugih podataka o ultrastukturi lipomatoznog tkiva.

Hemijski sastav tkiva kao $to je koli¢ina ukupnih lipida, proteina i nukleinskih kiselina
varira u zavisnosti od grade i funkcije tkiva. Iako odredivanje ovih molekula u tkivima
moze biti vtlo informativno, malo je takvih podataka u literaturi. Promene u kolic¢ini ovih
jedinjenja 1 njthovom odnosu u celijama i tkivima, mogu ukazivati na eventualnu
disfunkciju, ali i strukturne i funkcionalne promene koje se desavaju u celijama i tkivima u
procesu nastanka raznih poremecaja pa i nastanku tumora. Mi smo izolovali 1 analizirali
koli¢inu ovih molekula u uzorcima tkiva lipoma i scWAT, odnosno odredivali smo ukupne
lipide, proteine, RNK i DNK. Veca kolicina lipida na 100 mg tkiva je uocena u lipomima u
odnosu na scWAT (Grafik 28a). Ovaj rezultat ukazuje na postojanje vise adipocita ili na
veée adipocite, kao 1 na pojacanu adipogenezu u uzorcima lipoma, $to je u skladu sa
histomorfometrijskim merenjem velicine i broja adipocita u tkivima kao i molekularnim

markerima (povisena ekspresija PPARG) 1 ultrastrukturnom analizom (pojava vise sitnih
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lipidnih tela u adipocitima tkiva lipoma). Ni primenom ove metode nije dobijena statisticka
znacajnost u razlikama izmedu grupe lipoma i scWAT, ali se namece ocigledan obrazac,
imajudi u vidu 1 druge nase rezultate, da postoje razlike u lipidnom sastavu tkiva lipoma u
odnosu na scWAT. Vise ukupnih proteina u lipomima u odnosu na scWAT u 100 mg tkiva
(Grafik 28b) ukazuje na to da je tkivo lipoma metabolicki aktivnije i ako se ovaj rezultat
objedini sa histoloskom analizom u kojoj je uoceno da u tkivima lipoma ima vise kolagena,
moglo bi se zakljuciti da je sinteza kolagena intenzivnija. Takode, u lipomima se uocava vise
infiltrata raznih tipova celija, medu kojima ima dosta makrofaga koji su sekretorno aktivni,
pa ta povecana kolicina ukupnih proteina u lipomima moze biti i zbog prisustva veceg
broja ¢elija u lipomima u odnosu na scWAT. Vise DNK u lipomima u odnosu na scWAT,
na 100 mg tkiva (Grafik 28d) je u skladu sa histoloskom analizom u kojoj je nadeno da ima
viSe infiltrata celija u lipomima u odnosu na scWAT ¢emu dodatno ide u prilog i povecana
koli¢ina proteina u lipomima u odnosu na scWAT. Nesto veca koli¢ina ukupne RNK je
zabelezena u uzorcima scWAT u odnosu na lipome (Grafik 28c), iako ova razlika nije
statisticki znacajna, $to moze biti u korelaciji sa vecom kolicinom proteina u lipomima u
odnosu na scWAT. U literaturi su podaci o kolicini ovih molekula u tkivima retki, a
narocito kada se radi o lipomima. Postoji studija u kojoj je analizirana koli¢ina lipida i
lipidni sastav u lipomima, u kojoj je pokazano da lipidi ¢ine izmedu 50 i 90% ukupne mase
tkiva lipoma, da su trigliceridi dominantna vrsta lipida dok fosfolipida ima manje od 2%
ukupnih lipida, i uocene su manje kolicine slobodnog holesterola (Knipping i Popper,
1989). Nasi rezultati analize hemijskog sastava tkiva lipoma i scWAT su jedinstveni i
koreliraju sa rezultatima ostalih analiza u nasoj studiji.

Fizickohemijska karakterizacija tkiva lipoma i scWAT, primenom Ramanske
spektroskopije je pokazala prisustvo signala karakteristicnih za masno tkivo, pri ¢emu su
uocene razlike u intenzitetu signala koji ukazuju na promene u kolic¢ini pojedinih
komponenti i jedinjenja u uzorcima tkiva lipoma (Slike 47 i 48). Najizrazenija razlika je u
jakom signalu koji potice od karotenoida (1500 — 1520 cm™) koji je manjeg intenziteta u
uzorcima lipoma u odnosu na scWAT. Pokazano je da se ovaj signal javlja samo u
netransformisanim tkivima dok ne postoji u tumorskom tkivu pa se predlaze kao
dijagnosticka metoda prilikom uklanjanja tumorskog tkiva koja bi ukazala na zdrave
margine oko tumorskog tkiva (Birtoiu i sar., 2016), sto bi bilo od posebnog znacaja u

slucaju tumora dojke koji je okruzen masnim tkivom. Ovaj nalaz nam moze ukazati na to

149



Sanja Stojanovic DISKUSIJA

da je u nasoj studiji smanjenje intenziteta ovog signala pokazatalj transformacije adipocita
ka tumorskom tkivu, iako ne postoje podaci u literaturi o tome kakav je intenzitet ovog
signala u benignim tumorima masnog tkiva u odnosu na normalno (netransformisano)
masno tkivo. Promene u signalima u spektrima lipoma u odnosu na scWAT u nasoj studiji
su uglavnom u oblasti niske frekvencije dok je intenzitet signala u oblasti visoke frekvencije
(2850 — 2900 cm™") koji su karakteristi¢ni za masno tkivo, istog intenziteta i u lipomima i u

scWAT.

5.4. ZNACAJ DOBIJENIH REZULTATA

Opva studija je medu prvima koja pruza detaljnu analizu mati¢nih celija izolovanih iz
lipoma (LDSCs) u poredenju sa mati¢nim ¢elijama izolovanim iz potkoznog masnog tkiva
(ADSCs), na celijskom i molekularnom nivou, kao i funkcijsku karakterizaciju LDSCs u
poredenju sa ADSCs koja podrazumeva njihov kapacitet za adipogenu i osteogenu
diferencijaciju, imunomodulatornu aktivnost i efekat na zarastanje rana u uslovima 7 vitro.
Rezultati koje smo dobili sugerisu da bi trebalo ograniciti upotrebu LDSCs u regenerativne
svrthe, ali sa druge strane, detaljna karakterizacija LDSCs nas je priblizila otkrivanju
potencijalnih mehanizama nastanka lipoma. LDSCs nisu odgovorile na adipogenu indukciju
in vitro §to znaci da su negde ukocene i nisu sposobne da daju adipocite u kulturi, dok je
osteogeni proces u ovim celijama iSao ka osteoblastima ali drugacijom dinamikom nego u
ADSCs. Ovakav rezultat se moze objasniti 1 time §to su LDSCs u startu imale visu
ekspresiju RUNX2Z koji je kljuéni transkripcioni faktor za proces osteogeneze ali 1 za proces
adipogeneze.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da imunomodulacijska aktivnost
LDSCs, preko medusobne interakcije maticnih celija i makrofaga, moze biti jedan od
mehanizama ukljucenih u proces nastanka lipoma. Anti-inflamacijski karakter LDSCs, i
imunomodulacija makrofaga kultivisanih u kondicioniranom medijumu LDSCs prema M2
polarizacionom stanju, u korelaciji su sa povisenom ekspresijom ADIPOQ u tkivu lipoma i
prisustvom veceg broja CD163 pozitivnih makrofaga u lipomima $to nas navodi na
pretpostavku da je u nekoj fazi formiranja lipoma postojala inflamacija a onda su pokrenuti

mehanizmi supresije inflamacije.
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Visa koncentracija ukupnih lipida, proteina i DNK u lipomima u odnosu na scWAT je
u skladu sa histoloskom 1 histomorfometrijskom analizom 1 ukazuje na to da je adipogeneza
intenzivnija u lipomima, a visa ekspresija osteogenih markera u lipomima ukazuje na
uopsteno vedi stepen diferencijacije u lipomima i njihov veéi osteogeni potencijal. Ovi
rezultati su u skladu sa ultrastrukturnom analizom tkiva gde je pokazana akumulacija veceg
broja sitnijih lipidnih tela u adipocitima lipoma i veci broj grupisanih mitohondrija u
adipocitima lipoma, §to takode ukazuje na vecu metabolicku aktivnost ovih éelija. U prilog
ovom tumacenju ide i viSa ekspresija markera mitohondrija i mrkog masnog tkiva u
lipomima.

Dobijeni rezultati su od velikog znacaja za razumevanje procesa koji su odgovorni za
benignu transformaciju masnog tkiva i nastanak lipoma jer nam daju uvid u celijske i
molekularne mehanizme uklju¢ene u patogenezu lipoma. Dalja istrazivanja mehanizama
patogeneze lipoma bi trebalo usmeriti ka otkrivanju klju¢nih molekula koji su odgovorni za
usmeravanje signalnih puteva ukljuc¢enih u analizirane procese i1 uporediti ove rezultate sa
citogenetskim i epigenetskim mehanizmima, sto bi bilo od znacaja za pronalazenje target

molekula za eventualnu prevenciju nastanka ovih tumora masnog tkiva.
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Na osnovu sprovedenih istrazivanja sa izolovanim Celijama 7z vitro, kao i analizom
tkiva lipoma 1 scWAT, mozemo zakljuciti da se lipomi razlikuju od scWAT kako u gradi
tkiva tako i na celijskom i molekularnom nivou, kao i da izolovane mati¢ne celije iz lipoma
imaju drugaciji potencijal za diferencijaciju od mati¢nih celija iz masnog tkiva u uslovima
vitro 1 drugaciji molekularni profil koji odreduje njihovu funkciju i1 kapacitete za

diferencijaciju, u odnosu na maticne celije iz normalnog (netransformisanog) masnog tkiva.

Na osnovu sprovedenih istraZivanja in vitro, sa izolovanim mezenhimskim
mati¢nim cCelijama iz lipoma (LDSCs) i scWAT (ADSCs), a u skladu sa

postavljenim ciljevima ovog dela istraZivanja, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e  Morfologija LDSCs nakon izolacije i tokom kultivacije u uslovima 7z vitro je tipicna za
mezenhimske mati¢ne Celije 1 vrlo slicna ADSCs, a uocava se i slican proliferativni

potencijal ovih ¢elija.

e LDSCs cksprimiraju karakteristicne pozitivne povrsinske i unutaréelijske markere
mezenhimskih mati¢nih Celija, pri ¢emu je nesto niza ekspresija pojedinih markera

uocena u LDSCs u odnosu na ADSCs, ali ne statisticki znacajno razlicita.

e  Ekspresija ranog osteogenog markera RUNXZ je visa dok je ekspresija BGLLAP niza u
LDSCs u odnosu na ADSCs, $to ukazuje na razlicite kapacitete LDSCs i ADSCs za

osteogenu diferencijaciju.

e  DPostoji razlika u genskoj ekspresiji adipogenih markera, pri ¢emu je ekspresija LEP

visa dok je ekspresija ostalih gena niza u LDSCs u odnosu na ADSCs.

e LDSCs imaju izrazeniji anti-inflamacijski karakter u odnosu na ADSCs, posto je
utvrdena visa ckspresija anti-inflamacijskog gena I[4 a niza ckspresija
proinflamacijskog gena TNF u LDSCs u odnosu na ADSCs, dok je ekspresija 1.6 i
I1.70 sli¢na u LDSCs 1 ADSCs.

e Kapacitet LDSCs za diferencijaciju u adipocite je znacajno manji u odnosu na ADSCs,
§to je pokazano analizom genske i proteinske ekspresije markera adipogeneze,

mikroskopskom i citohemijskom analizom nakon 21 dan adipogene diferencijacije.
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LDSCs i ADSCs su nakon 16 dana osteogene diferencijacije imale fenotip
karakteristican za osteoblaste, §to je pokazano mikroskopskom i citohemijskom
analizom, ali je analiza genske i proteinske ekspresije markera osteogeneze pokazala da

su LDSCs 1 ADSCs bile u razli¢itim stadijumima osteogeneze.

Razlike izmedu LDSCs i ADSCs, nakon izolacije iz tkiva, verovatno su posledica
razli¢itog molekularnog potpisa ovih ¢elija kao i njihovog opredeljenja u tkivu koji
odreduju razlicit kapacitet i sudbinu ¢elija tokom adipogene i osteogene indukcije

vitro.

Kondicionirani medijumi LDSCs i ADSCs moduliraju odgovor nestimulisanth RAW
264.7 makrofaga in vitro, pri cemu LDSCs produkuju solubilne faktore koji aktiviraju i

menjaju funkcijsko stanje nestimulisanih makrofaga u vecoj meri nego ADSCs.

Kondicionirani medijumi LDSCs i ADSCs okre¢u RAW 264.7 makrofage prema anti-
inflamacijskom M2 polarizacionom stanju, sa izrazenijim anti-inflamacijskim

svojstvima L.DSCs.

Kondicionirani medijumi LDSCs i ADSCs ispoljavaju efekat na zarastanje rana

uporediv efektu pozitivne kontrole, u sistemu indirektne ko-kulture 7z vitro.

Na osnovu analize tkiva lipoma i scWAT, a u skladu sa postavljenim ciljevima ovog

dela doktorske disertacije, moZemo izvesti sledece zakljucke:

Postoje razlike u ekspresiji gena markera mati¢nih Celija u lipomima u odnosu na

scWAT, ali te razlike nisu statisticki znacajne.

Postoje razlike u ekspresiji gena markera procesa adipogeneze u lipomima u odnosu na
scWAT. Ekspresija ADIPOQ je znac¢ajno visa u lipomima u odnosu na scWAT, dok je
ekspresija LEP niza u lipomima u odnosu na scWAT. Povisena ekspresija PPARG 1
znacajno povisena ekspresija DILLK7 u lipomima u odnosu na scWAT ukazuju na
intenzivniji proces adipogeneze u lipomima u odnosu na scWAT. Znacajno visa
ekspresija UCP7 u grupi lipoma u odnosu na scWAT ukazuje na to da lipomi

ispoljavaju karakteristike mrkog masnog tkiva.
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e DPostoje razlike u ekspresiji gena markera procesa osteogeneze pri cemu je visa
ekspresija RUNXZ 1 BGL.AP u uzorcima lipoma u odnosu na scWAT, $to ukazuje na

veci osteogeni potencijal lipoma u odnosu na scWAT.

e DPostoje razlike u ekspresiji gena markera inflamacije pri ¢emu je neznatno visa
ekspresija TINF i znacajno niza ekspresija [I.70 zabelezena u lipomima u odnosu na

scWAT.

e DPostoje razlike u histoloskoj gradi lipoma i scWAT koje se ogledaju u vecoj
varijabilnosti velicine adipocita u lipomima u odnosu na scWAT, vecoj zastupljenosti
usnopljenog kolagena 1 veéem broju celijskih infiltrata u lipomima u odnosu na

scWAT, kao i prisustvu multilokulusnih adipocita u lipomima.

e Nema znacajnih razlika u prosecnoj velic¢ini adipocita u uzorcima lipoma u odnosu na
scWAT, ali je opseg variranja veli¢ine adipocita ve¢i u lipomima u odnosu na scWAT

pri cemu u lipomima ima vise izrazito manjih i vecih adipocita u odnosu na scWAT.

e  Jaka imunoekspresija adipogenih markera (adiponektina, leptina i receptora za leptin)

je uocena i u grupi lipoma i u grupi scWAT.

e Imunockspresija markera fuzije i grupisanja mitohondrija (MFN1) je nesto jaca u grupi
lipoma u odnosu na scWAT, a narocito u manjim i multilokulusnim adipocitima, §to je
u skladu sa ultrastrukturnom analizom gde je uocen vedi broj grupisanih mitohondrija

u lipomima.

¢  Imunoekspresija markera mrkih adipocita (PRDM16) je jaca u uzorcima lipoma u
odnosu na scWAT $to ukazuje na to da lipomi ispoljavaju svojstva mrkog ili bez

masnog tkiva i u skladu je sa analizom ekspresije UCPT i ultrastrukturnom analizom.

e  Veca makrofagna infiltracija je prisutna u lipomima u odnosu na scWAT i lokalizacija

makrofaga se razlikuje u lipomima u odnosu na scWAT.

e  Prisutno je viSe CD163 pozitivnih makrofaga i u lipomima i u scWAT u odnosu na
CD40 pozitivhe makrofage, pri cemu je nesto visSe CD163 pozitivnih makrofaga

prisutno u lipomima u odnosu na scWAT.
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e Postoje razlike u ultrastrukturi lipoma u odnosu na scWAT. Uoceno je prisustvo veceg
broja grupisanih mitohondrija i sitnih lipidnih tela koja su periferno postavljena u
odnosu na glavno lipidno telo adipocita $to ukazuje na vecu metabolicku aktivnost
lipoma i u skladu je sa viSom ekspresijom markera mrkog masnog tkiva u lipomima u
odnosu na scWAT. Vece koli¢ine usnopljenog kolagena u meduadipocitnom prostoru

su prisutne u lipomima u odnosu na scWAT.

e  DPostoje razlike u hemijskom sastavu lipoma i scWAT. Vise ukupnih lipida, proteina i
DNK je prisutno u lipomima u odnosu na scWAT sto ukazuje na vecu celularnost
lipoma, intenzivnu lipogenezu i veéu metabolicku aktivnost lipoma u odnosu na

scWAT, $to je u skladu sa ostalim analizama.

e Na osnovu Ramanskih spektara se moze zakljuciti da i lipomi 1 scWAT poseduju
karakteristike masnog tkiva, ali da postoje razlike u intenzitetu signala $to ukazuje na

kvantitativne razlike u pojedinim komponentama tkiva.

e Uporedna  analiza  genske  ekspresije,  histoloska,  histomorfometrijska,
imunohistohemijska i ultrastrukturna analiza uzoraka lipoma 1 scWAT razli¢itih
anatomskih lokalizacija, ukazuje na to da se analizirani markeri i parametri razlikuju
medu razli¢itim anatomskim lokalizacijama i lipoma i scWAT ali i medu razli¢itim

pacijentima u okviru iste lokalizacije.

Ovi rezultati nam daju nov uvid u ¢elijsku i molekularnu osnovu etiopatogeneze lipoma
1 ukazuju na to da bi potencijalnu upotrebu LDSCs u tkivhom inzenjerstvu i regenerativnoj
medicini trebalo ponovo razmotriti ili bi bar trebalo naéi druge nacine i polja primene ovih
celija. Rezultati ove studije znacajno doprinose rasvetljavanju potencijalnih mehanizama
nastanka lipoma ukazujuéi na potencijalne markere 1 éelije koji mogu igrati znacajnu ulogu
u patogenezi lipoma. Buduca istrazivanja bi trebalo da budu usmerena na karakterizaciju
ostalih populacija ¢elija prisutnih u lipomima, analizu signalnih puteva u celijama 1
potencijalnih target mesta u signalnim putevima koji dovode do molekularnog
prekopcavanja puteva i usmeravanja ka disfunkciji masnog tkiva koja vodi razvoju benignih

tumora.
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PRILOG 1 — SPISAK SKRACENICA

ANOVA (eng. analysis of variance) — analiza varijanse, statisticki test

APC (eng. allophycocyanin) — alofikocijanin, fluorohroma kojom se obelezavaju antitela
AS — aritmeticka sredina

ATCC (eng. American Type Culture Collection) — Americka banka celija

BAT (eng. brown adipose tissue) — mrko masno tkivo

BMI (eng. body mass index) — indeks telesne mase

CCD (eng. charge-coupled device) — uredaj koji ¢ini deo Ramanskog spektrometra
cDNK — komplementarna DNK

CD105 (eng. cluster of differentiation 105) — endoglin (ENG)

CD33 (eng. cluster of differentiation 33) — lektin slican imunoglobulinu koji se spaja sa
sijalinskom kiselinom

CM - kondicionirani medijum

DAB - di-amino-benzidin

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA (eng. ethylenediaminetetraacetic acid) — etilendiamintetrasirCetna kiselina
FBS (eng. fetal bovine serum) — fetalni govedi serum

HMGAZ2 (eng. high-mobility group AT-hook 2) — protein visoke mobilnosti grupe A2
HRP (eng. horseradish peroxidase) — peroksidaza rena

ICAM-1 (eng. intercellular adhesion molecule ) — meducelijski adhezioni molekul 1
IFN-y — interferon y

IL-4 — interleukin 4

IL-6 — interleukin 6

IL-10 — interleukin 10

iNOS — inducibilna NO sintetaza

LPS (eng. /lipopolysaccharide) — lipopolisaharid

LWD (eng. /ow working distance) — vrsta objektiva

MCP-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1) — monocitni hemoatraktivni protein
MEFN1 (eng. mitofusin 1) — mitofuzin 1

miRNK — mikro RNK

MSCs (eng. mesenchymal stem cells) — mezenhimske maticne celije

mtDNK — mitohondrijska dezoksiribonukleinska kiselina

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid

NBT (eng. nitroblue tetrazolinm chloride) — nitro plavo tetrazolijum hlorid

NO (eng. nitric oxide) — azot oksid

177



OPG - osteoprotegerin

PBS (engl. phosphate buffer saline) — fizioloski rastvor puferisan fosfatnim puferom
PCR (eng. polymerase chain reaction) — lancana reakcija polimeraze

PE (eng. phycoerythrin) — fikoeritrin, fluorohroma kojom se obelezavaju antitela
PRDM16 (eng. PR domain containing 16) — transkripcioni faktor

PPAR-y (eng. peroxisome proliferator-activated receptor-y) — peroksizomalni proliferatorom-
aktivirani receptor-y

Real-Time qPCR (eng. real time quantitative polymerase chain reaction) — kvantitativna lancana

reakcija polimeraze u realnom vremenu

RUNX2 (eng. runt-related transcription factor 2) — transkripcioni faktor ukljucen u regulaciju
osteogene diferencijacije

RNK - ribonukleinska kiselina

scCWAT (eng. subcutaneons white adipose tissue) — potkozno belo masno tkivo
SD — standardna devijacija

SVF (eng. stromal vascular fraction) — stromalna vaskularna frakcija

TGF-B (eng. transforming growth factor ) — transformisudi faktor rasta {3
TEM - transmisiona elektronska mikroskopija

TNF-« (eng. tumor-necrosis factor-a) — faktor nekroze tumora - o

UCP-1 (eng. uncoupling protein 1) — dekuplujuéi protein 1

WAT (eng. white adipose tissue) — belo masno tkivo
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UsjaBa o ayTopcTBy

WMme n npesnme ayropa Cansa T. CrojaHoBuh
Bpoj uinekca 53019/2012

UzjaBruyjem
Aa je nokTopcka aucepTauuja nog HacnoBom

Mopdonouka u MornekynapHa kapakrepusaumja XymMaHor MacHOr TKMBa U
NUAOMA PasnuyMTUX aHaTOMCKUX NoKanulauuja u MCNUTUBAHE M30NOBaHUX
Mesexnxumckux henuja in vitro

e pe3ynTtar CONnCTBeHOr NCTpaxu1sadKor paga,

e [a juceprauuja y LienuHi HU Y AernoBuMa Huje Guna npeanokeHa 3a ctuuame
Apyre gunnome npema CTYAMCKMM nporpaMmMma APYriX  BUCOKOLLIKOSICKMX
YCTaHOBZ;

e [1a Cy pe3ynTaTu KOPeKTHO HaBedeHu U

® [a HuCaMm KpLUMO/Na ayTopcka npaBa v KOpUCTKO/Na MHTENEKTyarnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc aytopa
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Cara CrojaHoeuh

Y Beorpagy, 2'? 05 20’/3.




UsjaBa 0 uCTOBETHOCTM LITAMNaHe U €NEeKTPOHCKe
Bep3uje 4OKTOPCKOr paaa

Wwme n npesume aytopa Camsa T. CrojaHosuh

bpoj nHaekca B3019/2012

Cryaujcku nporpam _Buonoruja, mogyn: buonoruja henuwja u TkMBa

Hacnoe paga: Mopdonotika 1 MonekynapHa kapakrepuaaLimia XyMmaHor MacHor TK1ea
¥ NUNoOMa pasnUYUTUX aHaTOMCKUX JIOKanusaLmia u UCNUTUBAHE U30TIOBaHMX
meseHxumckux henuia in vitro

MeHTopu:

Op Cteso HajmaH, pegosHu npodecop - MeguupmHckn hakyntet, YHUBED3NUTET vV
Huwwy

Op Anexcanapa Kopah, penosuu npodecop - bruonowky dakynter, YHUBEP3UTET V
beorpany

WUsjaeroyjem ga je wramnaHa Bepsuja Mor JOKTOPCKOr pafia UCTOBETHA eneKTPOHCKOj
Bepavju Kojy cam npenao/na pagu noxpaweHa y [OQurutanHom peno3uTopujymy
YHuBepsuteta y Beorpany.

[losBorbasam Aa ce objaBe MoOju MMYHM NOJAUM Be3aHu 3a fobujare akaaeMcKor
HasvBa AOKTOpa HayKa, Kao LITO CY UMe 1 NpesumMe, roguHa u mecto pofiersa U fatym
onGpade paga.

OBu nuuyHu nogaum mory ce objaBuT Ha MPEXHUM CTpaHuLiaMa AuruTande
onbnnoTexe, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama Yraueepauteta y beorpagy.

MoTnuc ayTopa

Sous /1

Camsa CrojaHoBuh

Y Beorpagy, 3. 05 - 20/ 3.




UsjaBa o kopuuihewy

Oenawhyjem Ynusepsurercky Gubnuoreky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y Jurutandu
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y Beorpagy yHece mojy OOKTOpCKy gvceprauujy nofg
HacnoBOM:

Mopdronouka 1 MonexkynapHa kapakrepusauumja XxymaHor MacHor TKMBa 1
NUMNoma pasnuYMTUX aHaTOMCKUX Nokanusaumja m UCNUTUBaL-E U30NOBaHUX
Mesenxumckux henwuja in vitro

Koja je moje ayTopcko Aerno.

[vcepTauujy ca cBUM NpUosvma npegao/na cam y enekTpoHckom (hopmary norogHom
3a TPajHO apxXuBUpaH:e.

Mojy npoktopcky [pgucepTaumjy noxpawseHy y [urvtanHom  penosvutopujymy
YHusepsuteTta y beorpagy v AOCTYNHY ¥ OTBOPEHOM MPUCTYNY MOry Aia KOpuUcTe CBU
Koju nowumyjy onpenbe canpxaHe y onabpaHoM Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHvue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4yuo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTso — Hekomepumjanto (CC BY-NC)
@yropcmo — HeKoMepuMjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUUMjanHo — aenut nof uctum ycnoeuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 0e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTtopcTBO — pmenutu noa uctum yernoeuma (CC BY-SA)

(Monumo fia 3a0Kpy>UTe caMo jefHy oA LeCT NOHYREeHNX NMALEHLN.
Kpatak onmuc nMueHum je cacTaBHn 4eo OBe usjaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 2‘? 05, Jo{S.

G b

Camsa Crojanosuh



1. AytopcTtRo. [l03BOrba@eaTe yMHOXABame, pUCTpUOYUMy U jaBHO caoniliTaBawme
Oena, v npepafe, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuMH ogpelen op cTpaHe aytopa
unu faBacua nuUeHLe, Yak u y komepuuvjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuia of, cBux
JTIALIEHLN.

2. AytopcTBO — HekomepiuujanHo. [Jo3Borbapare yMHOXABaHw.e, AWCTPpMDYyUMiy u
jaBHO caonwTagawe gena, 1 npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ogpeneH
O[] cTpaHe ayropa unu Aasacua malexte. Osa nuueHUa He J03B0fbaBa KOMepLmjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo — Oe3 npepana. [Jo3BorbaRaTe YMHOXaBaHe,
auctpubyumjy ¥ jaBHo caonwTaBakwe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosakma wunu
ynotpebe aena y CBOM feny, ako ce HaBede vumMe ayTopa Ha HauuH oppefieH op
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuLeHUa He [03BOfbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuleHLe, OBOM MULEHLIOM ce orpaHuvasa
Hajsehn obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEepLUUMjanHo — AenuTH Nog UCTUM ycnoBumMa. [lossorLapare
yMHOXaBate, aucTpubyLuvjy v jaBHO caonwiTasamwe ferna, U npepaje, ako ce Hasefe
nMme ayTopa Ha HaunH ofpef)eH Of cTpaHe aytopa Wnv fasaoua INULIeHUE U aKko ce
npepapga auctpubyrpa nop WCTOM wrm cnudHoOM nuueHuom. OBa nuueHUa He
Ao3BorbaBa komepLijaniy ynorpeby gena v npepaja.

5. AytopcTBo — Ge3 npepapa. [lo3sorbararte yMHOXaBare, AUCTPUOYLK)Y 1 jaBHO
caoniwitaeakwe faena, 6e3 npomena, npeocbnukosatwa unu ynotpebe genay cBom Aeny,
aKo ce Hasefde MMe ayTopa Ha HauuH ogpehieH of cTpaHe ayTopa wunu gasaola
nuueHue. OBa nuUeHLa [403Borbaea KoMepumjanHy ynotpedy gena.

6. AyTOopcTBO — AENUTH NOA MCTUM YycrnoBuma. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBak-e,
AVCTPUOYLIMjY 1 jaBHO caoniTaBawke Aena, 1 npepage, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha
HauuH ogpefleH op CTpaHe ayTepa wnv gasBaola NUUESHLUEe M ako ce npepaga
avctpubynpa noa UCTOM WMnu crnivdHOM nuueHuom. OBa nMUEHUA [03BOMbaRa
komepumjandy yrnotpeby fgena u npepapa. CrivuyHa je codTBepCKuM nuLeHLama,
OAHOCHO NULIEHLIaMa OTBOPEHOr Koaa.



