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ANALIZA PREZIVLJAVANJA AUTOLOGNIH ADIPOCITA U
REKONSTRUKTIVNOJ I PLASTICNOJ HIRURGIJI

Rezime

Uvod. Savremeno doba je obeleZilo razvoj tehnika uzimanja i transplantacije autolognog
masnog tkiva u svrhu rekonstrukcija meko-tkivnih defekata sa jedne strane, a sa druge strane
javila se potreba za istrazivanjem njegovih regenerativnih potencijala. Masno tkivo kao jedan od
najvecih endokrinih organa u ljudskom organizmu, reguliSe brojne metabolicke procese, ne samo
masti ve¢ 1 drugih endokrinih sistema. U njegovim sekretornim aktivnostima ucestvuju, naizgled,
jednostavna masna celija 1 njegov Celijski bogat ekstracelularni matriks. Povecana
zainteresovanost brojnih istrazivaca se pojavila nakon izdvajanja mezenhimnih mati¢nih éelija iz
frakcije vaskularne strome masnog tkiva. Medutim, obezbediti sigurno prezivljavanje autolognog
masnog tkiva je veliki zadatak savremenih istrazivaca. Sam proces prezivljavanja adipocita ili
diferencijacija progenitorskih ¢elija adipocita u druge ¢eliske linije 1 dalje je kontraverzno pitanje.
Prednost koris¢enja masnog tkiva je u njegovoj dostupnosti u ve¢im koli¢inama, potencijalno
lakoj implementaciji u pojedine delove tela, bioloske kompatibilnosti, niskog antigenog
potencijala i minimalnog donorskog morbiditeta.

Ciljevi istrazivanja. Na$ cilj je bio da ispitamo preoperativne i postoperativne
morfoloske i volumetrijske karakteristike transplantiranog masnog tkiva recipijentnog tkiva
potkolenice magnetnom rezonancom. U cilju utvrdivanja morfoloskih i funkcionalnih ¢eliskih
promena radili smo histoloska 1 imunohistohemijaska ispitivanja masnog tkiva subkutano
aspirirane masti iz donorskog i recipijentnog regiona.

Materijal i metod. Studija je obuhvatila 67 ispitanika Zenskog pola starosti izmedu 20 1
58 godina sa hipoplazijom potkolenice Tip III - posteriorna hipoplazija sa slabo razvijenim
m.gastrocnemis-om 1 m. soleus-om. Ispitanike smo, pre operacije 1 jedan, tri i Sest meseci posle
operacije, fotografisali i antropoloski merili: telesnu masu, indeks telesne mase, obime pojedinih
delova potkolenica. Takode, pre operativno i Sest meseci postoperativno smo radili magnetnu
rezonancu potkolenica radi utvrdivanja morfoloske razliitosti u recipijentnom regionu. U toku
operacije uzimali smo uzorke razlicito pripremljenih transplantanata masti iz donorskog regiona,
koji su histoloski i imunohistohemijski ispitivani. Isti postupak uzorkovanja masti iz recipijentnog

regiona radili smo Sest meseci nakon operacije. Poredili smo morfoloske i volumetrijske



karakteristike recipijentnog regiona potkolence cirkumferentnim merenjem pojedinih regiona i
magnetnom rezonancom. Takode, histoloskim analizama donorskog masnog tkiva i uzorka
primljene masti iz recipijentnog regiona, poredili smo promenu ¢eliske morfologije adipocita, a
funkcionalna ispitivanja smo radili imunohistohemijskim bojenjem na faktore rasta: trombocitni
faktor rasta PDGF, vaskulami endotelni faktor rasta VEGF i epidermalni faktor rasta EFG.
Dobijeni rezultati su obradivani deskriptivnim 1 analitickim statistickim metodama, a nivo
znacajnosti od 0,05 uzet je kao grani¢ni za odbacivanje nulte hipoteze.

Rezultati. Poveéenje obima potkolenice nakon Sest meseci pokazuje znacajnu
povezanost za preoperativnim obimima i koli¢inom infiltrirane masti u svim pojedina¢nim
delovima potkolenice. Vizuelno prisustvo prezivelog masnog tkiva u recipijentnoj regiji pratili
smo magnetnom rezonancom, gde se mast prikazuje izmedu i unutar misiénih grupa, kao i
znacajno podebljavanje potkoZznog masnog tkiva potkolenice u odnosu na nalaz pre operacije.
Takode, histoloskim ispitivanjima i histometrijskim merenjima utvrdili smo razlicitost ¢eliskih
karakteristika u zavisnosti od na¢ina pripreme masti 1 masnih ¢elija recipijentnog regiona.
Imunohistohemijskim bojenjima smo pokazali razliCitost ekpresije faktora rasta u odnosu na
nacin obrade masnog tkiva i da sam proces prezivljavanja transplantiranog masnog tkiva menja
intezitet ekspresije svih ispitivanih faktora rasta.

Zakljucak. Obezbedivanje i definisanje odgovarajuce tehnike i nacina transfera masti sa
donorskog na recipijentni region potkolenice je definitivno najmanje invazivan metod
preoblikovanja potkolenica. Kod pacijenata sa neuromiSicnim distrofijama ili traumom
oSte¢enom potkolenicom ova tehnika moZe da bude definitivno jedini dobar izbor sa minimalno
mogucim komplikacijama. Jednostavnost samog postupka omogucéava njenu Siroku primenu u

plasti¢noj hirurgiji.

Kljuéne reci: uvecanje potkolenica, transplantacija masti, magnetna rezonanca, preZivljavanje
masti, resorpcija masti, stromalna vaskularna frakcija, faktori rasta, vaskularno endotelni faktor

rasta, VEGF, epidermalni faktor rasta, EGF, trombocitni faktor rasta, PDGF, mesenhimne éelije
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ANALYSIS OF SURVIVING
AUTOLOGOUS ADIPOCYTES IN RECONSTRUCTIVE AND PLASTIC
SURGERY

Summary

Background. The contemporary era is hallmarked by development of techniques of harvesting
and transplantation of autologous fat tissue aimed at reconstruction of soft tissue defects, but at
the same time this also raised the need of further research of its regenerative potentials. As one of
the biggest endocrine systems in the human body, fat tissue regulates numerous metabolic
processes, not only of fats but also of other endocrine processes. Seemingly simple fat cell and its
rich extracellular matrix participate in a number of secretory activities however there was an
increased interest of many researchers after extraction of mesenchymal stem cells from the
vascular stroma of the fat tissue. But, providing a certain survival of autologous fat tissue
remained a great challenge of a contemporary researcher. The very process of adipocytes survival,
or differentiation of progenitor adipocyte cells into other cell lines is still a controversial issue
nevertheless the advantages of using a fat tissue are numerous because of its accessibility,
potentially easy implementation in various body parts, biological compatibility, low antigen
potential and minimal donor’s morbidity.

Aims. Our goal was to explore preoperative and postoperative morphological and
volumetric characteristics of transplanted fat tissue in recipient region of the lower leg, by MRL
In order to determine morphological and functional cell alterations we used histological and
immunochemical analysis of the subcutaneously aspirated fat tissue from both donor’s and
recipient’s region.

Material and method. The study included 67 subjects, all female with hypoplasia of lower leg
type III — posterior hypoplasia with underdeveloped m.gastrocnemis and m. soleus - aged
between 20 and 58 years. All patients were photographed and anthropologically measured before
the surgery, and one, three and six months after the surgery, namely: body mass, BMI,
circumferences of lower legs in various sections. Also, before the surgery and six months after
the surgery we performed MRI of lower legs in order to determine morphological differences in

the recipient’s region. During surgeries, we did sampling of the variously prepared transplant



tissues from donor’s regions, and performed histological and immunochemical analysis, and
repeated the same analysis on the recipient’s region six months after the surgery. We have
compared the morphological and volumetric characteristics of the recipient’s region of the lower
leg, by circumferential measuring and MRI. Furthermore, by histological analysis of the donor’s
fat tissue and sample of the fat tissue from the recipient’s region, we have compared changes in
the morphology of adipocytes, while functional analysis was performed by immunochemical
staining of growth factors: thrombocytes growth factor PDGF, vascular endothelial growth factor
VEGF and epidermal growth factor EFG. All results have been processed descriptively and by
analytical statistical methods with the p value less 0.05 for rejecting the null hypothesis.

Results. The increase of the lower leg circumference six months after the surgery
evidences the significant connection between preoperative circumference and the quantity of the
infiltrated fat in all particular parts of the lower leg. We followed the visual presence of the
survived fat tissue in recipient region by MRI, showing that the fat was present in between and
within muscle groups, along with significant increase in the quantity of the subcutaneous fat tissue
comparing to results before the surgery. Also, by histological and immunochemical analysis we
confirmed the difference of fat cells characteristics depending on the way of preparing fat and the
fat cells of the recipient’s region. We have presented by immunochemical staining that there is a
difference in growth factor expression depending on the preparation of the fat tissue, and that the
actual process of survival of the fat tissue is changing the intensity of expression of all examined
growth factors.

Conclusion. Providing and defining the appropriate technique and ways of fat transfer
from donor’s to recipient’s region of the lower leg is definitely the least invasive method of lower
leg sculpturing. This technique could be the definite first choice, with minimal potential
complications for patients with neuromuscular dystrophies or those with lower leg’s damaged by

trauma. The simplicity of the procedure opens many avenues for its wide application in plastic
surgery.
Key words: lower leg augmentation, fat transplantation, MRI, fat tissue survival, fat

reabsorption, stromal vascular fraction, growth factors, vascular endothelial growth factor VEGF,
epidermal growth factor EFG, thrombocytes growth factor PDGF, mesenchyme cells, lipo-filling

Scientific field: Medicine
Narrow scientific field: Plastic, reconstructive and aesthetic surgery

UDK number:
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1. UVOD

Defekti koji su nastali u toku embrionalnog razvica ili su zadobijeni traumom
predstavljaju ljudima veliki socijalni problem. Takvi ljudi su manje drustveno prihvacéeni
ili pak nisu osposobljeni za samostalni zivot. Zbog toga poslednja dva veka su obeleZena
brojnim istraziva¢ima koji su usmereni ka pronalazenju i pokretanju ljudskih
rekonstruktivnih i regenerativnih potencijala (Trojahn Kelle 1 sar., 2012). Jedan od
najstarijih autolognih transplantacija u oblasti plasti¢ne i rekonstruktivne hirurgije je
transplantacija masnog tkiva. Ona ima dugu istoriju, nasli su joj svrhu u nadoknadi meko-
tkivnih defekata, nastalih kao urodenih anomalija, posledica traume ili bolesti poput
poliomijelitisa (Mojjallal i sar., 2009). Jedan od prvih istrazivaca, Gustav Neuber (1893),
opisao je korekciju meko-tkivnog defekta na licu, zaostalog od osteomijelitisa,
ekstrakcijom masnog tkiva sa nadlaktice i njegova transplantacija na donju ivicu orbite.
Nakon ovog poduhvata ekploatacija transplantiranog masnog grafta nasla je primenu i u
drugim hirurS§kim granama kao S$to je abdominalna, torakalna hirurgija, neurohirurgija,
ortopedija i hirurgija dojke. Medutim, zbog visoke incidence nekroze masnog grafta,
inflamacije, fibroziranja, formiranja cista i slicnih komplikacija ova tehnika nije bila

Siroko prihvac¢ena (Neuber,1983; Sommer i sar., 2000).

Transplantaciju masti kao injektibilnu proceduru prvi je publikovao Bruning
(1911), koriste¢i injekcione tehnike transplantirao je potkoznu mast, a sve u cilju
rekonstrukcije mekog tkiva na licu. Ubrzo nakon njegovog pionirskog poduhvata Eugene
Hollander je (1912) je na isti nacin pokusSao da resi lipodistrofiju lica autolognim masnim
¢elijama. Kako se ovaka primena masti pokazala korisnom, pokuSano je da se njena
primena prosiri i na druge zahteve u okviru plasti¢ne i rekonstruktivne hirurgije. Carls
Konrad Miler (Charls Conrad Miller) 1926 god. je primenio autolognu mast u reSavanju
post-opekotinskih oziljka na licu i vratu kod 36 pacijenta (Ferraro i sar. 2011; Tabit i sar.,
2012). Medutim, zbog podjedake neuspesnosti kao i kod transplantacije masnog grafta
ove injektibilne tehnike su se pokazale podjednako nedovoljno efikasnim. Sa otkricem
tehnike liposukcije Illouz i Fournier (1980) su ucinili transfer masnog tkiva lakSim i

pouzdanijim. Ovi hirurzi su testirali svoju tehniku na lipodistofi¢nim licima u velikom



broju studija. Ipak, bez obzira na veliki napor i brojna istrazivanja, masno tkivo je i dalje

pokazivalo veliki stepen resorpcije (Sommer i sar., 2000).

Prvi pozitivni rezultati su se pojavili 90-tih godina proslog veka kada je Sydney
Coleman razvio tehniku atraumatskog uzimanja lipoaspirata i sigurne implementacija. U
svojim istrazivanjima je pokazao da njegova tehnika obezbeduje bolji volumen i kvalitet
koze i tkiva (Coleman,1995). Medutim, pitanje dugog prezivljavanja masti i dalje je
ostalo krucijalni problem ne samo estetske hirurgije nego i brojnih rekonstruktivnih
zahvata. Brojni istrazivac¢i nalaze u masnom tkivu veliki rekonstruktivni i regenerativni
potencijal ali je neophodno usavrsiti tehnike koje bi obezbedile manji broj ponovljenih
operativnih zahvata, a u cilju smanjenja ponovne, dodatne traumatizacije tkiva. U
poslednje tri decenije ovaj koncept je zadobio veliku popularnost, pre svega zahvaljujuci
razvoju tehnika liposukcije 1 samim tim lakSem pristupu masnom tkivu (Tabit CJ i sar.,

2012).

Autologno masno tkivo je idealni augmentacioni material za rekonstrukciju lica i
mekih tkiva, zbog svoje lake dostupnosti u ve¢im koli¢inama, bioloSke kompatibilnosti,
niskog antigenskog potencijala, kao i minimalnog donorskog morbiditeta (Coleman SR,
2001). Transplantacija adipocita ne samo da predstavlja prirodnu alternativu
aloplasticnim materijalima, ve¢ je jedinstvena zbog moguénosti transfera malih koli¢ina
masti u lokalizovana podru¢ja deficijencije. Medutim, nepredvidljivost resorpcije
autotransplantiranih adipocita, kao i moguénost fibroziranja transplanta, mogu biti
prepreke za primenu masnog tkiva kao superiornog kozmeti¢kog filera (Coleman, 2008;
Bertossi i sar., 2003). Radi obezbedivanja boljeg prezivljavanja masnih ¢elija naucnici su
u poslednjoj deceniji svoja istrazivanja usmerili ka sekretornim aktivnostima masnog
tkiva 1 ultrastrukturi adipocita. Definisanje i1 izdvajanje mati¢nih ¢elija iz masnog tkiva
MSC (engl. mensehimal stem cells) ili izdvajanje vaskularne strome SVF (engl. stromal
vascular fraction) 1 obogacivanje masnog transplantata sa njom ili pak dodavanje
vaskularnog endotelnog faktora rasta VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) u
masni transplantat, kao i pokretanje mnogo drugih signalnih potencijala adipocita, moglo
bi da obezbedi dugotrajnost preziljavanja transplantiranog tkiva ili pak pokretanje

njegovih regenarativnih potencijala (Zuk i sar., 2001; Cawthorn i sar.,2012).



KoriSenje sopstvenih resursa, odnosno sopstvenog masnog tkiva kao slobodnog
transplantata ¢e uciniti 21. vek posebno znacajnim jer ¢e pokazati kolika je njegova mo¢
u regenerativnoj medicini (Frese i1 sar., 2016). Mnoga pitanja se postavljaju, Sta
obezbeduje prezivljavanje masnog tkiva ili §ta pokrece njegov regenarativni potencijal;
da li je to sama koli¢ina masti, da li je kvalitet donorske ili recepijentne regije, da li je
tajna u ogromnom sekretornom potencijalu adipocita ili su to pak resursi mati¢nih éelija
koje poseduje masno tkivo? Odgovori na ova i jo§ mnoga druga pitanja bi¢e zadatak
sadasnjih i budu¢ih istrazivaca.

Ali bez obzira na velike napore i zadatke i1 dalje ostaje kontraverzno pitanje sam

proces prezivljavanja masnog tkiva.

U okviru ove doktorske teze bice sagledan zna¢aj masnog tkiva za uve¢anje obima
odredenih regija lica i tela, kao i nacin pospeSivanja prezivljavanja ovog tkiva, a u cilju

postizanja $to boljeg funkcionalnog i estetskog efekta.

1.1. Histolo$ka organizacija masnog tkiva

Masno tkivo moZe da se posmatra kao najveci organ u telu Coveka, koje €ini 15—
20% mase muskaraca i 20-25% ukupne mase normalno uhranjenih Zena (Forte i sar.,
2017). Osnovna uloga masnog tkiva je skladiStenje energije u obliku masti-triglicerida
koja je znatno visa nego energija glikogena smestena u misi¢ima i jetri. Njegova potkozna
lokalizacija ucestvuje u oblikovanju tela, ali je isto tako i dobar toplotni izolator. Na
nekim delovima tela koja su izlozena pritisku ima potpornu ulogu kao §to su dlanovi i
tabani ili mehanicki zastitnu ulogu kao $to je u orbiti. U procesu gladovanja na ovim
mestima mast se zadrzava, dok se na drugim mestima mnogostruko smanjuje
(Kolaparthy i sar., 2015; Ersoy i sar., 2010).

Postoje dva tipa masnog tkiva: belo WAT (engl. white adipose tissue) ili
unilokularnoi mrke BAT (engl. brown adipose tissue) ili multilokularno. Belo masno
tkivo ili unilokularno je osnovno tkivo odraslih osoba, dok je mrko masno tkivo-
multilokularno i zastupljeno je u fetalnom razvoju i odrzava se tokom prve godine Zivota
novorodenceta (Chechi i sar.,1985).

Unilokularno (belo ili Zuto) masno tkivo (engl. white adipose tissue) WAT se

prema lokalizaciji deli na potkoznu ili subkutanu mast (engl. subcutaneous adipose
3



tissue) SAT 1 visceralnu mast (engl. visceral adipose tissue) VAT rasporedenu oko
visceralnih organa. Subkutano masno tkivo rasporedeno je u hipodermisu i kao njegova
najveca lokalizacija formira “panniculus adiposus”. Boja masnog tkiva se moze kretati
od bele do zute u zavisnosti od tipa ishrane. Subkutana mast je razli¢ite debljine zavisno
od lokalizacije i od pola. Znatno je deblje u predelu koze trbuha, glutealnoj regiji,
bedrima, aksilama, a kod Zena jo$§ viSe prisutno u predelu butina i dojki nego kod

muskaraca.

Poslednje tri decenije masno tkivo je doslo u fokus raznih istrazivaca i dozivljava
svoju renesansu u polju naucnih istrazivanja njegovih strukturalnih, sekretornog i
regenarativnog potencijala. U odnosu na svoje strukturalne specifi¢nosti i ucestvovanja u
raznim funkcijama pa moze se podeliti na masno tkivo koStane srzi, mrko masno tkivo,
masno tkivo mlecne zlezde, mehanicko-potporno masno tkivo i belo masno tkivo

(Kolaparthyi sar., 2015).

Masno tkivo kostane srzi u kojoj se odvija hematopoeza predstavlja izvor energije
1 brojnih citokina koji su ukjuceni u procese osteogeneze i hematopoeze (Zhou i sar.,

2015).

Mrko masno tkivo obavlja termogenezu, odnosno zaduzeno je produkciju toplote.
U ljudskom razvoju zastupljeno je kod novorodencadi, locirano je oko nekih glavnih
organa kao §to je srce, gonade, bubrezi, aorta, a u toku odrastanja jedinke ono postepeno

nestaje iz organizma (Giralt i sar., 2013).

Masno tkivo dojke vazno je za period laktacije u kome obezbeduje hranjive
materije i energiju. Shodno tome u metabolizam masnog tkiva dojke ukljuceni su i zenski

polni hormoni (Zepf'i sar., 2016; Chong i sar., 2011).

Mehani¢ko masno tkivo rasporedeno je retrorbitalno, a nalazi se na tabanima i
dlanovima. Njegova uloga je da $titi od mehanic¢kih povreda i da pruzi strukturalnu

potporu ovim regionima glave i tela (Kolaparthy i sar., 2015).

Belo masno tkivo reguliSe ¢uvanje i oslobadanje energije organizma, sekretuje
brojne hormone, adipokine, masne kiseline, steroidne hormone, prostaglandine,

interleukine i brojne druge faktore, putem kojih ispoljava sistemske efekte u orgranizmu
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(Hass 1 sar., 2011; Kershaw i sar., 2004; Kolaparthy i sar., 2015). Rasprostranjeno je u
celom telu, a najve¢i intra-abdominalni depoi se nalaze oko omentuma (sloj
peritoneuma), intestinuma i perirenalnog prostora, kao i u potkoznim depoima
ekstremiteta i abdomena. Zbog toga, ovo masno tkivo poseduje visoku plasti¢nost koja
se ogleda kako u hipertrofiji zrelih adipocita, tako i u diferencijaciji prekursorskih ¢elija

prisutnih u stromi.

Na osnovu strukturnih i ultrastrukturnih osobina belo masno tkivo se deli na
depozitno, strukturno i fibrozno. Depozitno belo masno tkivo se uglavnom nalazi u
abdominalnom regionu (periumbilikalno), a ¢elije unutar ovog tkiva su krupne, gusto
pakovane, povezane finim kolagenim vlaknima i1 okruZene brojnim kapilarima.
Strukturno belo masno tkivo se nalazi u stromalnom delu ekstremiteta i kukova. Ovo
tkivo ima razvijenu vaskularizaciju 1 moZe se smatrati pogodnim za regenerativne
procedure zasnovane na prenosu autolognog tkiva iz donorskog u recipijentni region.
Fibrozno masno tkivo ima vrlo razvijenu kolagenu, fibroznu stromu i nalazi u delovima
tela koji su izlozeni nekom mehanic¢kom stresu (Sbarbati i sar., 2010; Gémez-Hernandez

isar., 2016).

Osnovna jedinica grade masnog tkiva je adipocit, ¢iju zapreminu najvise zauzima
lipidna kap 1 daje joj unilokularni izgled. Izmedu ¢elija adipocita nalazi se fina mreza
retikularnih vlakana (kolagen tipa III), koja povezuje pojedinacne adipocite. Oko ¢elija
se takode nalazi i1 razvijena mreza nemijalinizovanih nervnih vlakana (Britton 1 sar.,
2011). Masno tkivo je bogato vaskularnim elementima sa dobro razvijenom mrezom
kapilara izmedu ¢elija koja je predstavljena kao vaskularna stroma. Masne kiseline u
obliku lipoproteina se do adipocita transportuju kapilarima, iz kojih enzim endotelnih
¢elija (lipoprotein lipaza) oslobada masne kiseline. Osobodene masne kiseline difunduju
kroz zid kapilara i dospevaju u adipocit, gde se povezuju sa glicerolom i deponuju u
lipidnu kap. U lipidnim kapima najve¢im delom se skladisti energija u obliku triglicerida
(estri glicerola i masnih kiselina). Hormonski i1 nervni signali u¢estvuju na oslobadanje
masnih kiselina iz lipidne kapi, oni dovode do aktivacije adipocitne lipaze (hormon-
senzitivna lipaza), koja razgraduje trigliceride. Oslobodene masne kiseline difunduju u
kapilare gde se vezuju za albumin i transporutuju putem plazme do mesta gde ¢e se

upotrebiti (Goémez-Hernandez i sar., 2016). Brojni hormoni uti€¢u na deponovanje i
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oslobadanje masnih kiselina iz adipocita, kao $to su insulin, hormon rasta, prolaktin,
glukokortikoidi, tiroidni hormon i dr. Funkcija masnog tkiva zavisi od vrste adipocita,
njihove mikro-okoline, distribucije masnog tkiva u organizmu, uticaja centralnog
nervnog sistema CNS, metabolickih potreba i drugih sistemskih ¢inilaca. Masno tkivo je
regulator energetskog metabolizma, inflamacije, imunoloSkog odgovora, hematopoeze i
osteogeneze, a znaCajan je i kao endokrini organ koji sintetiSe adipokine, lipokine,

inflamatorne i druge citokine (Gémez-Hernandez i sar., 2016; Ross i sar., 2016).

Mrko ili multilokularno masno tkive postoji u fetalnom stadijumu i sa¢injava
5% ukupne telesne mase novorodenceta, ono se polako gubi u prvoj dekadi njegovog
zivota. Smatra se da je uloga mrkog masnog tkiva u stvaranju toplote tela i da je naces¢i
uzro¢nih hipertermije novorodenceta. U kasnijem Zzivotnoj dobi ostaje u malim
koli¢inama oko unutrasnjih organa u sredogrudu, ispod klju¢nih kostiju i oko lopatica

(Chechi i sar., 1985).

Adipocit mrkog masnog tkiva je malih dimenzija sa centralno postavljenim
okruglim jedrom. Citoplazma je znacajnije zastupljena nago kod belog masnog tkiva i
ispunjena je pojedina¢nim masnim kapljicama zbog ¢ega je i dobila naziv multilokularno
masno tkivo. Unutar citoplazme je mali Goldzi aparat dok su mitohondrije velike,
okrugle, sadrze veliku koli¢inu citohromoksidaze koja mu i1 daje mrku boju. Mrki
adipociti se razlikuju od belih ne samo po gradi ¢elije ve¢ i po specificnom proteinu koji
skretuje pod ekspresijom iRNK i naziva se specificni razdvajajuéi protein 1 (engl.
uncoupling protein-UCP-1) ili termogenin. Termogenin je esencijalni protein za
metabolizam ¢elije, glavni je regulator funkcije mitohondrija, potro$nje energije i
termogeneze (Gesta i sar.,2007; Gomez-Hernandez i sar.,2016). UCP-1 omogucava da
energija koja se stvara oksigenacijom masnih kiselina, prevashodno se pretvara u toplotnu
energiju, a ne u adenozin trifosfat ATP (engl. adenosine triphosphate) koji je inace

zaduzen da uskladisti i transportuje energiju unutar ¢elije (Bertholet i sar.,2017).

Beli i mrki adipociti nastaju iz zajednicke mezenhimne celije procesom
diferencijacije pod dejstvom razliCitih prekursora. Medutim, sa druge strane, brojni
radovi govore i o zajedniCkom mezenhimnom poreklu skeletne muskulature i mrkih
adipocita jer u njihovoj diferencijaciji uestvuje Myf5+ kao zajednicki prekursor (Chechi

i sar., 2017; Giralt i sar.,2013). Zbog toga je njihova mo¢ velika u stvaranju toplote, a
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njihova metabolicka aktivnost je regulisana od strane simpatickog nervnog sistema.
Moguénost konverzije odnosno transdiferencijacije bele masne ¢elije u mrku vezana je
za fizicku aktivnost i dugotrajno izlaganje niskim temperaturama (engl. browning pocess)
(Lee i sar., 2014; Bertholet i sar., 2017). Pod dejstvom niskih temperatura CNS povecava
stimulaciju noradrenergickih receptora i preko simpati¢kog nervnog sistema uti¢e na
konverziju bele masti u mrku. Isto tako pri vre¢em fiziCkom naporu povecava se sekrecija
predkomorskih i komorskih natriuretskih peptida srca (cNPs) koji kao jedan od faktora
ucestvuju u transformaciji belih u mrke adipocita (Giralt 1 sar., 2013; Cedikova i sar.,
2016) ( Slika 1).

Mezenhimalna ¢elija

P

Myf5+ Prekursorska éelija Myf5+ Prekursorska ¢elija

BMP7
PRDM16
PGC1la
C/EBPB

Norepinefrin

BMP2
BMP4

Programirano Indukovani (bez) Beli adipocit
razvijeni mrki mrki adipocit
adipocit

Paucilokularni
adipocit

Slika 1. Giralt i sar., 2013



1.1.1. Ultrastruktura adipocita belog masnog tkiva

Adipociti belog masnog tkiva su krupne ¢elije loptastog oblika dijametra od 50—
150 pm. Gusto su rasporedeni u lobulusima masnog tkiva zbog ¢ega imaju najéesce
poligonalan oblik. Najve¢i, centralni deo adipocita zauzima masna kap, dok se na
periferiji ¢elije nalazi tanak sloj citoplazme sa jedrom 1 organelama. Citoplazma adipocita
je oskudna i periferno postavljena sa manje izraZzenim endoplazmatiskim retinakulumom
i nukleusom lociranim uz plazma membranu ¢elije. Na histoloskim preparatima obojenim
hematoksilin—eozin tehnikom, adipociti se uocavaju se kao svetle ¢elije. Razlog tome je
Sto su se prilikom tretmana tkiva za fiksaciju i bojenje lipidne kapi rastvorile i iz€ezle, a
na njihovim mestima je ostala Supljina okruZena plazmalemom (Bancroft i sar., 2013).
Jedro je najve¢im delom euhromatskog tipa, dok se heterohromatin nalazi uz nukleolemu
(Mirancea i Mirancea, 2011). Masna kap nije ograni¢ena membranom, a od ostatka
citoplazme odvajaju je grupisani intermedijerni (vimentinski) filamenti. U oskudnoj
citoplazmi se nalaze brojne cisterne glatkog, agranuliranog endoplazmatskog
retinakuluma 1 veliki broj mitohondrija. Takode, zapazaju se klatrinske vezikule Sto
ukazuje na znacajnu endocitoznu i transcitoznu aktivnost adipicita. Svaki adipocit je
okruzen bazalnom laminom, koja se u ovom slu€aju naziva eksterna lamina (Gartner 1
Hiatt, 2014; Mariman i Wang, 2010). Bazalna (eksterna) lamina moze se selektivno
obojiti PAS (engl. periodic acid Schiff) tehnikom, retikulin bojenjem i tehnikama
impregnacije srebrom (Lackovi¢ i sar., 1984; Japundzi¢ i sar, 1985; Lackovi¢ i sar., 1990),

kao i drugim histohemijskim i imunohistohemijskm metodama.



Slika 2. Struktura adipocita belog masnog tkiva sa vakuolizacijom citoplazme

1.1.2. Metabolizam adipocita

Adipociti imaju brojne vazne uloge, osnovna je odrzavanje ravnoteZe u metabolizmu
masti, zatim u homeostazi i neuroendokrinoj regulaciji organizma, zatim predstavlja
rezervnu energiju za rad samog organizma (Lewandowska i Zielinski, 2016). Njena
histoloska grada je relativno jednostavna, ali je funkcija masne ¢elije kompleksna i Siroka.
Savremena medicina se bavi visokom znacajno$¢u masne Celije u vecini metabolic¢kih
aktivnosti kroz neuroendokrini potencijal (Bjerbaek i Kahn, 2004; Lord, 2006; Harris i
sar., 2014). Shodno tome, adipociti sintetiSu hormone i citokine koji sistemskim,
parakrinim i autokrinim delovanjem uti¢u na metabolizam vitamna, glukokortikoida, na
termogenezu, imunoloski sistem, inflamaciju, reproduktivhu sposobnost, renin-
angiotenzin-aldosteron sistem RAAS (engl. renin-angiotensin-aldosterone system),
zatim na adipogenezu, osteogenezu i hematopoezu, kao i na metabolizam i deponovanje
polnih hormona (Chong i sar., 2011; Zhou i sar., 2015; Zepf i sar., 2016; Ross 1 sar.,

2016). Uvecanje samih celija u procesu gojaznosti dovodi do njihove disfunkcije i
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poremecaja u metabolizmu $to prouzrokuje niz fukcionalnih, endokrinih, metabolickih i

kardiovaskularnih poremec¢aja (Momiyama i sar., 2011; Cao, 2014).

1.1.3. Sekretorna aktivnost adipocita

Masno tkivo je aktivan sekretorni organ, u kome se sintetisu i koji lu¢i veliki broj
proteinskih faktora i signalnih molekula. Oni svoja dejstva ispoljavaju u razli¢itim
tkivima u organizmu i nazivaju se adipokini (Mariman i sar., 2010). Adipokini imaju
veoma vaznu ulogu u procesima regulacije metabolizma glukoze, krvnog pritiska,
metabolizma lipida i lipoproteina, hemostaze i angiogeneze (Fukuhara i sar., 2005; Chang
i sar., 2010; Korah i sar., 2011). Cesto se za ove molekule koristi zajednicki naziv
“adipocitokini” iako bi bilo pravilnije da se ovim imenom oznacavaju samo inflamatorni
citokini koje lu¢i masno tkivo. Adipocitokini u¢estvuju u mnogim fizioloskim procesima
1 uticu na reproduktivne organe, kosti, mozak, jetru, skeletne misice, na krvne sudove i
imunoloski sistem. Na nastanak gojaznosti, raznih metaboli¢kih poremecaja-sindroma i
razvoj dijabetesa uticu sekretorni produkti kao $to su leptin i adiponektin, jer oni izmedu
ostalog reguliSu unos hrane i ukupnu masu masnog tkiva u organizmu (Chang i sar., 2010;

Cao, 2014; Majewska i sar., 2014;)

Sve materije koje sekretuju adipiciti belog masnog tkiva mogu se podeliti u sledece grupe:
faktori rasta i angiogeneze, citokini, adhezioni proteini i proteini ekstracelularnog
matriksa, hemokini, faktori koji ucestvuju u metabolickim procesima i faktori koji

ucestvuju u ostalim procesima (Gémez-Hernandez i sar., 2016).

Leptin je hormon koji lu¢e adipociti i u direktnom je odnosu sa koli¢inom prisutne
masti u organizmu. Deluje na centralni nervni sistem (CNS) i informiSe ga o raspoloZivim
energetskim rezervarama organizma (Bjerbaek i Kahn, 2004). Insulin, glukokortikoidi,
estrogeni, faktor tumorske nekroze alfa TNF-a (engl. tumor necrosis factor o)) podsticu
lu€enje leptina, a suprimiraju ga hormon rasta, slobodne masne kiseline FFA (engl. free
fatty acid), B}adrenergiéka aktivacija 1 androgeni (Harris i sar., 2014). Receptori za leptin
se nalaze i u perifernim tkivima (B-¢elije pankreasa, miSi¢i) i u mozgu (hipotalamus i
rombencefalon) (Cohen i sar., 2002; Scott i sar., 2011). U procesu mrSavljenja odnosno
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gladovanja nivo leptina opada, tada raste apetit i smanjuje se energetska potroSnja. Pored
toga Sto reguliSe apetit i energetsku potroS$nju, ucestvuje i u neoangiogenezi, kontrolise
vaskularni tonus, uti¢e na krvni pritisak i mo¢ni je inhibitor osteosinteze. Ucestvuje u
regulaciji lipogeneze i stimulaciji oksidacije FFA u skeletnim miSi¢ima (Minokoshi i sar.,
2002), po strukturi je sli¢an inflamatornim citokinima i deluje proinflamatorno (Lord,
2006).

Visfatin je adipokin koga produkuje visceralno masno tkivo VAT i direktno deluje
na insulinske receptore imitirajuéi efekte insulina, ucestvuje u regulaciji BMI (engl. Body
Mass Index) i smanjuje nivo Secera u krvi (Fukuhara i sar., 2005). Ukupni serumski
holesterol i stepen insulinske rezistencije (IR) direktno koreliraju sa nivoom visfatina.
Visfatin koji se produkuje iz perivaskularnog masnog tkiva utiCe na sam proces

arteroskleroze (Wang i sar., 2009; Chang i sar., 2010).

Retinolvezujuéi protein-4 (engl. Retinol binding protein-4) je adipokin koji vrsi
transport vitamina A u cirkulaciji. ZaduZen je takode za inhibiciju preuzimanje glukoze
od strane miSi¢nih ¢elija i povecava glikoneogenezu u jetri (Graham TE i sar., 2006).

Faktor tumorske nekroze a TNF-a (engl. tumor necrosis factor) je proinflamatorni
citokin koga stvaraju aktivisani makrofagi i adipociti. Slobodne masne kiseline stimulisu
proizvodnju TNF-o u makrofagima, a on stimuliSe lipolizu u adipocitima i lipogenezu u
jetri (Hotamisligil i sar.,1994). Postoje dokazi koji govore o povezanosti nivoa TNF-a sa
IR i drugim metabolickim poremecajima u gojaznosti (Berg i Scherer ,2005; Hivert i sar.,
2008).

Interleukin-6 (IL6) proizvode T limfociti i makrofagi, adipociti, osteoblasti i
druge celije. IL6 u toku miSiéne kontrakcije podstice preuzimanje glukoze, deluje
antiinflamatorno i podsti¢e oksidaciju slobodnih masnih kiselina. Takode, on je u
direktnoj sprezi sa gojaznoS¢u i sa insulinskom rezistencijom (Bastard i sar., 2002;
Febbraio i sar.,2002).

Interleukin-10 (IL10) je citokin koji se proizvodi u monocitima i M2 makrofagima.
Njegova uloga je u obnavljanju tkiva oSteenog inflamacijom jer on deluje
antiinflamatorno. Takode, on ucestvuje u obnovi insulinskih signala narusenih delovanjem
TNFa i IL-6 (Acharya i sar., 2015). Direktno uti¢e na nivo triglicerida, a obrnuto na nivo
lipoproteina visoke gustine HDL-holesterola (engl. high density lipoproteins) i lipoproteina

niske gustine LDL-holesterola (engl. low density lipoproteins) (Rosen i Spiegelman, 2014).
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Adiponektin je adipokin koga sintetiSu adipociti. Njegovim dejstvom na endotel
krvnih sudova prevenira se arteroskleroza. Smanjenje njegovog nivoa dovodi do

povecanja rizika od infarkta (Ebrahimi-Mamaeghani i sar., 2015).

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 PAI1 (engl. plasminogen activator inhibitor 1)
stvara se u viscelarnom masnom tkivu (VAT), u hepatocitima, trombocitima, endotelnim i
miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova, inhibise fibrinolizu, ali ima bitnu ulogu i u aterogenezi,
angiogenezi i remodeliranju matriksa masnog tkiva. (Ploplis, 2011; Goémez-Hernandez i

sar., 2016)

Adipsin je adipokin koji ubrzava resorpciju masnih kiselina, povecava sintezu
triglicerida, inhibiSe lipolizu iz adipocita, ubrzava transport glukoze u adipocite
povecavanjem broja transportnih molekula i1 stimulacijom sekrecije insulina (Rosen i

Spiegelman, 2014; Cao, 2014).

Protein koji stimuliSe acilaciju ASP (engl. acylation-stimulating protein) je enzim
koji pomaze vezivanje estra glicerola sa tri-masnim kiselinama uz pomoc¢ acetil koenzima

A u adipocitima odnosno uti¢e na sintezu triglicerida (Murray I i sar., 1999).

Adipofilin (engl. adipophilin) je lipoprotein koji ucestvuje u stimulaciji i

produkciji lipida u majc¢inom mleku (Chong i sar., 2011).

Angiotenzinogen i Angiotenzin II hormoni koje sekretuje masna celija, a
ucestvuju u regulaciji krvnog pristiska i u metabolizmu i diferencijaciji masnog tkiva iz

lipoblasta u zrele adipocite (Tchkonia i sar., 2010; Gomez-Hernandez i sar., 2016).

Apelin je protein koji luce adipociti i deluje na smanjenje krvnog pritisaka i

ubrzava sréanu pokretljivost (Ross i Pawlina, 2016).

Insulinu sli¢an faktor rasta 1 IGF-1 (engl. insulin-like grow factor 1) je jedan od
faktora koji su stimulatori diferencijacije preadipocita u adipocit, stimuliSe proliferaciju
raznih ¢elija 1 poseduje karakteristike hormona rasta. (Tchkonia i sar., 2010; Cao, 2014;

Rosen i Spiegelman, 2014).
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Prostaglandini 12 i F2a (PGI2, PGF2a) ucestvuju u regulaciji zapaljinskog
procesa, zgrusavanja krvi, ovulaciji, menstruaciji i sekreciji zeluda¢ne kiseline (Mariman

1 Wang, 2010; Ross i Pawlina, 2016).

TransformiSuéi faktor rasta B, TGF-f (engl. tranforming growth factor f) u€estvuje
u regulaciji bioloskog celiskog odgovora kao Sto je diferencijacija, apoptosa ili ¢eliski

razvoj (Rosen i Spiegelman, 2014; Ross i Pawlina, 2016).

Adipociti belog masnog tkiva sekretuju i komponente ekstracelularnog matriksa
(ECM), brojne proteine i enzime kao $to su kolagen, fibronektin sa jedne strane i sa druge
strane 20 razli¢itth enzima matriksa metaloproteinaze MPPs (engl. matrix
metalloproteinase), koji uCestvuju u degradaciji ECM proteina (Nakajima i sar., 1998;

Mariman i sar., 2010).

1.1.4. Stroma masnog tkiva

Masno tkivo nije obicna i jednostavna tkivna struktura nju grade adipociti i vrlo
dinami¢na stroma (Rodbell, 1966; Rodbell i Jones, 1966). Adipociti sa jedne strane
zauzimaju 90% zapremine, a sa druge strane ¢ine samo tre¢inu Celijskog sastava masnog
tkiva. Masno tkivo sem zrelih adipocita ispunjenih lipidima sadrzi i druge neadipocitne
¢elije unutar ECM (Mariman i sar., 2010) koje se nazivaju zajedni¢kim imenom stroma ili
stromalna vaskularna frakcija SVF (engl. stromal vascular fraction). SVF sadinjavaju
heterogene grupe ¢elija kao Sto su endotelne celije krvnih sudova, endotelni prekursori,
glatko-miSi¢ne celije, periciti, ¢elije imuno-hematopoeznog porekla - eozinofilni i
neutrofilni granulociti, limfociti, monociti, mastociti, B 1 T limfociti, makrofagi i
progenitorske celije adipocita ASCs (engl. adipose tissue-derived stromal cells) koje
pripadaju grupi mezenhimalnih stem celija MSC (engl. mesenchymal stem cells) (Han i
sar., 2010; Trojahn Kelle 1 sar. 2012; Bourini sar., 2013). Unutar ECM nalaze se i
parasimpaticka i simpati¢ka nervna vlakna. Simpati¢ka nervna vlakna stimuli$u lipolizu

preko 0, -receptora 1 termogenezu preko B3-receptora, a parasimpaticka uti¢u na smanjenje

lipolize i poboljSavanje insulinske zavisnosti (Saverio, 2009; Chang i sar., 2010; Rosen i

Spiegelman, 2014).
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Adipociti 1 stroma imaju stalan i dinamican uticaj koji je strogo kontrolisan.
Interesantno je da postoji fizicka granica za rast adipocita i da tu granicu obezbeduje
sposobnost ¢elije da zadrzi ECM 1 spreci njeno pucanje. Tako, na primer, kod gojaznosti
dolazi do hipoksije koja vodi ka nestabilnosti ECM koja zatim uvodi ¢eliju u apoptozu,
povecava se broj makrofaga i samim tim dolazi do inflamatorne reakcije, koja moze da
bude jedan od puteva nastanka dijabetesa tipa II (Mariman i Wang, 2010; Rosen i
Spiegelman, 2014). Zreli adipocit potroSi dosta energije na odrzavanje energetskog
balansa ECM u kome ucestvuje i insulin. Takode, smatra se da ECM ima znacajnu ulogu
u pretvaranju preadipocita u zreli adipocit. Specifiéni proteini ECM kao §to su
proteoglikani, fibrozni proteini, kolagen tip I-VI, laminin i fibronektin u¢estvuju kako u
stvaranju i odrzavanju basalne lamine tako i u mnogim metaboli¢kim i gradivnim

procesima same ¢elije (Nakajima i sar., 1998).

1.1.5. Embriolonalni razvej masnog tkiva

U trecoj gestacionoj nedelji se formira trilaminarni embrion koji sadrzi tri
germinativna sloja: ektoderm, mezoderm i endoderm. Od njih dalje se razvijaju sva tkiva
1 organi. Sredi$nji germinativni sloj se naziva mezoderm iz njega se diferenciraju delovi
mezoderma-somiti: kranijalni, paraksijalni, intramedijalni i lateralni. Masno tkivo se prvi
put formira u drugom mesecu embrionalnog razvoja od paraksijalnog mezoderma.
Takode, od njega nastaju i misici glave, popre¢no-prugasti misici trupa i udova, dermis

koze, vezivno tkivo i hrskavice (Saga i Takeda, 2001).

Nedovoljno je poznat sam proces diferencijacije masnog tkiva iz embrionalnih
stem Celija. lako se ne zna taCan put diferencijacije izmedu embrionalnih,
menzenhimalnih mati¢nih ¢elija i zrelih adipocita, detektovano je dosta faktora u samom
lancu diferencijacije. Brojna istrazivanja govore da po dejstvom fibroblastnog faktora
rasta FGF (engl. fibroblast grow factors), kostanog morfogeni¢nog proteina BMP (engl.
bone morphogenic proteins) i porodice beskrilnog proteina Wnt (engl. wingless protein)
embrionalne mati¢ne Celije se diferenciraju u mezenhimne mati¢ne celiju. Dalja
diferencijacija ide u pravcu razvoja osteoblasta, lipopoblasta i mioblasta, odredena je
kaskadnim prenosom signala, genskom aktivacijom i sekrecijom proteina koji ucestvuju

u samom sazrevanju Celije. (Gesta i sar., 2007; Cawthorn 1 sar., 2012). Diferencijacija
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preadipocita u adipocit je pra¢ena signalnim putevima aktivacije masnih kiselina, IGF-1,
glikokortikoidima i drugim kaskadnim stimulatorima, faktorima koji su duzni da
obezbede nastanak i sazrevanje adipocita. Dva najznacajnija transkriptaciona faktora cije
uzajamno dejstvo ima klju¢nu ulogu u procesu diferencijacije su jedarni receptor PPARY
(engl. peroxisome proliferator-activated recepror gamma) 1 ¢lanovi porodice proteina
koji poboljsavaju vezivanja C/EBP (engl. enhancer-binding protein) kao $to su (C/EBPa
C/EBPP C/EBPS C/EBPy i CHOP) (El Jack i sar., 1999; Farmer, 2006).

PPARYy pod dejstvom gena Pparg generiSe se u PPARyl i PPARY2, od kojih
PPARY2 ima funkciju u zavr$noj fazi pretvaranja preadipocita u zreli adipocit. C/EBP
proteini takode se kaskadno ukljucuju u samu diferencijaciju mezenhimalne ¢elije u
adipocit prevashodnim ukljuc¢ivanjem C/EBPf i C/EBP9 koji deluju na ekspresiju gena
za C/EBPa i koji sa PPARY2 zajedno uvode preadipocit u zavr$nu diferencijacije. (Gesta
isar.,2007; Giralt i sar., 2013). PPARY je najspecifi¢niji u masnom tkivu, tako da ukoliko
bi doslo do ektopicne ekspresije PPARYy u procesu diferencijacije fibroblasta, on bi usao
u proces adipogeneze. Aktivatori PPARY mogu indukovati adipocitnu diferencijaciju iz
preadipocita, mioblasta i multipotentnih mati¢nih ¢elija (Teboul i sar., 1995; Tong i sar.,
2005). Takode, smatra se da je C/EBPa u najvecoj meri zastupljen u masnom tkivu i da

je on jedan od odlucujucih faktora zavr§noj fenotipskoj diferencijaciji adipocita. (Tontonz

i sar, 1995).
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Slika 3. Regulacija diferencijacije mezenhimalne mati¢ne Celije

(adaptirano iz: Cawthorn WP i sar., 2012)
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1.1.5.1. Mati¢ne Celije masnog tkiva

Najintezivnija istrazivanja u polju regenerativne medicine idu u smeru
diferenciranja i nastanka pojedinih ¢elija koje imaju sposobnost regeneracije (Mazzola i
sar., 2011). Poznato je da postoje totipotentne celije, pluripotentne i multipotentne
maticne Celije. Totipotentne maticne Celije koje je se stvaraju jos u doba blastociste imaju
potencijal diferencijacije u veéinu ljudskih ¢elija, ukljucujuéi i embrionalne mati¢ne
¢elije hESC (engl. human embryonic stem cells) (Kang i sar., 2010). Pluripotentne celije
mogu se diferentovati u sve Celiske linije ektoderma, mezoderma i endoderma.
Multipotentne ¢elije se mogu diferentovati samo u odredene ¢eliske linije koje iz istog
germinativnog sloja. Zbog svojih sposobnosti nazvane su menzehimalne maticne celije
MSC (engl. mesenchymal stem cells) (Zuk 1 sar., 2001; Mazzola i sar., 2011). One su
prisutne kod odraslog ¢oveka i pomazu u reparaciji i samo-regenaraciji tkiva. Otkrivene
su 1960 godine u kostanoj srzi, a nakon toga su pronadena u mnogim drugim tkivima,
kao $to je dentalna pulpa, amnionska te¢nost, placenta, pupcanik, u perifernoj krvi ili
masnom tkivu (Friedenstein i sar., 1968; Tsuji i sar., 2014).
Izdvajanje menzehimalnih mati¢nih ¢elija iz masnog tkiva (Coleman, 2001) otvorilo je
novo poglavlje u regenerativnoj medicini, zbog svoje lake dostupnosti i minimalnog
morbiditeta. Shodno tome istrazivanja su mnogostruko rasla i te ¢elije su nazivane
razli€itim imenima adipose derived stem/stromal cells (ASCs), adipose-derived adult
stem (ADAS) cells, adipose-derived stromal cells (ADSCs), adipose stromal cells (ASCs),
adipose mesenchymal stem cells (AdMSCs), fibroblast-like cells, lipoblast, pericyte,
preadipocyte, and processed lipoaspirate (PLA) cells. (Gimble 1 sar., 2007; Tsuji i sar.,
2014). Medunarodno udruzenje za tehologiju primenjivanja masti je 2004 god. donelo
koncenzus o usvajanju jedinstvene skracenice za mati¢ne ¢elije izolovane iz masnog tkiva
ASCs (Zuk i sar., 2001; Gimble i sar., 2007; Tsuji i sar., 2014). Mati¢ne ¢elije izolovane
iz masnog tkiva —ASCs imaju ogroman reparatorni potencijal, ne samo u okviru masnog
tkiva nego 1 u okviru svih ¢eliskih linija mezodermalnog porekla (Cawthorn i sar., 2012).
One se nalaze u SVF zajedno sa endotelnim c¢elijama, endotelnim progenitorskim
¢elijama, pericitima, glatkim-mi$iénim ¢elijama, eritrocitima, monocitima, makrofazima,

leukocitima, limfocitima (Han i sar., 2010;Tsuji i sar., 2014).
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Postupak izdvajanje SVF iz masnog tkiva se obavlja mu¢kanjem na 37 stepeni uz pomo¢
enzimske digestije sa 0,1% kolagenazom u fosfatnom buferu (PBS). Da bi se
neutralizovala kolagenaza koristi se DMEM (enlg. Dulbecco’s modified Eagle medium)
sa 10% fetalnim govedim serumom. Neophodno je izdvojiti zrele adipocite od vezivnog
tkiva, tako da se izdvojeni pelat centrifugira i filtrira, a nakon toga se ponovo
resuspenduje buferom koji lizira eritrocite i inkubira se na sobnoj temperaturi. Za
izdvajanja SVF pelat se ponovo centrifugira i resuspeduje sa PBS. Celiski pelat koji je
ostao na dnu je SVF, koja sadrzi heterogene ¢elije ukljucujuéi i menzehimalne matic¢ne
¢elije (Li1 sar., 2013).

Mezenhimne mati¢ne celije su prisutne u svim tkivima, one imaju trofic¢an,
antiinflamatorni i imunosupresorni efekat na oStec¢eno tkivo. One oslobadaju medijatore
koji deluju parakrino na okolno tkivo i stimuliSu regeneraciju i reparaciju tkiva. (Prockop
i sar., 2010). Njihova sposobnost multipotentosti i diferencijacije se moze koristiti u
tarapeutske svrhe sa jedne strane, a sa druge strane mogu da dovedu i do nepravilne
diferencijacije, kalcifikacije 1 razvitka abnormalnog tumorskog tkiva. Samim tim, Sto
imaju sposobnost imunosupresije i tumorogeneze podrzane prisustvom sekretornih
faktora adipocita kao §to su TNF-0, TGF-f kao i stumulacija neoangiogeneze sekrecijom
vaskularno endotelnog faktora rasta VEGF (engl. vascular endothelial growth factor),
daje dovoljno moguénosti da se stavovi ne usaglasavaju i joS uvek nisu dovoljno
konzistentni o mogu¢im beneficijama mati¢nih ¢elija ili pak njihovoj potencijalnoj
opasnosti (Cawthorn i sar., 2012; Zuk i sar., 2013). Pojedini istrazivaci i studije govore o
transdiferencijaciji zrelih adipocita u druge ¢eliske tipove sto predstavlja kontraverzno
tumacenje samih potencijala masnog tkiva. Tako na primer dejstvom inhibitora BMP-a
ili singalom Wnt proteina in vitro moze se zreli adipocit diferentovati u kardiomiocit
(Gesta i sar., 2007). Takode, pod dejstvom hroni¢ne hladno¢e uz pomo¢ antagoniste
adenoreceptora 33, beli adipocit se moze transdiferentovati u mrki adipocit (Jumabay i
sar., 2010). Mogu¢nost tranformacije adipocita se ogleda i u tome da prilikom gubitka
masne kapljice on ima fibroblastu slicnu morfologiju (Matsumoto i sar., 2008).
Medunarodno udruzenje za ¢elisku terapiju ISCT (engl. International Society of Cellular
Therapy) predlozilo je da kao minimalni dokaz postojanja mati¢nih ¢elija bude ekspresija
specificnog povrsinskog antigena CD (engl. Cluster of Differentation) i to CD73, CD 90 i

CD105 zajedno 1 sa istovremenim odsustvom hematopoeznih markera CD34,
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CD45,CD14,CD11b,CD79a. i HLA-DR. Slabo diferentovane perivaskularne celije
adventicije-periciti imaju odsustvo CD31-/CD34-. U daljoj diferencijaciji i pojavljivanjem
vaskularnog endotela prisustvo CD34+ kao i odsustvo CD31- markera govori o
neovaskularizaciji i1 napredovanju kaskadnog procesa sazrevanja 1 diferencijacije
preadipocita u adipocite (Gimble i sar., 2007; Li i sar., 2011; Trojahn Kelle i sar., 2012).
Najveci broj istrazivanja pokazuje multipotentnost adipoznih mati¢nih ¢elija (ASCs) koji
su produkt vaskularne strome masnog tkiva. Narocito, zadnja dekada je obelezila veliki
broj istrazivanja koja govore o prisutnosti adipocitnih mati¢nih ¢elija u vaskularnoj stromi
1 to u pericitima odnosno perivaskularnim ¢elijama. Periciti ucestvuju kako u stvaranju
endotelnih ¢elija tako i u vaskularnoj kontraktibilnost (Crisan i sar., 2008). Shodno tome
postoji vrlo bliska korelacija izmedu adipocitnih i vaskularnih progenitora. Samo ¢injenica
da periciti na sebi imaju ekpresiju CD 34 antigena, a nemaju ekspresiju CD31 antigena
govori u prilog tome da i adipociti i endotelne ¢elije imaju zajednickog pretka. (Li, 2011).
Takode, u procesu regeneracije u SVF prisutna je ekspresije receptora PPARy i C/EBPa
kao 1 pericitni markera-SMA, receptora trombocitnog faktora rasta f (PDGFR-f) i
hondroitin sulfat proteoglikan (NG2) koji deluju na slabo diferentovane perivaskularne
¢elije adventicije i stimuliSu nastanak adipocita (Gesta i sar., 2007; Crisan 1 sar., 2008;
Salgado i sar., 2010; Cawthorn i sar., 2012).

Proces regenaracije se obavlja kroz sekreciju brojnih faktora, jedna od specificnosti je da
se u adipocitu vrsi 1 sekrecija i mnogobrojnih faktora rasta kao $to su osnovni fibroblastni
faktor rasta bFGF (engl. basic fibroblast growth factor), vaskularni endotelni faktor rasta
VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), trombocitni faktor rasta PDGF (engl.
platelet-derived growth factor), epidermalni faktor rasta EGF (engl. epidermal growth
factor), nalik insulinu faktor rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1), hepatocitni faktori

rasta HGF (engl. hepatocyte growth factors), transformiSuci faktor rasta p1 TGF B1 (engl.

transforming growth factor), nervni faktor rasta NGF (engl. nerve growth factor).
Trombocitni faktor rasta - PDGF stimuliSe ¢elisku replikaciju, poboljSava angiogenezu,
epitelizaciju, stvaranje granulacionog tkiva. Epidermalni faktor rasta - EGF ucestvuje u
¢eliskoj diferencijaciji 1 stimuliSe repitelizaciju-epitelijalnu i mezenhimnu mitogenezu,
angiogenezu 1 reguliSe sekreciju enzima kolagenaze. Vaskularni endotelni faktor rasta -
VEGF, hepatocitni faktori rasta HGF 1 osnovni fibroblasni faktor rasta bFGF luce adipociti

u trenucima hipoksije. VEGF stimuliSe proliferaciju vaskularnih elemenata i omogucava
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revaskularizaciju ishemi¢nog tkiva. Primeceno je da kod oSte¢enja ECM dolazi do
pojacanog izlucivanja bFGF ili pri krvarenju se iz trombocita oslobada PDGFR-f (Li i sar.,
2013; Tsui 1 sar., 2014; Gomez-Hernandez i sar., 2016). ASCs poseduju jedinstvene
parakrine osobine stimuliSu¢i proces sekrecije faktora rasta koji omogucéavavaju celisku

regeneraciju.

1.2. Mehanizam regulacije telesne teZine

Funkcionisanje i koli¢ina masnog tkiva je u direktnoj sprezi sa centralnim
nervnim sistemom, digestivnim trahtom i hormonskim statusom. Kada govorimo o

regulaciji koli¢ine masnog tkiva mozemo da podelimo na:
A. krakotrajnu regulaciju tezine
B. dugotrajnu regulaciju teZine.

A. Kratkotrajna regulacija tezine je vezana za dnevne potrebe, ishranu i aktivnosti.
U kratkotrajnoj regulaciji glavnu ulogu igraju mali peptidi koje luci gastrointestinalni trakt
kao $to su Ghrelin kao stimulator apetita i YY peptid (peptide tyrosine tyrosine PYY) kao
supresor apetita (Zac-Varghese i sar., 2014). Ghrelin luce epitelijalne ¢elije Zeluca, lako
prolazi mozdanu barijeru i deluje na hipotalamus koji povecava osecaj gladi. Crevne resice
lue YY peptid, mali crevni hormon i on ima glavni u gubitku kilograma na taj nacin $to
pravi osecaj sitosti odmah po unoSenju male koli¢ine hrane. Takode prolaskom kroz
mozdanu barijeru deluje na hipotalamus i vrsi supresiju apetita. (Chen i sar., 2012; Ross i

Pawlina, 2016)

B. Dugotrajna regulacija se ogleda u kontroli apetita i metabolizmu na mese¢nom
ili godiSnjem nivou. Za dugoro¢nu regulaciju telesne mase direktno su zaduZeni hormoni
leptin 1 insulin. Gen za leptin nalazi se na RNK lancu kao masni specifi¢ni mesindzer
(iIRNK) i zna¢ajno ucestvuje u homeostazi energije (Bjorbaek i Kahn, 2014; Harris i sar.,
2014). Primeceno je kod bolesti anorexia nervosa da je nivo iRNK dosta smanjen. U
slu¢ajevima gladovanja iRNK se aktivira da ne bi doSlo do naglog gubitka telesne mase.
Insulin kao hormon pankreasa reguliSe nivo Secera u krvi ali je takode ukljuc¢en u
metabolizam masnog tkiva tako $to pretvara glukozu u trigliceride. Leptin i insulin deluju

preko hipotalamusa i uticu na regulaciju telesne mase ali za razliku od leptina, insulin
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utice 1 na stvaranje adipocita. Jedna od najvaznijih funkcija adipocita je preuzimanje
masnih kiselina i pretvaranje u trigliceride unutar masne celije. Pod nervnim ili
hormonskim dejstvom dolazi do razlaganja triglicerida u glicerol i slobodne masne
kiseline. Slobodne masne kiseline prolaze kroz membranu adipocita i ulazi u krvne
sudove, vezuju se za proteinski nosa¢ albumin i odlazi u druge ¢elije koje zahtevaju
energiju. Nervna aktivacija je vazna u periodu smrzavanja ili gladovanja. U poc¢etku mast
se Cuva, a zatim putem simpatikusa aktivira se oslobadenje noradrenalina koji aktivira niz
metabilickih koraka za aktiviranje lipaze. Ovaj enzim rastvara trigliceride koji su 90%
prisutni u adipocitu. Hormonska aktivacija ukljucuje hormone i enzime zajedno kao Sto
su insulin, tiroidni hormoni i hormoni nadbubrezne zlezde. Insulin je vazan za lipidnu
sintezu, on stimuliSe enzime za sintezu lipida (synthase masne kiseline, acetyl-CoA
carboxylase) 1 vr$i supresiju lipolize, inhibiranjem hormona-sensitive lipase koja blokira
oslobadanje masnih kiselina. Glukagon kao drugi hormon pankreasa i hormoni rasta koje
sekretuje pituitarna zlezda, poveéavaju lipolizu, oni dodatno povecavaju i nivo faktora
tumorske nekroze TNF-a koji utice na razvijanje IR koja je povezana sa gojaznoscu i

dijabetesom (Saga i Takeda, 2001; Cohen i sar., 2002; Graham i sar., 2006).

Kod odraslih se na godiSnjem nivou obnovi 10% adipocita. Uvecan unos hrane sa ve¢im
energetskim svojstvima, ne dovodi do hiperplazija adipocita ve¢ postojeci adipociti

hipertrofisu §to vodi ka gojaznosti (Spalding i sar., 2008).

1.3. Znacaj masnog tkiva u plasti¢noj hirurgiji

Masno tkivo kao vezivno-strukturalni deo tela predstavlja zastitni sloj tela smeSten u
delu izmedu koze 1 miSiéno-tetivnih struktura sa jedne strane i sa druge strane oko
unutrasnjih organa i vitalnih struktura, omogucavajuci amortizaciju organa u trenucima
povredivanja. S’toga sama rekonstrukcija ovog tkiva je zanaCajna pri njegovom
povredivanju i narusavanju kako kontinuiteta tako i same celine. Masno tkivo po svom
volumenu i meko¢i je naslo Siroku primenu u plasti¢noj i rekonstruktivnoj hirurgiji za
nadomesc¢ivanje meko tkivnih defekata, zatvaranje “mrtvih” prostora i predstavlja jako
dobro interface tkivo. Bez obzira na njene komparativne prednosti, zbog neuspeSnih

transplantacija, javila se potreba za alternativnim augmentacionim materijalima.
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1.3.1. Rekonstruktivni materijali u plasti¢noj hirurgiji

1.3.1.1. Aloplasti¢ni materijali
Glavna ogranicenost i nepredvidljivost resorpcije transplantiranog masnog tkiva, €iji
procenat resorpcije iznosi od 25%-80%, verovatno kao rezultat ishemije i slabe
neoangiogeneze (Forte i sar., 2017), vodio je u pravcu da se razmislja o koriSéenju raznih
aloplasti¢nih materijala u plasti¢noj i rekonstruktivnoj hirurgiji. Defekti koji su nastali
prilikom trauma, otklanjanja tumora ili genetskim nasledem bilo ih je neophodno
rekonstruisati. Krajem 19-tog veka lekari su koristili razne materijale za nadoknadu tkiva
kao $to su slonovaca, gume, staklene lopte, hrskavice, silasticne gume ili teflonsko-
silikonske proteze. Robert Gersuny eksperimentisao je sa parafinskim injekcijama, koje
su direktno injektirane u meko-tkivni defekt, Sto se zavrSavalo nekrozom tkiva,
amputacijama i raznim unakazenjima (Czerny, 1895).
Pocetkom 50-tih godina dvadesetog veka, hirurzi su poceli da ubrizgavaju tecni silikon u
grudi. Neposredno nakon injektiranja u dojkama su se stvarala otvrdnuca i granulomi, a
problemi koji su nastajali najceS¢e su reSavani mastektomijom (Anderson, 1997).
Americki plasti¢ni hirurzi Thomas Cronin 1 Frank Gerow (1961) registruju prvi put
inkapsularni silikonski implantat za grudi kao medicinsko sredstvo (Cronin i sar., 1963).
Medutim, zbog slabosti same ovojnice implantati su pucali, silikon se izlivao i naruSavao
parenhim dojke. Bilo je neophodno zabraniti dalju upotrebu ovakvih implantanata. Za
rekonstrukciju defekta na glavi i telu hirurzi Radovan, Austand i Rose (1975),
osmiSljavaju silikonski ekspander koji se punjava fizioloSkim rastvorom, ekpanzijom
tkiva su stvarali viSak koze, kojom je bila omogucéena rekonstrukcija ve¢ih defekata
(Austad i Rose, 1982). Paralelno sa njima Glitzenstain za potrebe defekata i deformiteta
na potkolenicama, nastalih usled miSi¢ne distrofije, ugraduje silikonski implantat iznad
m. gastrocnemius-a (Glitzenstein, 1979).

Organizam oko svakog stranog tela formira fibroznu-kolagenu ovojnicu kao deo
zapaljenskog procesa, koja ujedno predstavlja i kapsulu implantanta. Tako da sa razvojem
aloplasti¢nih materijala, pojavile su se i komlikacije kao Sto su rupure implantanata,

curenja silikonskog gela, kapsularne kontrakture. UsavrSavanje proizvoda u smislu
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bezbednijih implantanata, koji nece ispustati silikonske molekule i koji ¢e imati manje
postoperativnih komplikacija postalo je ultimativno za savremenu industriju. Radi
smanjenja broja kapsularnih kontraktura zahtevalo se za boljom i biokompatibilnijom
ovojnicom implantanata (Sowa i sar., 2017).

Implantati kao aloplasti¢ni materijali su strogo ograni¢eni na pojedine delove tela ili
misi¢ne grupe. Umetanjem implantanata dolazi do ekspanzije koze i miSi¢a, a samim tim
1 do znacajnijeg istanjivanja pokrivaca, hipotrofije tkiva, mogucnosti pipanja ivica
proteza ili vidljivosti nabora na samoj povrsini koze (Cherry i sar., 1983). Ponasanje
aloplasticnih materijala zavisilo je od kvaliteta tkiva, stepena defekta, vaskularizacije 1
same reakcije tkiva na implantat. Implantat moze da se dislocira, pukne, da formira
kasularnu kontrakturu, koja zavrSava sa uklanjanjem samog implantanta (Von Szalay,
1985). Rekonstrukcija implantantima ¢esto 1 nije moguca zbog nedovoljno razvijenog
tkiva ili neadekvatnog tkivnog pokrivaca na primer kod zavrSenog procesa leenja nakon
mastektomije (Panettiere i sar., 2011). Ugradnja implantanata je limitirana i uslovljena
kostanom strukturom, kvalitetom muskulature i koznog pokrivaca. Zbog toga se javila
potreba za povratak autolognih materijala i za usavrSavanjem tehnika transfera masnog

tkiva kao i obezbedivanje njegovog boljeg prezivljavanja.

1.3.1.2. Masno tkivo kao rekonstruktivni material u plasti¢noj hirurgiji

Prvi pokusSaji transplantacije masnog tkiva bili su neuspesni (Neuber 1893) ali se
od nje nikada nije odustajalo. Znacajnost ove tehnike je znatno porasla kada je Lexter
(1922) dokumentovao prezivljavanja transplantirane masti nakon tri godine. Mast, kao
dobro vaskularizovano tkivo, moze da se koristiti kao transplantirani slobodni graft,
kompozitni graft dermisa i adipoznog tkiva ili kao slobodni mikrovaskularni graft. lako
surani pokusajiu 19. veku bili neuspesni u transplantaciji kompozitnog dermo-adipoznog
grafta, Montgomery i Pierce (1963) uspesno su ga upotrebili za zatvaranje “mrtvog”
prostora nastalog nakon uklanjanja frontalnog sinusa (Montgomery i Pierce, 1963). U
ranim osamdesetim 20. veka Smith i Peer su Siroko primenjivali ovaj graft za reSavanje
brojnih mekotkivnih nedostataka na licu. Najc¢e$¢e su uzimali kompozit graft dermisa i

adipoznog tkiva iz prepone, spoljaSnjeg glutealnog regiona ili glutealne brazde.
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Morbiditet ragije je bio beznacajan u odnosu na rezultat rekonstrukcije. Tkivo je uzimano
u komadu i uvek su pravili 50% “over-korekciju”, jer su smatrali da transplantirano tkivo
toliko izgubi na volumenu u procesu prezivljavanja u recipijentnoj regiji (Smith B i sar.,
1983). Kod operacija lumbalnog dela kicme Brayant i Bremer (1983) su sa slobodnim
masnim transplantatom pokrivali ogoljenu duru mater radi sprecavanja prodiranja oziljka
u spinalni kanal. Delovi tkiva koji su uzimani bili su veli¢ine od lcm, a na CT su
identifikovani znaci vitalnosti i da je masni graft preziveo u recipijentnoj regiji. Mc Clean
i Bunke (1972) su publikovali tehniku koriS¢enja Omentum-a kao slobodnog mikro-
vaskularnog rezanja za rekonstrukciju lica i poglavine.

Otvaranje jednog novog poglavlja pocetkom osamdestih oznacio je razvoj tehnike
standardne liposukcije, koja je koriS¢ena za uklanjanje viska masnih naslaga i
preoblikovanje tela. Ovu znacajnu tehniku koja je ponovo otvorila vrata
transplantacijama masnih ¢elija je popularizovao Illouz (1983), francuski plasti¢ni hirurg
( llouz YG, 1983).

Razvoj tehnika liposukcije vodilo je ka oblikovanju prvih kanila, dat je znacaj
veli¢ini njenih otvora, definisala se jacina vakuma, govorilo se o znacaju prerade i pripreme
masnog tkiva za translantaciju i sve je to ukazivalo na veliki znacaj ovog autolognog
transplantata u rekonstruktivnoj hirurgiji (Coleman SR, 1995). Znacajnost razvoja ove
tehnike ukazuje i da je sama procedura znatno jeftinija od ostalih rekonstruktivnih tehnika
implantatima ili autolognim reznjevima (Hall i Heffelfinger, 2015). Cesto, kada su
rekonstrukcije implantatima neuspesne ili je rekonstrukcija lokalnim autolognim tkivom
kontraindikovana, ne postoji ni jedna druga moguénost sem transfera sopstvenog masnog
tkiva u odredeni region tela ili lica (Clauser 1 sar., 2014). Procedura je jednostavna i za
pacijenta i za hirurga, zbog svoje lake dostupnosti u ve¢im koli¢inama, moguénosti lake
implantacije u sve delove tela, bioloske kompatibilnosti, niskog antigenskog potencijala,
kao 1 minimalnog donorskog morbiditeta (Coleman, 2001).

Nakon davanja intramuskularnih injekcija Penicilina sa benzil alkoholom kao
rastvara¢em deci u Kini 1980 godine, usledila je kontraktura glutealnog misica sa
degenaracijom, nekrozom i fibrozom glutealnog misica i facije. Defekt koji su se pojavili
kod dece, jednostavno su reSeni autolognim transferom masti (Wang i sar., 2013).

Pojedine urodene anomalije lica kao S$to je Parry-Romberg sindrom sa

hemifacijalnom atrofijom ili skleroderma, oziljci zadobijeni od operacija ili opekotina
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reSavaju se autolognim masnim tkivom sa prirodnim i dugoro¢no dobrim rezultatima
(Consorti i sar., 2012; Clauser i sar., 2014).

Svoja regenerativna svojstva i svoju primenu masne Celije su pokazale u
rekonstruktivnoj hirurgiji dojke koje su zracene nakon mastektomija. Oziljci su pokazali
bolji kvalitet, koza je postala meksa i voluminoznija. Medutim zbog otezanog pracenja
postoperativnog recidiva, formiranja cisti, kalcifikacija 1 svih drugih radiografskih promena
Americko udruzenje plasti¢nih hirurga je 1987 god. zabranilo upotrebu autolognog masnog
tkiva kod Zenskih dojki (Report, 1987).

Usledila su brojna istrazivanja koja bi omogucila bezbedniji transfer masti sa
manjim postoperativnim komplikacijama, tako da je Coleman razvio novi koncept i
standardizovao tehniku uzimanja, obradivanja i transplantacije autolognog masnog tkiva
(Coleman, 1995; Coleman, 2004). Nakon toga transfer masti je poc¢eo Siroko da se koristi
u neurologiji, ortopediji, ginekologiji, ORL, maksilofacijalnoj, grudnoj, a najsire u
plasti¢noj hirurgiji (Claro i sar., 2012). Najve¢i problemi bili su kako da se obezbedi
njegovo prezivljavanje sa jedne strane, a sa druge kako iskoristiti njegov potencijal
multipotentosti i omoguditi reparaciju ili regeneraciju tkiva (Tabit, 2012; Mojallal, 2008).
Pocelo je da se Siroko diskutuje o nacinu uzimanja masti, veli¢ini kanila, veli¢ini otvora na
kanilama, jacini vakuma, zatim o nacinu transfera, obradi i nainu injektiranja masti
(Clauser 1 sar., 2014; Li i sar., 2013; Claro i sar., 2012; Tabit i sar., 2012; Mazzola i sar.,
2011; Han i sar., 2010; Matsumato i sar., 2008; Coleman, 2001). Medutim, definisanje
dokaza o samom prezivljavanju masti u recipijentnoj regiji ili pak utvrdivanje njegovog
reparatornog potencijala ostaje i dalje kontraverzno pitanje. Mnogi pokusavaju da na razne
nacine dokazu prisutvo prezivelih adipocita pocevsi od najstandardnijih metoda kao $to su
cirkumferentno merenje recipijentne regije i uporedne fotografije pre i posle popunjavanja.
Uklju€uju se i pomoéne dijagnosticke metode skenera, ultrazvuka MRI, merenje promene
tezine Arhimedovim zakonom, termoplasti¢ni kalupi — trodimenzionalna volumetrija 1 sl.
(Herold i sar., 2013; Clauser i sar., 2014), a sve u cilju odredivanje idealne koliCine i
kvaliteta masnog tkiva koji bi dao zadovoljavajuci estetski rezultat. Masno tkivo kao
potencijalni idealni augmentacioni material sa prisutnim regenerativnim potencijalom u
svojoj vaskularnoj stromi (SVF) sve viSe postaje centar interesa raznih naucnih i klinickih
ispitivanja i sve vise nade se polaze u mogucnost reSavanja brojnih funkcionalnih i estetskih

nedostataka (Gimble i sar., 2007). Defekti nastali usled nedovoljne razvijenost jedne noge
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prouzrokovana poliomielitisom ili vaskularnim intrauterinim malforamacijama zahteva

izjednaCavanje noge celom duzinom cirkumferentno (Slika 4.).

Slika 4. Pacijent oboleo od poliomijelitisa podebljavanje leve noge i predeo gluteusa levo

pre i 12 meseci posle operacije

Shodno da implantat moze da uveca samo srednji deo lista ili unutrasnji deo butine,
autologna mast predstavlja jedini biokompatibilni materijal koji sem moguénosti uveéanja
mekog tkiva ima moguénost i da poboljSa vaskularizaciju i kvalitet koze. Tako da je
primena autologne masti nasla sebi odgovaraju¢e mesto u popunjavanju i preoblikovanja
nogu i potkolenica (Skorobac Asanin i Sopta, 2017; Mundinger i Vogel, 2016; Hoppmann
isar., 2013; Mojallal i sar., 2008). Da bi se postigao zadovoljavajuci izgled, neophodno je
antropoloski analizirati oblik nogu i napraviti sklad sa ostalim delom tela. Definisanje
idelanih proporcija potkolenica, njihove debljine, duzine zakrivljenosti medijalne i
lateralne, prednje i zadnje linije je matematicki precizno definisana u detaljnim analizama
Cuenca-Guerra (Cuenca-Guerra i sar., 2009), Sto ujedno daje osnovu operativnog
planiranja uvecanja potkolenica u skladu sa vrstom hipoplazije. Na osnovu matematickih
proracuna odnosa centralne ose potkolenice sa prednjom i zadnjom linijom, kao i centralne
ose potkolenice sa medijalnom i lateralnom linijom, izra¢unato je da su oni u odnosu

1:1.618. Na osnovu ovih prorac¢una deformiteti potkolenica su podeljeni u pet grupa.

Tip I - medijalna hipoplazija, slaba razvijenost m. soleus-a i medijalne glave m.

gastrocnemius-a.

Tip II - lateralna hipoplazija, slaba razvijenost slaba razvijenost m. soleus-a i lateralne glave

m. gastrocnemius-a.
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Tip II- posteriorna hipoplazija slabo razvijen m. soleus i m. gastrocnemius §to rezultira

slabim konveksitetom zadnje strane lista.

Tip I'V- hipolazija sa sve tri strane (tubularna potkolenica) kao posledica slabije razvijenosti

m. gastrocnemius-a, m. soleus-a, m. flexor digitorum longus-a i m. peroneus-a.
Tip V- kongenitalni deformiteti

Von Szalay govori o idealnom obimu najsireg dela lista koji je u opsegu od 33-
36cm (Von Szalay, 1985) ili Benslimane koji govori u uglovima koju zauzima centralna
osa tibie u odnosu na centralnu osu femura (Benslimane, 2012). Definisanje antropoloskih
mera prestavlja osnovu za dalje fino oblikovanje koje u mnogome zavisi i od umetni¢kog
oka hirurga. Oblik nogu je definisan polozajem centralne ose potkolenice u odnosu na
natkolenicu, debljine m. soleus-a, lateralne i medijane glave m. gastroknemius-a i prisustva

i raspodele potkozne masti (Tsai i sar., 2000).

Imajuéi u vidu velike potencijale autologne transplantacije masti, njen potencijalno
regenerativni potencijal za regiju transplantacije, a posebno potrebu za njenom sve
frekventnijom augmentacionom primenom, ne samo u plasticnoj, ve¢ i u rekonstruktivnoj
hirurgiji bilo bi od znacaja dodatno ispitati njenu ulogu i potencijal u rekonstrukciji regije
potkolenica. Takva istrazivanja bi bila od posebnog znacaja, imaju¢i u vidu da su
dosadasnje studije ne samo malobrojne, ve¢ i da nedovoljno sistemati¢no ispituju navedenu
oblast koriste¢i se malim brojem pacijenata, a bez uvodenja kompletne komplementarne
procene koja ukljucuje histolosku procenu, savremene tehnike vizualizacije, a pre svega
klinicki, aplikativni i prakti¢ni aspekt koji je od dominantnog znacaja za lekare hirurge, a

prevashosno za njihove pacijente.
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2.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

L.

Ispitati preoperativno i postoperativno morfoloske i volumetrijske karakteristike
recepijentnog tkiva primenom MRI.

Ispitati preoperativno strukturu donorskog masnog tkiva histoloskom i1
imunohistohemijskom analizom subkutano aspirirane masti iz donorskog regiona.
Uporediti preoperativne i postoperativne morfoloske i volumetrijske karakteristike
recipijentnog tkiva.

Ispitati postoperativno strukturu subkutano transplantiranih adipocita histoloSkom
1 imunohistohemijskom analizom i uporediti histoloske karakteristike sa nalazima

pre transplantacije.

28



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Tip studije

Ispitivanje predstavlja studiju preseka u kojoj je analizirana promene obima
potkolenice nakon augmentacije masnim tkivom. IstraZivanje je bilo sprovedeno u skladu
sa Kodeksom dobre nauc¢ne prakse Medicinskog fakulteta u Beogradu i HelsinSkom
dekleracijom Evropske ministarske konferencije o mentalnom zdravlju Svetske
zdravstvene organizacije, a odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.
3.2. Mesto i period istraZzivanja

Studija je sprovedena u Specijalnoj bolnici Diona, Bolnici Euromedic i Institutu

za patologiju medicinskog fakulteta u Beogradu u periodu od 01.06.2014 do 15.01.2017.
3. 3. Selekcija ispitanika

U periodu od 2014 do 2017 god. operisali smo 126 pacijenta koji su zahtevali korekcije
nogu radi etiloSko neslednih faktora, meko-tkivnih defekata zadobijeni traumom ili
nastalih nakon neuspesnih estetskih operacija i Cisto estetskih zahteva radi korekcije
hipoplasti¢nih potkolenica. Od ukupnog broja ispitanika, 15.92% nije Zelelo da ucestvuje
u ispitivanju, a uradili su operativni zavat, 1.59% je bilo muskaraca, 13.34% obolelih od
poliomielitisa i jednostranom hipolazijom noge, 11.31% ispitanika su bila sa neuspesSnom
predhodnom operacijom uveéanja potkolenica implantatima, 4.67% sa teSkom traumom
noge, a 53.17 %, ispitanika je bilo sa obostranom hipoplazijom potkolenica. Zbog
kohezivnosti i veli¢ine statistickog uzorka u obradi podataka je izdvojeno 67 pacijenta
koji su bili najzastupljeniji u istrazivanju i to su bili ispitanici zenskog pola sa
hipoplasti¢nim potkolenicama Tip III- posterioralna hipoplazija slabo razvijenim m.

soleus-om 1 m. gastrocnemius-om.

Starost izdvojenih ispitanika je bila izmedu 20 i1 58 godina, od toga je 45.1% je bilo mlade
od 35 godina, a 54.9% starijih od 35 godina.
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3.3.1. Kriterijumi za ukljudivanje u studiju

Kriterijumi za uklju¢ivanje ispitanika u studiju bili su:

a) potpisana izjava o dobrovoljnom ucestvovanju u ispitivanju

b) odustvo sistemskih akutnih i hroni¢nih bolesti, metabolickih i neurovaskularnih
oboljenja

¢) odsustvo predhodnih trauma tkiva jatrogeno ili hereditarno

d) starost od 20 do 60 godina

e) zenski pol

f) upadljiva nerazvijenost potkolenica Tip III prema kriteriumu Cuenca-Guerra

3.4. Uzorkovanje

Razgovor sa ispitanicima i1 procena somatskog stanja, kao i antropometrijska
merenja visili su se na preoperativnoj pripremi dve nedelje pre zakazanog termina
operacije i nakon operacije na kontrolama u periodu prac¢enja nakon 1 meseca (1m), 3
meseca (3m) i nakon 6 meseci (6m).

Na preoperativnoj pripremi ispitanici su popunuli polustrukturisani socio-
demografski upitnik dizajniranog za potrebe istrazivanja. Ispitanici su pregledani po
sistemima 1 definisan im je klini¢ki nalaz. Neophodno je bilo utvrditi najbolji davajuci
region. Naj€es¢i davajuci regioni su bili stomak i leda, a zatim unutrasnji i spoljanji deo
butina. Ispitanici koji su imali nedostatak masti u donorskoj regiji su se posebno
pripremali za ovu vrstu operacije pravljenjem rezima ishrane koji bi nam obezbedio
dovoljni resurs masti. Zbog toga nam je bilo vazno poznavanje metabolizma masti,
neuroloskih i hormonskih uticaja na ubrzano gojenje pacijenta. Preoperativno i na
kontrolama 1m, 3m, 6m, svim ispitanicima su uradena antropometrijska merenja i
fotografisanje, a preoperativno i 6m postoperativno je raden pregled potkolenica MR-om
(magnetna rezonanca). U toku operacije i na 6m-oj kontroli je radeno uzorkovanje

masnog tkiva za histolosko i imunohistohemijsko ispitivanje.

3.4.1. Polustrukturisani socio-demografski upitnik

Na pocetku ispitivanja, primenom polustrukturisanog socio-demografskog

upitnika od pacijenta bili su uzeti podaci relevantni za istrazivanje i to:
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a) opsti socio-demografski podaci (pol, starost, bra¢no stanje, potomstvo, mesto Zivljenja,
stru¢na sprema, podaci vezani za vrstu radnog mesta),

b) podaci o li¢noj anamnezi (podaci vezani za postojanje akutnih ili hroni¢nih somatskih
bolesti li¢nih i u bliskoj porodici, alergijama na lekove, hranu ili gumu ili flastere, podaci
o navikama-puSenje, konzumiranju alkohola, cajeva ili energetskih napitaka,
svakodnevnim fizi¢kim aktivnostima, dosadasnjim operacijama i vrsti anestezija idali je

u toku njih bilo komplikacija.

3.4.2. Antropometrijska merenja

Ispitanicima su se preoperativno, Im, 3m i 6m postoperativno radila
antropometrijska merenja potkolenica koja su se zasnivala na merenju telesne mase, [ITM
( indeks telesne mase) i volumerijskim merenjima obima potkolenica. Volumetrijska
merenja obima potkolenica su se obavljala u stoje¢oj poziciji tako $to su se potkolenice
cirkumferentno merile u odredenim tackama prema kriteriumu Cuenca-Guerra, a to su
ispod kolena u nivou tuberositas-a tibiae na sredini lista, iznad gleznja i gleZanj. Pacijenti
su obelezavani u stojecoj poziciji 1 popunjavanje potkolenica je planirano prema obliku i

velidini natkolenica.

3.4.3. Tehnike vizualizacije

Preoperativno i na kontrolama Im, 3m i 6m postoperativno svi ispitanici su
fotografisani spreda, otpozadi i bo¢no. Fotografisanje se obavljalo digitalnom kamerom
Olympus od 16MP (mega pixela) sa belim opStim osvetljenjem, bez blica, na 2m
udaljenja od pacijenta. Foto-dokumentacije je strogo ¢uvana i zasticena u elektronskom

kartonu pacijenta, a kori$¢ena je radi vizuelnog poredenja i pracenja pacijenata.

Na preoperativnoj pripremi i postoperativno na 6m kontroli raden je pregled
potkolenica MR-om na aparatu marke Simens ja¢ina magnetne indukcije 1.5 Tesla.
Odlucili smo se za MR dijagnostiku jer je ona napredna ,,imaging” metoda izbora za
prikaz skeletnih misi¢a. Takode, ona omogucava odlicnu mekotkivnu kontrastnu

rezoluciju i multiplanarni prikaz potkolenice.
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Ispitanici su postavljeni da leZe u supinaciji da bi se izbegao moguc¢i bol, pokreti i
kompresija na odredene miSi¢ne grupe. Pregledi su obavljani u dve ravni (akijalnoj i
koronarnoj) u presecima debljine 3.0 do 6.0 mm, a u spin eho T1W(time I weighted) i
fast spin eho T2W (time 2 weighted) sekvence najpre bez supresije masti (FS- fat
supresion), a zatim sekvence sa supresijom masti, a kao njihova alternativa bile su STIR
(Short T1 Inversion Recovery) sekvence. Volumetrijska analiza bi se vrSila kompjuterskim

softverom za prora¢unavanje volumena odnosa mekih tkiva.

3.4.4. Analiza bioloskih parametara

Analiza bioloskih parametara se radila kroz histolosku analizu tkiva i
imunohistohemijska bojenja. Histoloska evaluacija ocuvanosti masnog tkiva,
prevenstveno viabilnosti i morfologije adipocita je radena iz donorskog regiona,
centrifugiranog i proparnog uzorka masnog tkiva i uzorka uzetog iz recipijentnog
regiona. Uzorak donorskog tkiva se uzimao za vreme operacije i iz subkutanog
recipijentog regiona potkolenice 6m nakon operacije. Uzorak tkiva je stavljan u 10%
formaldehid, a zatim se tkivo potapalo u 96% alkohol da bi se u potpunosti izgubila
lipidna kap. Uzorak se zatim kalupio u parafinski vosak koji je se€en Leica mikrotomom

na 4um debljine.

Svi uzorci su bojeni standardnom hematoksilin-eozin tehnikom na kojoj je
uradena i morfometrijska analiza dobijene masti. Opticka mikroskopija je radena na
mikroskopu Nikon Eclipse sa kontrolnom jedinicom Nikon DS-L3, a fotografisane su

Nikon DS-F12 digitalnom kamerom.
Odredivana su sledece deskriptivne karakteristike tkiva:
1. oblik ¢elija
2. veli€ina ¢elija
3. izgled membrane
4. prisustvo vijabilnog jedra

5. prisustvo nekroze
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6. prisustvo krvarenja

7. prisustvo krvnih sudova

8. izgled krvnih sudova
Morfometrijski je merena:

1. Dimenzije lipocita

2. Povrsina lipocita

3. Sirina krvnih sudova

4. Povrsina krvnih sudova

Na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu je nakon
patohistoloSke dijagnostike na reprezentativnim parafinskim kalupima ucinjena
imunohistohemijski analizirana ekspresija slede¢ih markera: vaskularnog endotelnog
faktora rasta VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), epidermalnog faktora
rasta EGF (engl. epidermal growth factor), trombocitni faktor rasta PDGF (engl. platelet-
derived growth factor).

Imunohistohemijska tehnika, podrazumeva primenu streptavidin-biotin metode
koris¢enjem L-SAB + kita, uz primenu diaminobenzidina kao hromogena i Majerovog
hematoksilina za kontrastiranje. Za pozitivnu spolja$nju kontrolu koriS¢ena su sledeca
tkiva: normalni bubreg ¢oveka za VEGF, kacinomu pli¢a za EGF u i normalni bubreg
coveka za PDGF. Citoplazmatska, perinuklearna sitno zrnasta (“‘dot spots ”) ekspresija je

interpretirana kao pozitivna.

Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i
histohemiju Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Imunohistohemijska tehnika u formalinu fiksiranih i u parafinu ukalupljenih uzoraka

predstavlja visestepenu proceduru koja obuhvata slede¢e postupke:
-deparafinizacija,
-proteoliticka digestija
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- blokiranje endogene peroksidaze
- imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.

Preseci debljine 3-4pum, dobijeni seCenjem parafinskih kalupa su, nakon susenja od 16h

na 560C deparafinisani po slede¢oj proceduri:

TKSIIOL. oo 5-7 minuta, ocediti
TLKSIIOL .o 5-7 minuta, ocediti
100% alkohOL..........coeeeeiriieieeiieie e 3 minuta, ocediti
100% alkohOL..........cooeeeiviieiiiiiiieeeeeee e 3 minuta, ocediti
96% alkohOl..........oooiiiiiiiiieece e 3 minuta, ocediti
96% alKONOL........coeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 3 minuta, ocediti
destilovana/dejonizovana voda............cccccceerreennennnee. 30 sekundi

Proteoloticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci su preneti u plasticnu kivetu sa oko 250 ml radnog rastvora
citratnog pufera (10mmol/L, pH 6.0) i kuvaju se u mikrotalasnoj pe¢nici 2x5 minuta na
maksimalnoj temperaturi, a zatim se hlade u citratnom puferu 30 minuta na sobnoj

temperaturi. Na kraju su isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.
Blokiranje endogene peroksidaze:

Preparati se potope 5 minuta u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj
vodi), zatim isperu deastilovanom vodom i preliju fosfatnim puferom (PBS-phosphate-

buffered saline, 0,02 mol/L, pH 7,0) 3x2 minuta.
Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike

Za imunohistohemijsko bojenje koriS¢en je komercijalni kit (Labelled
streptavidin-biotin-LSAB+ metoda, DAKO, danska). Bojenje se odvija po sledecoj

proceduri, koja je navedena u instrukcijama proizvodaca:
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FAZA I (primarno antitelo razblaZzeno po upustvu proizvodaca):

1. odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

2. pokriti ise€ak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) primarnog antitela,
3. inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,

4. pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

5. preliti svezim puferom.

FAZA 1I (biotinilizovano vezno antitelo)

l. odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

2. pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) LINK antitela,
3. inkubacija 30 minuta

4. pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

5. preliti svezim puferom.

FAZA 1II (streptavidin-peroksidaza):

1. odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

2. pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) streptavidin-
peroksidaze,

3. inkubacija 30 minuta

4. pazljivo isprati PBS iz Spric-boce

5. preliti svezim puferom

FAZA IV (supstrat hromogen):
1. odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka

2. pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul)
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hromogenadiaminobenzidina (DAB)
3. inkubacija 10 minuta

4. ispiranje destilovanom vodom

FAZA IV (kontrastiranje):

1. Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,

2. pazljivo isprati destilovanom vodom,

3. uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonijacne vode,

4. ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.

Pokriti vodenim medijumom.

Mesta specificnog vezivanje antitela su smede boje, dok hematoksilin,

nespecifi¢no vezan za jedra svih ¢éelija, boji ih plavo.

Imunohistohemijska procedura je koriS¢ena za slede¢a antitela, u odgovarajuc¢im

razblazenjima:

PDGF (Santa Cruz, 1:200)
VEGF (Abcam, 1:250)
EGF (Santa Cruz, 1:50)

Ekspresija svih navedenih markera je citoplazmatska 1 odredivana je
semikvantitativno optickom mikroskopijom na mikroskopu, Olympus BX50F4,
uveli¢anjem 400. Dobijeni rezultati su semikvantitativno klasifikovani u 4 kategorije koje

su odredene arbitrazno, na osnovu literaturnih podataka.
I negativno (0): 0-20% pozitivnih tumorskih ¢elija
IT slaba pozitivnost (1+): 21-50% pozitivnih tumorskih ¢elija

III intezivna pozitivnost (2+): viSe od 50% pozitivnih tumorskih ¢elija
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3.5. HirurSke procedure
A.) Uzimanje i pripremanje masti

Preoperativno svi ispitanici su se detaljno okupali antiseptikom, radi dekolonizacije
odnosno smanjivanja broja bakterija na kozi. Ispitanici 20 min. pre uvodenja u anesteziju
dobijali su intravensku antibiotsku zastitu cefalosporine III generacije. Preoperativno
hirursko pranje operativne povrsine stomaka, leda, natkolenica i potkolenica je obavljano
je u stoje¢em polozaju sa rasirenim nogama i odru¢enim rukama, radi lakSe dostupnosti
svim delovima tela. Ispitanici su se bezbedno postavljali na sterilni sto u polozaj na leda
iuvodili su se u opsStu anesteziju. Operativne povrsine stomaka i nogu su se dodatno Cistile
asepti¢nim rastvorom za hirursko pranje SkinDes, ukljucujuci prste na nogama i stopala.
U nivou prednje ilijaéne spine pravljene su incizije na kozi za unakrsnu infiltraciju
subkutanog masnog tkiva donjeg i gornjeg dela stomaka i leda. Infiltracija se vrSila sa
rastvorom 0,9 % NaCl i adrenalina u odnosu 1:500000 specijalno dizajniranim Spricev
ima marke DB od 50ml i namenskim infiltracionim kanilama. Kanile koje su koris¢ene
za tumescentnu infiltraciju bile su debljine 3.5ml sa circumferentno postavljenim
otvorima na vrhu kanile veli¢ine 2mm. Kroz incizione otvore na kozi infiltrisano je
subkutano masno tkivo pravolinijski unakrsno po slojevima. Koli¢ina tumescentnog
rastvora koja je infiltrisana je bila 2/3 od planirane koli¢ine masti za aspiraciju. Mast je
aspirirana Spricevima od 50ml i kanilama debljine 3.0mm sa circumferentno postavljenim
otvorima promera 1.5mm. Spricevi sa aspiriranim masnim tkivom postavljani su u
vertikalni polozaj da bi se dekantirao vodeni deo i da bi se mast oslobodila od te¢nosti.
Spricevi su odvajani u dve grupe u odnosu na tehniku pripreme. Za pripremu masti

koris¢ene su dve metode: a) propiranje masti i b) centrifugiranje masti.

Slika 5 a) kanile za infiltraciju i ubacivanje proprane masti b) kanile za infiltrisanje centrifugirane masti
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a. Proprana mast

Od ukupne koli¢ine dekantirane aspirirane masti odvojili smo deo za propiranje koji
je planiran za infiltraciju u misice lista. Otvor metalnog suda prekrili smo gazom koja je
pricvrséena za rubove posude. Aspirirana mast lagano se oslobodila iz Spriceva i postavila
na gazu. Mast se propirala sa 0,9% NaCl kroz gazu da bi se dodatno oslobodila od krvi i
fibrinskih ostataka. Tako propranu mast, odstranjenu od detritusa i krvi lagano se vrati u
Spriceve od 50ml DB na koje se postavi kanila za infiltraciju masti (Slika 6.). Deo masti
je odlozen u bocicu za histolosku i imunohistohemijsku analizu i preliven sa 10%

formalinom.

Slika 6. Pripremljena proprana mast za ubacivanje u list potkolenice

b. Centrifugirana mast

Deo dekantirane aspirirane masti koji je planiran za infiltraciju u potkozne slojeve
potkolenice se centrifugirao. Mast iz Spriceva od 50ml se lagano prebacila u Spriceve od
10ml Luer Lock. Spricevi su se hermeti¢ki zatvorili specijalnim &epovima, postavili u
sterilne epruvete i u centrifugu. Mast se centrifugirala na 2700rpm/3min. Nakon
centrifugiranja pazljivo su se izvukli Spricevi iz sterilne epruvete i odlozili u stalak.
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Sadrzaj u Spricevima se diferentovao u tri sloja: na dnu krv i infiltrat, srednji sloj masti i
na vrhu ulje. Uklonjeni su zastitni ¢epovi i Spricevi su se oslobodi te¢nog sadrzaja krvi i
infiltrata, nakon toga ponovo su se zatvorili ¢epom. Gornji sloj sa uljanim sadrzajem se
uklonio papirnim trakama. Cist sadrzaj masti u $pricevima se postave na kanile za

subkutano injektiranje ( Slika 7.). Uzorak centrifugirane masti se je odloZen u bocicu za

histolosku i imunohistohemijsku analizu i preliven 10% formalinom.

Slika 7. a) centrifugiranje b) centrifugirana mast diferentovana tri sloja ¢ ) izdvojene masne celije

B.) Tehnika infiltracije

Potkolenica je ¢vrsto postavljena u polozaj fleksije od 45 stepeni. Napravljeni su
incizioni otvori veli¢ine 2 mm na mestima ispod levog i desnog kondila kolena.
Spricevima od 50ml DB i infiltracionim kanilama debljine 3mm sa tri otvora veli¢ine
1.5mm, lagano se ude u sloj izmedu m. soleus-a i m. gastrocnemius-a, kao i unutar samih
miSica. Proprana mast se infiltrirala u malim koli¢inama i to pri izvlaenju kanile napolje.
U zavisnosti od planiranog crteza, region lista se popunjavao cirkumferentno. Nakon
praznjenja svakog Sprica pokolenica je masirana da bi se mast rasporedila u Sto tanjem

stoju. List se popunjavao do nivoa napetosti misica.

Kroz isti incizioni otvor infiltrirala se pripremljena centrifugirana mast, kanilama
debljine 1.2mm i Spricevima od 10ml Luer Lock, potkozno, ravnomerno, cirkumferentno,
su se popunjavali delovi ispod kolena. Zatim su se napravile incizione tacke iglom od
18G, lateralno i medijalno iznad gleznja, centrifugirana mast se infiltrirala potkozno
cirkumferentno ravnomerno u region iznad gleznja, a ispod lista i u region gleznja.
Popunjavanje se vrsilo uvek pri izvla¢enju kanile, ravnomerno u vise potkoznih slojeva i

viSe pravaca.

Tokom infiltracije su se proveravali prisutnosti pulseva na a.dorsalis pedis i a. poplitealis.
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Slika 8. a) injektiranje proprane masti u misi¢e b) injektiranje centrifugirane masti potkozno
C.) Masaza i bandaziranje

Potkolenice su se dobro izmasirale nakon zavrSenog popunjavanja da bi se mast razlila u
Sto tanjem sloju 1 da bi se proverila ravnomernost popunjavanja. Potkolenice su se dobro
oprale, incizione tacke i otvori su se zatvorili 1 postavljene su elasticne samolepljive trake
Sirine 7 x 20cm u obliku crepa. Noge su fiksirane ¢arapama sa permanentnim pritiskom od
15mm Hg. Specijalne nogavice za kontinuiranu vensku drenazu su postavljene preko carapa

sve vreme boravka u bolnici.
3.6. Postoperativne procedure

Ispitanici su bili na hospitalnom lecenju 24h, nakon toga od njih se zahtevalo
uobicajeno kretanje-Setnje, bez obaveznog lezanja i odmaranja. Pet dana nakon operacije
svi pacijenti su bili pod antibiotskom terapijom cefalosporina Il generacije per os.
Savetovani su da pri lezanju ili sedenju noge budu podignute. Elasti¢ni adhesivni flasteri
su se uklonili nakon sedam dana, a nastavljeno je sa kompresivnom zastitom-Carapama
od 15mmHg narednih mesec dana. Nakon operacije svi pacijenti imali su obavezu
tuSiranja mlakom i hladnom vodom naizmeni¢no, a nakon toga su ponovo oblacili carape.

Ishrana je bila hiperproteinska.
3.6.1. Postoperativno uzorkovanje

Uzorkovanje se obavljalo na Sestomesecnoj kontroli u operacionoj sali. Pacijenti su
pre uzorkovanja deteljno okupani. Potkolenice su se ocistile antisepticima. Potkozno u

nivou iznad gleznja sa unutrasnje strane injektiran je lokalni anestetik Lidokain 2%, zatim
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je napravljen punktiformni otvor iglom 18 G. Spricem od 10ml i aspiracionom kanilom
veli¢ine 1.2mm je uzet uzorak masti iz recipijentne regije u koli¢ini od 3ml. Uzorak masti
iz recipijentne regije je odlozen u bocicu za histolosku i imunohistohemijsku analizu i

preliven 10% formalinom.

3.7. Statisticka metodologija

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne i analiticke statisticke metode.

Od deskritpivnih statistickih metoda koris¢eni su:

- Apsolutni i relativni brojevi

- Mere centralne tendencije (aritmetic¢ka sredina, medijana)

- Mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije)

Od analitickih statistickih metoda kori$éeni su testovi razlike i analiza povezanosti.
Testovi za ispitivanje znacajnosti razlike koji su kori$¢eni u ovoj studiji su:
- Parametarski: t test i analiza varijanse (ANOVA)

- Neparametarski: Wilcoxon Signed Ranks test

Za ispitivanje povezanosti izmedu dve ordinalne varijable ili ordinalne i numericke
varijable, kao i numerickih varijabli koje nemaju normalnu raspodelu, koris¢ena je
Spirmanova korelaciona analiza. Za isptivanje povezanosti dve numericke varijable,

pri ¢emu obe imaju normalnu raspodelu, koris¢ena je Pirsonova korelaciona analiza.
Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
Nivo znacajnosti od 0,05 uzet je kao grani¢ni za odbacivanje nulte hipoteze.

Svi podaci su obradeni u SPSS 20,0 (IBM korporacija) softverskom paketu i R 3.4.0
(R Core Team (2017). R: A language and environment for statistical computing.

R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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4. REZULTATI

U studiji je ucestvovalo ukupno 67 pacijenata zenskog pola.
4.1. Starost i Antropometrija

Svim pacijentima uzet je anamnesticki podatak o starosti i uradene su
antropometrijske analize 1 deskriptivna i analiticka statistika pacijenata pre i 6 meseci

(6m) posle operacije prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Telesna tezina i indeks telesne mase pre i 6m posle operacije

Rezultat
A.S. SD Minimum Maksimum

testiranja
Starost 38,9 10,3 20 54 -
TM pre op. (kg) 6278 736 51.00 94.20 5627
TM 6m post op. (kg) 6182  7.09  47.00 91.00 p<0,001
ITM pre op. (kg/m?) 2643 48l 19.00 42.60 3381
IMT 6m post op. (kg/m?) 2568 438  19.00 40.00 p=0,001

Iz tabele se vidi da postoji smanjenje prosecne telesne mase, odnosno smanjenje

prosecnog indeksa telesne mase i ovaj pad je statisticki znacajan.

4.2. Aspirirana mast

Svim pacijentima je aspirirana mast i prose¢na koliina aspirirane masti u
mililitrima iznosi 1012,5+428,7, sa medijanom 950, minimalnom vrednos¢u od 300 ml i

maksimalnom vredno$¢u 2611 ml.
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4.3. Morfoloske i funkcionalne karakteristike analiziranih masti

Deskriptivna statistika morfoloskih i funkcionalnih karakteristika analiziranih

masti je prikazana u tabeli 2.

Tabela 2. Morfoloske i1 funkcionalne karakteristike analiziranih masti

Centrifugirana mast Proprana mast Recipijentna regija

Koli¢ina (ml) 157.24+£73.91 387.24+228.467
Povrsina ¢éelije (um?) 7723.76+907.94 9946.59+1113.67 2850.46+233.28
Broj KS/HPM 4.57+0.89 6.18+0.74 3.99+0.47
Preénik KS (um) 54.3343.18 54.3842.75 16.56+1.06
Povrsina KS (um?) 998.91+141.88 1622.71+432.32 3916.36+132.86
PDGF ekspresija
bez 2 (3.0%)
slaba 9 (13.4%) 60 (89.6%) 1 (1.5%)
umerena 58 (86.6%) 5(7.5%) 37 (55.2%)
intenzivna 29 (43.3%)
VEGF ekspresija
bez 49 (73.1%)
slaba 47 (70.1%) 18 (26.9%) 15 (22.4%)
umerena 20 (29.9%) 52 (77.6%)
intenzivna

EGF ekspresija

bez 57 (85.1%)

slaba 33 (49.3%) 10 (14.9%) 59 (88.1%)
umerena 34 (50.7%) 8 (11.9%)
intenzivna
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4.4. Proprana mast

Deskriptivna statistika proprane masti u slede¢e dve tabele prikazana je

deskriptivna statistika proprane masti.

Tabela 3. Karakteristike proprane masti

A.S. SD Median Minimum Maksimum
Koli¢ina (ml) 387.2 228.5 334 80 1,350
Povrsina ¢elije (umz) 9946.5 1113.7 10119.5 7390.2 12001.3
Broj KS/HPM 6.18 74 6.00 4.00 8.00
Pre¢nik KS (pm) 54.38 2.75 54.72 48.67 59.14
_ 5 1,622.7
Povrsina KS (upm”) 432.3 1,753.5 603.5 2,291.3
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Slika 9. Mikrofotografija proprane masti (HE, 100x): Proprana mast je mikroskopski ocuvane
histoloske grade, ¢eliska membrana je jasna i kontinuirana. Jedra su vijabilna, periferno

postavljena. Vaskularni elementi redukovani, endotel vijabilan.
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Slika 10 (a,b): Morfometrijske karakteristike proprane masti (HE, 200x): Lipociti su relativno

uniformnih dimenzija i povrSina, uz lake varijacije u obliku.

U sledecoj tabeli (Tabela 4.) prikazana je distribucija faktora rasta iz proprane

masti.

Tabela 4. Ekspresija faktora rasta proprane masti

N %

bez 2 3,0%
PDGF slaba 60 89,6%

umerena 5 7,5%

bez 49 73,1%
VEGF

slaba 18 26,9%

bez 57 85,1%
EGF

slaba 10 14,9%

Za razliku od centrifugirane masti, ucestalost PDGF faktora rasta ima najvecu
ucestalost slabe ekspresije. VEGF slaba ekspresija je zastupljena kod jedne Cetvrtine

pacijenata, a EGF ista kategorija kod jedne sedmine.
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4.5. Centrifugirana mast

Analogno propranoj masti, koli¢ina, povrsina ¢elije, broj krvnih sudova, pre¢nik

i povrsina krvnih sudova prikazana je u tabeli 5.

Tabela 5. Karakteristike centrifugirane masti

A.S. SD Median Minimum Maksimum
Koli¢ina (ml) 157.2 73.9 160 30 350
Povriina Celije (um?) 7723.7 907.9 7654.8 5432.3 9487.9
Broj KS/HPM 4.57 .89 4.00 2.00 6.00
Pre¢nik KS (pm) 54.33 3.18 54.32 48.11 64.37
Povr§ina KS (um?) 998.9 141.9 991.1 608.3 1,250.1

Slika 11. Mikrofotografija centrifugirane masti (HE, 100x): Znacajno naborana ¢elijska

membrana lipocita, uz fokalne prekide kontinuiteta. Jedra su o¢uvana, homogeno prebojena.

Znaci intersticijske ekstravazacije eritrocita.
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Slika 12 (a,b). Karakteristike centrifugirane masti (HE, 200x): Lipociti su manjih dimenzija u
odnosu na propranu mast. Vaskulrani elementi prisutni, slicnih morfometrijskih karakteristika

kao u propranoj masti, uz redukciju broja i lako smanjnje povrsine.

U sledec¢oj tabeli (Tabela 6.) prikazana je distribucija faktora rasta iz

centrifugirane masti.

Tabela 6. Ekspresija faktora rasta centrifugirane masti

N %

slaba 9 13,4%
PDGF

umerena 58 86,6%

slaba 47 70,1%
VEGF

umerena 20 29,9%

slaba 33 49,3%
EGF

umerena 34 50,7%

Iz tabele se jasno vidi da je ucestalost umerene ekspresije najve¢a u PDGF faktoru
rasta, dok kod EGF polovina ima slabu, a polovina umerenu ekspresiju. Kada je u pitanju

faktor rasta VEGF umerena ekspresija je kod tre¢ine pacijenata.
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4.6. Recipijentna regija

Analogno centrifugiranoj i propranoj masti, u sledece dve tabele prikazana je

deskriptivna statistika recipijentne regije.

Tabela 7. Karakteristike recipijentne regije

A.S. SD Median Minimum Maksimum
Povriina ¢elije (um?) 2850.4 2333 2883.3 1625.4 3182.2
Broj KS/HPM 3.99 A48 4.00 3.00 5.00
Pre¢nik KS (pm) 16.56 1.06 16.79 13.28 18.59
Povriina KS (um?) 3916.4 132.9 3918.0 3629.0 4490.0

Slika 13. Mikrofotografija recipijentne masti (HE, 100x): Prisutne su znacajne u veli¢ine

¢elija, uz oCuvanje oblika i kontinuiteta membrane.
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Slika 14 (a, b). Karakteristike recipijentne masti (HE, 200x): Dimenzije i povrSina adipocita
znatno manji nego kod centrifugirane i proprane masti. Izrazena vaskularizacija sa naglasenim

endotelom.

U sledecoj tabeli (Tabela 8.) prikazana je distribucija faktora rasta recipijentne regije.

Tabela 8. Ekspresija faktora rasta recipijentne regije

N %

slaba 1 1,5%
PDGF umerena 37 55,2%

intenzivna 29 43,3%

slaba 15 22,4%
VEGF

umerena 52 77,6%

slaba 59 88,1%
EGF

umerena 8 11,9%

Na osnovu prikazane distribucije pacijenata utvrdeno je da su pacijenti sa umerenom i
intenzivnom ekspresijom u slicnom procentu kada je u pitanju PDGF, dok je umerena
ekspresija u VEGF faktoru zastupljena kod tri Cetvrtine pacijenata, a isti nivo ekspresije

EGF kod jedne desetine pacijenata.
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4.7. Korelacija starosti i histoloSkih karakteristika uzorka masti iz
recipijentne regije
Korelaciona analiza starosti i1 histoloskih karakteristika recipijentneregije

prikazana je u tabeli 9.

Tabela 9. Starost i karakteristike recipijentne regije

Starost

r ,155
PovrSina ¢elija

P 211

r -213
Preénik KS

p ,083

r ,206
Povr$ina KS

p ,094

Rho -,152
Broj KS/HPM

p ,220

r — koeficijent Pirsonove linearne korelacije; rho — koeficijent Spirmanove korelacije ranga; p - signifikantnost

Iz tabele se vidi da postoji slaba, negativna korelacija starosti i pre¢nika KS
recipijentne regije, ali ova korelacija nije znac¢ajna na konvencionalnom nivou znac¢ajnosti
od 0,05. Nesto slabija, ali takode bez znacajnosti je i korelacija sa povrSinom KS, samo

Sto se radi o pozitivnoj, a ne o negativnoj korelaciji.

Kada su u pitanju faktori rasta, s'obzirom da se radi samo o dve kategorije, u tabeli

10. prikazana je deskriptivna i analiticka statistika starosti.

Tabela 10. Faktori rasta recipijentne regije u odnosu na starost

AS. SD Rezultat testiranja

umerena 38.4 9.6 t=-0,532
PDGF

intenzivna 39.7 11.2 p=0,597

slaba 32.6 8.9 t=-2,861
VEGF

umerena 40.8 10.0 p=0,006

slaba 40.1 10.2 t=2,541
EGF

umerena 30.6 7.1 p=0,013
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Iz tabele se vidi da postoji znacajna razlika izmedu VEGF i EGFR gradacija
ekspresije po starosti. Naime, prose¢na starost je znacajno veca kod pacijenata sa

umerenomekspresijom VEGF, a suprotno kada je u pitanju EGFR.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 1).

Grafikon 1. Faktori rasta recipijentne regije u odnosu na starost
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4.8. Promena obima potkolenice po lokalizaciji i strani tela

Svim pacijentima je meren obim na Cetiri nivoa potkolenice levo i desno.
Deskriptivna statistika obima pre i 6m posle operacije, prose¢na promena obima i koli¢ina

injektirane masti je prikazana u tabeli 11.
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Tabela 11. Dimenzije potkolenice pre i 6m posle operacije i koli¢ina injektirane masti

Pre op. Post op.6m Promena Injektirana
Lokalizacija  Strana
(cm) (cm) obima (cm)* mast (ml)

levo 31.04+£2.20  32.87+2.12 1.83+1.34 33.18+13.55
Ispod kolena

desno 31.28+2.21  33.10+1.87 1.82+1.45 32.61+£13.91

levo 33.50+2.23  35.72+1.84 2.22+1.53 156.93+54.62
List

desno 33.64+2.14  35.82+1.68 2.18+1.37 152.12+60.71

levo 23.06+1.64  24.29+1.38 1.23+1.20 23.85+9.75
Iznad gleznja

desno 23.21£1.69  24.31+£1.52 1.09+1.16 23.81£11.25

levo 20.41+1.38  21.49+1.00 1.08+1.04 15.15+£5.01
Glezanj

desno 20.48+1.43  21.53+1.04 1.04+.089 14.70+4.85

*Sve promene obima su visoko statisticki znac¢ajne na nivou p<0.001 (t test)

Promene obima su svuda prisutne, a najve¢a promena je u srednjem nivou lista.
Statistickom analizom, t testom za vezane uzorke, utvrdeno je da su sve promene visoko

statisticki znacCajne.

Razlike u obimu pre i posle operacije su prikazane i graficki (Grafikon 2 i1 Grafikon 3).
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Grafikon 2. Promena obima potkolenice po lokalizacijama
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Grafikon 3. Promena obima potkolenice po lokalizacijama
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Legenda: L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-6mnakonoperacije
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4.9. Promena obima potkolenice u odnosu na koli¢inu infiltrirane masti i

preoperativni obim

U tabeli 12. prikazane su korelacije promena obima u cm pre operacije i 6m posle
operacije i koli¢ine infiltrirane masti na datom nivou potkolenice i pocetnog obima na

datoj lokalizaciji.

Tabela 12. Korelacija promene obima potkolenice sa infiltrirane masti 1 pocetnim

obimom
Ispod kolena List Iznad gleznja Glezanj
levo desno levo desno levo desno levo desno
Infiltrirana
A491**  507**  560%*  737** .179 .309* .073 246*
mast
Pocetni -
-363%% - 543%*%  _573%*  _613%¥* - 550%*% _483*%* _ 694%*
obim .688**

#p<0.05 **p<0.01

Na osnovu rezultata korelacione analize utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
korelacija promene dimenzije i infiltrirane masti ispod kolena i u srednjem nivou lista,
kao 1 infiltrirane masti i promene obima iznad gleznja desno i u nivou gleznja desno, dok
levo nema znacajne razlike. Sve korelacije su slabe do jake i sve su pozitivnog smera.
Korelacije promena obima potkolenice i poCetnog obima su sve statisticki znacajne,

solidne do jake i sve su negativnog smera.

Rezultati korelacione analize infiltrirane masti i promena obima potkolenice u

razli¢itim lokalizacijama je prikazana i graficki (Grafikon 4.).
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Grafikon 4. Korelacija infiltrirane masti i promene obima potkolenice
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CP pre 1 CP 6m post 1

Aksijalni presek — pre 1 Aksijalni presek — 6m post 1
Legenda: AP — prikaz spreda; PP — zadnji prikaz; CP — koronarni presek
Slika 15. Fotografije i prikaz magnetne rezonance pacijenta pre i Sest meseci posle
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Aksijalni presek — pre 1 Aksijalni presek — FS 6m post 1

Legenda: AP — prikaz spreda; PP — zadnji prikaz; CP — koronarni presek

Slika 16. Fotografije i prikaz magnetne rezonance pacijenta pre i Sest meseci posle
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Pac. 3 GO

AP pre AP 6m post PP pre PP 6m post

Aksijalni presek — pre 1 Aksijalni presek — 6m post 1

Legenda: AP — prikaz spreda; PP — zadnji prikaz; CP — koronarni presek

Slika 17. Fotografije i prikaz magnetne rezonance pacijenta pre i Sest meseci posle
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4.10. Proprana mast i dimenzije potkolenice

U tabeli 13. prikazana je korelaciona analiza morfoloskih karakteristika

proprane masti i obima lista pre i 6m posle operacije.

Tabela 13. MorfoloSke karakteristike proprane masti i obima lista

Povr§ina Broj . ]
Proprana mast Pre¢nik KS  Povrs$ina KS
celije KS/HPM

r -,260 ,017 ,005 -,051 ,044
List L1

p ,034 ,889 971 ,679 ,724

r -,080 ,191 ,055 -,117 ,038
List L2

p ,520 ,121 ,6601 ,345 ,760

r -,127 ,191 -,146 ,088 ,083
List D1

p ,307 ,122 ,238 481 ,506

r ,072 ,213 -,053 -,073 ,018
List D2

p ,564 ,084 ,670 ,559 ,883

r — koeficijent Pirsonove linearne korelacije; p — signifikantnost; KS-krvni sud; L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-

posle operacije

Na osnovu rezultata korelacione analize utvrdeno je da je jedino znacajna
korelacija koli¢ine proprane masti i obima lista levo pre operacije. Ova korelacija je
negativnog smera i slaba. Jedini koficijent korelacije koji se jo§ moze izdvojiti i koji je
blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti je korelacija povrSine ¢elija i obima lista desno

6m posle operacije. Ova korelacija je pozitivna i slaba.
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Slede¢a analiza (Tabela 14.) predstavlja korelacionu analizu karakteristika

proprane masti i promene obima lista levo i desno.

Tabela 14. Morfoloske karakteristike proprane masti i promena obima lista

Proprana Povr§ina Broj
Pre¢nik KS Povr§ina KS
mast celije KS/HPM

r ,281 ,205 ,059 -,066 -,018
delta List L

p ,021 ,006 ,636 ,596 ,885

r ,285 -,035 ,162 -,225 -,106
delta List D

p ,019 , 776 ,190 ,067 ,393

r — koeficijent Pirsonove linearne korelacije; p — signifikantnost; KS-krvni sud; L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-

6m posle operacije

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da postoji znacajna, pozitivna korelacija koli¢ine
proprane masti i promene obima lista i levo i desno. Korelacija precnika KS i promene
obima desnog lista je blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti, negativnog je smera i

slaba.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 5.).
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Grafikon 5. Odnos koli¢ine proprane masti i promena obima lista
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4.11. Centrifugirana mast i dimenzije potkolenice

U daljoj analizi analizirana je povezanost karakteristika centrifugirane masti i

obima potkolenice pre i 6m posle operacije (Tabela 15.).

Tabela 15. Korelacija karakteristika centrifugirane masti i obima potkolenice

Koli¢ina (ml) PovrS$ina ¢elije Broj KS/HPM  Pre¢nik KS  Povr§ina KS

Ispod r ,043 ,222 ,095 -,077 ,075
kolena L1 p ,729 ,070 445 ,534 ,548
Ispod r ,021 ,114 ,087 -,072 ,059
kolena L2 p ,864 ,360 486 ,565 ,636
Ispod r -,123 ,174 -,063 ,002 ,156
kolena D1 p ,320 ,158 ,610 ,989 ,208
Ispod r -,084 ,082 ,032 ,029 ,143
kolena D2 p 498 ,510 797 ,813 ,247
Iznad r ,098 ,067 ,280 ,034 -,085
gleznja L1 p 431 ,589 ,022 ,783 ,496
Iznad r ,2601 ,059 ,284 ,198 ,042
gleznja L2 p ,033 ,633 ,020 ,109 ,735
Iznad r ,070 -,074 ,162 ,079 ,039
gleznja D1p ,575 ,551 ,189 ,525 ,752
Iznad r ,178 ,069 ,257 ,192 ,019
gleznja D2 p ,150 ,578 ,035 ,120 ,880

r ,058 -,022 ,140 ,129 ,035
Glezanj L1

p ,644 ,862 ,259 297 ;776
Glezanj L2r ,092 -,017 ,098 ,049 ,044

p ,460 ,893 430 ,692 ,726
Glezanj r -,031 ,020 ,137 ,109 ,016
D1 p ,803 ,874 ,268 ,382 ,899
Glezanj r ,044 ,033 ,161 ,051 -,002
D2 p 725 ,788 ,194 ,682 ,984

r — koeficijent Pirsonove linearne korelacije; p — signifikantnost; L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-6m posle

operacije
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Na osnovu rezultata korelacione analize utvrdeno je da postoji nekoliko statisticki
znacajnih korelacija izmedu karakteristika centrifugirane masti i obima potkolenice.
Korelacija povrsine ¢elija centrifugirane masti sa dimenzijom ispod kolena na levoj nozi
pre operacije blizu konvencionalnog nivoa zna¢ajnosti, pozitivnog je smera i male jacine.
Takode, znacajne korelacije su izmedu koli¢ine centrifugirane masti iobima potkolenice
iznad gleznja na levoj nozi 6m posle operacije, kao i broj krvnih sudova sa obimom
potkolenice iznad gleznja na levoj nozi pre i 6m posle operacije, kao i obima iznad gleznja

na desnoj nozi 6m posle operacije.
Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 6.).

Grafikon 6. Korelacije karakteristika centrifugirane masti i obima potkolenice od kolena

do gleznja
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Legenda: L-levo; D-desno;1-pre operacije; 2-6m posleoperacije; KS-krvnisud
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Tabela 16. Korelacija koli¢ine i morfoloskih karakteristika centrifugirane masti i

promene obima potkolenice

Koli¢ina (ml) PovrSina ¢elije Broj KS/HPM Pre¢nik KS PovrSina KS

delta r 037 ~186 019 014 2030
Ispodkolena

L p 765 132 880 912 812
delta r 079 ~160 138 035 2052
Ispodkolena

b p 524 197 266 777 674
delta r 169 023 ~054 182 164
Iznadgleznja

L p 172 853 666 142 184
delta r 132 200 101 137 2033
Iznadgleznja

D p 288 105 418 270 792
telta r 012 013 092 124 2005
Glezanj L 925 919 461 316 1966
telta r 101 007 032 114 028
Glezanj D 417 952 795 357 820

1z tabele se vidi da nema statisti¢ki znacajnih korelacija izmedu koli¢ine i morfoloskih

karakteristika centrifugirane masti i promene obima potkolenice levo i desno.
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4.12. Faktori rasta i dimenzije potkolenice

Dalja analiza obuhvatila je testiranje razlike faktora rasta centrifugirane masti i
obima potkolenice. Deskriptivna i analitiCka statistika PDGF faktora rasta i obima

potkolenice je prikazana u tabeli 17.

Tabela 17. PDGF centrifugirane masti i obimi potkolenice

CM PDGFR ekspresija
slaba (n=9) umerena (n=58) P vrednost
AS. SD AS. SD
Ispod kolena L1 30.94 2.21 31.06 2.22 ,885
Ispod kolena L2 32.78 2.05 32.89 2.15 ,886
Ispod kolena D1 31.94 2.55 31.18 2.17 ,340
Ispod kolena D2 33.33 2.12 33.07 1.86 ,698
List L1 33.56 2.83 33.49 2.16 937
List L2 35.89 2.71 35.69 1.71 ,766
List D1 34.67 1.35 33.48 2.20 ,123
List D2 36.83 .87 35.66 1.74 ,053
Iznad gleznja L1 23.11 1.54 23.06 1.67 ,932
Iznad gleznja L2 24.33 1.00 24.29 1.44 ,936
Iznad gleznja D1 23.33 1.58 23.20 1.73 ,824
Iznad gleznja D2 24.44 .88 24.29 1.61 , 784
Glezanj L1 20.50 1.54 20.40 1.38 ,837
Glezanj L2 21.61 1.41 21.47 .94 ,706
Glezanj D1 20.44 1.59 20.49 1.42 ,928
Glezanj D2 21.44 1.26 21.54 1.02 , 794

L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-6m posle operacije; CM-centrifugirana mast

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da nema statisticki znacajnih razlika. Jedino
je razlika na samoj granici konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti kada je u pitanju list desno

posle operacije.
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Sledeca analiza predstavlja faktor rasta VEGF u odnosu na iste parametre kao i u

prethodnoj analizi. Rezultati analize su prikazani u tabeli 18.

Tabela 18. VEGF centrifugirane masti i obima potkolenice

CM VEGEF ekspresija
slaba (n=47) umerena (n=20) p vrednost
AS. SD AS. SD
Ispod kolena L1 31.11 2.30 30.90 2.00 ,729
Ispod kolena L2 32.89 2.15 32.82 2.11 ,905
Ispod kolena D1 31.40 2.35 31.00 1.89 ,499
Ispod kolena D2 33.06 1.86 33.20 1.98 ,788
List L1 33.06 2.31 34.53 1.67 ,013
List L2 35.35 1.86 36.58 1.55 ,012
List D1 33.31 2.18 34.43 1.87 ,050
List D2 35.52 1.69 36.53 1.51 ,025
Iznad gleznja L1 22.93 1.73 23.40 1.39 ,281
Iznad gleznja L2 24.10 1.49 24.78 .98 ,066
Iznad gleznja D1 23.02 1.78 23.67 1.43 ,154
Iznad gleznja D2 24.07 1.63 24.87 1.10 ,023
Glezanj L1 20.23 1.25 20.83 1.62 ,111
Glezanj L2 21.34 1.00 21.85 .95 ,056
Glezanj D1 20.36 1.36 20.78 1.59 ,283
Glezanj D2 21.39 1.06 21.85 .96 ,102

L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-6m posle operacije; CM-centrifugirana mast

Za razliku od prethodne analize, ovde postoji dosta ve¢i broj znacajnih razlika. Te razlike
odnose se na razliku izmedu grupa po obimima lista levo i desno, pre i 6m nakon
operacije,obimima iznad gleznja 6m nakon operacije levo i desno, glezanj levo 6m nakon

operacije.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 7).
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Grafikon 7. VEGF centrifugirane masti u odnosu na obime potkolenice
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U daljoj analizi, analogno prethodnoj, analizirana je razlika izmedu EGF-a 1

obima potkolenica (Tabela 19).

Tabela 19. EGF centrifugirane masti i obimi potkolenica pre op i 6m posle operacije

CM EGF ekspresija

slaba (n=33) umerena (n=34) p vrednost
AS. SD AS. SD
Ispod kolena L1 31.38 1.70 30.72 2.58 ,224
Ispod kolena L2 33.33 1.22 32.43 2.67 ,080
Ispod kolena D1 31.45 2.04 31.12 2.39 ,538
Ispod kolena D2 33.44 1.22 32.78 2.32 ,152
List L1 34.06 2.20 32.96 2.15 ,042
List L2 36.06 1.75 35.38 1.90 ,134
List D1 34.11 2.24 33.19 1.97 ,080
List D2 36.24 1.42 35.41 1.84 ,043
Iznad gleznja L1 23.42 1.30 22.72 1.86 ,078
Iznad gleznja L2 24.44 1.21 24.16 1.55 417
Iznad gleznja D1 23.47 1.61 22.97 1.77 ,229
Iznad gleznja D2 24.50 1.27 24.13 1.74 ,328
Glezanj L1 20.73 1.33 20.10 1.39 ,065
Glezanj L2 21.74 .98 21.25 .98 ,043
Glezanj D1 20.70 1.39 20.28 1.47 ,236
Glezanj D2 21.74 .92 21.32 1.13 ,101

L-levo; D-desno; 1-pre operacije; 2-6m posle operacije; CM-centrifugirana mast

Kao $to se vidi iz tabele, znacajne razlike izmedu grupa su po listu levo pre operacije,
listu desno 6m posle operacije, gleznju levo 6m posle operacije. Razlike koje su veoma
blizu konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti su izmedu grupa po dimenzijama ispod kolena
levo 6m posle operacije, listu desno pre operacije, iznad gleznja levo pre operacije,

gleznja levo pre operacije.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 8).
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Grafikon 8. EGF centrifugirane masti u odnosu na obime potkolenica
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4.13. Korelacija karakteristika centrifugirane masti i recipijentne regije

Dalja analiza obuhvatila je korelacionu analizu centrifugirane masti i

recipijentne regije (Tabela 20).

Tabela 20. Korelacija karakteristika centrifugirane masti i recipijentne regije

CM Broj
Koli¢ina (ml) PovrSina ¢elije Pre¢nik KS  Povrsina KS

RR KS/HPM

r ,064 ,162 ,060 ,142 -,252
PovrSina ¢elija

p ,607 ,190 ,629 ,252 ,040

r -,066 -,041 ,127 -,362 -,168
Broj KS/HPM

p ,597 ,743 ,305 ,003 ,174

r -,151 -,235 -,043 ,135 ,057
Pre¢nik KS

P ,222 ,056 , 732 ,275 ,649

r ,154 -,070 -,206 -,031 -,032
Povrsina KS

P 215 ,576 ,094 ,805 ,800

r — koeficijent Pirsonove linearne korelacije; p — signifikantnost; KS-krvni sud; CM-centrifugirana mast; RR-
recipijentna regija

Na osnovu rezultata korelacione analize utvrdeno je da postoji znacajna povezanost
precnika KS centrifugirane masti i broja KS recipijentne regije. Takode, postoji znac¢ajna
povezanost povrSine KS centrifugirane masti i povrSine Celija recipijentne regije. Obe

navedene korelacije su znacajne, solidne jacine i negativnog smera.

Zatim je uradena komparacija centrifugirane masti i1 recipijentne regije i deskriptivna

statistika i rezultati testiranja su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Razlika karakteristika centrifugirane masti i recipijentne regije

Centrifugirana mast Recipijentna regija p vrednost®
Povriina Celije (um?) 7723.7£907.9 2850.5+233.3 <0.001
Broj KS/HPM 4.57+0.89 3.99+0.48 <0.001
Pre¢nik KS (pm) 54.33£3.18 16.56+1.06 <0.001
Povr§ina KS (um?) 998.9+141.8 3916.4+132.8 <0.001

% test za vezane uzorke
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1z tabele se vidi da su sve razlike statisticki znacajne. Naime, recipijentna regija ima tri
puta manju povrsinu Celije kao 1 precnik Celije. Ali, recipijentna regija ima cetiri puta
veéu povrsinu KS, dok je broj krvnih sudova centrifugirane masti neSto ve¢i od

recipijentne regije.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 9.).

Grafikon 9. Razlike centrifugirane masti i recipijentne regije
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Slika 18 (a-f). Razlike centrifugirane masti i recipijentne regije (HE, 100x): Lipociti u
centrifugiranoj masti su diskoherentni, naboranih membrana, krvni sudovi su pojedinacni i sitni
(a,b). Recipijentna mast pokazuje ¢elijsku koheziju, glatke memrane ¢elija i vaskularni sincicijum

u intersticijumu (d,e). Fokusi nekroze u recipijentnoj masti su znac¢ajno manji. (strelice)
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4.14. Odnos ekspresije faktora rasta recipijentne regije i karakteristika

centrifugirane masti

U tabeli 22. prikazana je deskriptivna i analiticka statistika odnosa ekspresije

faktora rasta recipijentne regije i karakteristika centrifugirane mast.

Tabela 22. Ekspresija faktora rasta recipijentne regije i karakteristika centrifugirane

masti

Centrifugirana mast

Ekspresija faktora rasta RR

p vrednost®

(M) Slaba Umerena Izrazena

PDGF RR (n)° 1 37 29

Koli¢ina (ml) 170 161.32+76.07 151.59+73.32 0.602
Povrina éelije (um?) 8559.6 7806.3+£889.9  7589.6+933.9 0.340
Broj KS/HPM 4.00 4.65+0.82 4.48+0.99 0.459
Pre¢nik KS (pm) 55.03 54.39+3.41 54.23+2.98 0.844
Povrsina KS (um?) 1186.8 999.1+116.9 992.2+169.0 0.846
VEGF RR (n) 15 52

Koli¢ina (ml) 165.00+68.92  155.00+75.78 0.648
Povrina éelije (um?) 7454.14£974.9  7801.5+882.2 0.194
Broj KS/HPM 4.80£0.77 4.50+0.92 0.254
Pre¢nik KS (pm) 54.19+£3.29 54.37+3.18 0.847
Povrsina KS (um?) 1032.9+137.5  989.1+142.9 0.295
EGF RR (n) 59 8

Koli¢ina (ml) 164.39+71.88  104.50+71.28 0.030
Povrsina éelije (um?) 7692.84925.9  7952.2+775.1 0.452
Broj KS/HPM 4.59+0.89 4.38+0.92 0.520
Pre¢nik KS (pm) 54.47+3.18 53.33£3.22 0.346
Povrsina KS (um?) 996.9+135.6  1013.7+192.6 0.755

i test; n-broj uzoraka; °Za PDGFR nije testirana kategorija slaba (samo 1 pacijent); RR-recipijentna regija

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da su razlike izmedu kategorija
ekspresije faktora rasta recipijentne regije po karakteristikama centrifugirane masti bez
statistiCke znacajnosti, osim kada je u pitanju koli¢ina centrifugirane masti i EGF faktor

rasta recipijentne regije. Naime, postoje odredene razlike kada je u pitanju povrsina Celije,
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ali konvencionalni nivo statisticke znacajnosti nije dostignut. Obzirom da PDGF ima tri
kategorije, paralelno je uradena i Spirmanovakorelaciona analiza ali su korelacioni
koeficijenti u rasponu od -0.123 do 0.007 1 svi su bez statisticke znacajnosti $to samo

potvrduje prethodnu analizu (medugrupne razlike).
4.15 Faktori rasta centrifugirane, proprane i recipijentne regije

Distribucija pacijenata u odnosu na ekspresiju faktora rasta (PDGF, VEGF i EGF)

prikazana je u tabeli 23.

Tabela 23. Ekspresija faktora rasta u razli¢itim uzorcima

bez slaba umerena izrazena
N 9 58
CM PDGF
% 13,4% 86,6%
N 47 20
CM VEGF
% 70,1% 29,9%
N 33 34
CM EGF
% 49,3% 50,7%
N 2 60 5
PM PDGF
% 3,0% 89,6% 7.5%
N 49 18
PM VEGF
% 73,1% 26,9%
N 57 10
PM EGF
% 85,1% 14,9%
N 1 37 29
RR PDGF
% 1,5% 55,2% 43,3%
N 15 52
RR VEGF
% 22,4% 77,6%
N 59 8
RR EGF
% 88,1% 11,9%

CM-centrifugirana mast; PM-proprana mast; RR-recipijentna regija

Iz tabele se vidi da je najveéi procenat pacijenata sa slabom, a zatim umerenom
ekspresijom. Pojedini pacijenti nemaju ekspresiju faktora rastau propranoj masti; najvece
je odsustvo EGF-a najmanje PDGF-a. PDGF ima izrazenu ekspresiju u recipijentnoj
regiji.
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Slika 19. Ekspresija faktora rasta u centrifugiranoj masti (IHH, 400x): Ispitivani faktori rasta

pokazuju umerenu ekspresiju. A najzastupljenji je PDGF.
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Slika 20. Ekspresija faktora rasta u propranoj masti (IHH, 400x): Ekspresija faktora rasta je

najveéem broju uzoraka bila slabog intenziteta. Najmanje je bio zastupljen EGF.
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Slika 21. Ekspresija faktora rasta u recipijentnoj masti (IHH, 400x): Primeéeno je znacajno

povecanje ekspresije svih faktora rasta u odnosu na donorsku mast.
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Sledece tabele predstavljaju distribuciju faktora rasta centrifugirane masti irecipijentne

regije (Tabela 24, 25, 26).

Tabela 24. Odnos ekspresije PDGF faktora rasta u centrifugiranoj masti i recipijentnoj

regiji
RR PDGF Ukupno
slaba umerena izrazena
N 0 5 4 9
slaba
% 0,0% 55,6% 44.4% 100,0%
CM PDGF
N 1 32 25 58
umerena
% 1,7% 55,2% 43,1% 100,0%
N 1 37 29 67
Ukupno
% 1,5% 55,2% 43,3% 100,0%

CM-centrifugirana mast: RR-recipijentna regija

Na osnovu dobijenih rezultata se vidi da se uvecini uzoraka koli¢ina faktora rasta odrzava
ili se povecava. StatistiCkom analizom je utvrdeno da je ova promena visoko statisticki

znacajna (Z=-5,365; p<0,001).

Tabela 25. Odnos ekspresije VEGF faktora rasta u centrifugiranoj masti i recipijentnoj

regiji
RR VEGF Ukupno
slaba umerena
N 9 38 47
slaba
% 19,1% 80,9% 100,0%
CM VEGF
N 6 14 20
umerena
% 30,0% 70,0% 100,0%
N 15 52 67
Ukupno
% 22.4% 77,6% 100,0%

CM-centrifugirana mast: RR-recipijentna regija
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Na osnovu dobijenih rezultata se vidi da u velikom procentu uzoraka ekspresija VEGF
postaje intenzivnija (menja se od slabe ka umerenoj).Statistickom analizom je utvrdeno

da je ova promena visoko statisti¢ki znacajna (Z=-4,824; p<0,001).

Tabela 26. Odnos ekspresije EGF faktora rasta u centrifugiranoj masti i recipijentnoj

regiji
RR EGF Ukupno
slaba umerena
N 31 2 33
slaba
% 93,9% 6,1% 100,0%
CM EGF
N 28 6 34
umerena
% 82,4% 17,6% 100,0%
N 59 8 67
Ukupno
% 88,1% 11,9% 100,0%

CM-centrifugirana mast: RR-recipijentna regija

Na osnovu dobijenih rezultata uoCava se da u najve¢em procentu uzoraka koli¢ina
ekspresije EGF-a se nemenja odnosno ekspresija je slabog intenziteta. Takode utvrdeno
je da postoji promena umerene ekspresije u slabu ekspresiju kod pojedinih uzoraka.
Statistickom analizom je utvrdeno da je ova promena statisticki znacajna (Z=-4,747,;

p<0,001).

Distribucija uzoraka pacijenata u odnosu na promenu ekspresije faktora rasta je prikazana

u tabeli 27.

Tabela 27. Distribucija u odnosu na promenu ekspresije faktora rasta

smanjenje nepromenjeno povecanje

N 1 32 34
PDGF

% 1,5% 47,8% 50,7%

N 6 23 38
VEGF

% 9,0% 34,3% 56,7%

N 28 37 2
EGF

% 41,8% 55,2% 3,0%
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Na osnovu distribucije, PDGF i VEGF kod polovine pacijenata raste, dok EGF kod nesto

manje od polovine pacijenata ima smanjenje.

Dalja analiza predstavlja deskriptivnu statistiku promene ekspresije faktora rasta u

odnosu na promene obima potkolenice (Tabela 28., Tabela 29., Tabela 30).

Tabela 28. Promena ekspresije faktora rasta PDGF u odnosu na promenu obima

potkolenice
PDGEF ekspresija
Promena obima — : — . b
Smanjenje  Nepromenjeno Povecanje  p vrednost Rho
aem (n=1) (n=32) (n=34)
Ispod kolena L 3.0 1.9+1.5 1.7£1.2 0.642 -0.123
Ispod kolena D 2.5 1.7¢1.2 1.9+1.7 0.685 -0.049
List L 3.0 2.4+1.7 2.0+1.4 0.307 -0.146
List D 2.0 2.3+1.5 2.1+1.3 0.637 -0.050
Iznad gleznja L 2.0 1.4+1.3 1.0£1.1 0.226 -0.139
Iznad gleznja D 1.0 1.3£1.3 1.0£1.1 0.305 -0.091
Glezanj L 0 1.1+1.1 1.1£1.0 0.972 0.067
Glezanj D 0 1.1+0.9 1.0+£0.9 0.878 0.022

"Rezultati t test izmedu kategorija nepromenjeno i poveéanje’KoeficijentSpirmanove korelacije (nema zna&ajnih

korelacija)

Na osnovu dobijenih rezultata se vidi da je prosec¢na promena obima sli¢na kod pacijenata
sa nepromenjenom ekspresijom i sa poveéanjem. Cak su pacijenti sa poveéanjem
ekspresije imali neSto manje prosecne promene obima potkolenice, ali ova razlika nije
statisticki znacajna. S‘obzirom da samo jedan pacijent ima smanjenje, on nije uzet u
analizu. Isti zakljucak dobija se i kada se uradi Sprimanovakorelaciona analiza i kada se
uzmu sve tri kategorije promene ekspresije. Naime, korelacioni koeficijenti kre¢u se od -

0.146 do 0.067 i nijedna korelacija nije statisticki znac¢ajna.
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Tabela 29. Promena ekspresije faktora rasta VEGF u odnosu na promenu obima potkolenice

Promena obima VEGF ckspresija b
Smanjenje  Nepromenjeno  Povecanje  p vrednost® Rho

aem (n=6) (n=23) (n=38)

Ispod kolena L 1.3+2.4 2.2+1.0 1.7+£1.3 0.261 -0.136
Ispod kolena D 1.8+1.2 1.9+1.3 1.7£1.6 0.894 -0.106
List L 1.3+1.4 2.5+1.4 2.2+1.6 0.220 0.026
List D 1.4+1.1 2.2+1.3 2.3+1.5 0.368 0.094
Iznad gleznja L 1.5+0.8 1.4+1.3 1.1£1.2 0.438 -0.163
Iznad gleznja D 1.4+1.0 1.1+1.4 1.1£1.0 0.785 -0.007
Glezanj L 1.2+1.7 1.0+1.1 1.1+£0.9 0.965 0.039
Glezanj D 1.6+1.4 0.9+0.9 1.0+0.8 0.266 -0.013

"Rezultati ANOVA testa °KoeficijentSpirmanove korelacije (nema zna&ajnih korelacija)

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da nema znacajnih razlika izmedu VEGF
promena po promenu obima potkolenice. Ali, evidentno je da postoje odredene razlike u
pojedinim nivoima potkolenice. Korelacionom analizom je utvrdeno da se korelacioni

koeficijenti kre¢u izmedu -0.163 1 0.094, ali bez znacajnosti.

Tabela 30. Promena ekspresije faktora rasta EGF u odnosu na promenu obima potkolenice

EGFR ekspresija
Promena obima — . . . b
Smanjenje  Nepromenjeno Povecanje  p vrednost Rho
wem (n=28) (n=37) (n=2)
Ispod kolena L 1.6+1.5 2.0+1.2 2.3£2.5 0.272 0.138
Ispod kolena D 1.7£1.3 1.9£1.6 1.5€2.1 0.521 0.016
List L 2.6x1.6 1.9+1.5 2.0+0 0.084 -0.198
List D 2.2+1.4 2.1+£1.4 2.0+0 0.813 -0.064
Iznad gleznja L 1.6+1.3 1.0+1.1 1.3+0.4 0.049 -0.258*
Iznad gleznja D 1.3£1.3 0.9+1.1 1.8+£0.4 0.297 -0.096
Glezanj L 1.1+1.1 1.1+£0.9 0.5+2.1 0.865 -0.017
Glezanj D 1.1+0.9 1.0+0.9 1.0£2.1 0.953 0.001

"Rezultati t testa izmedu kategorija smanjenje i nepromenjeno  "KoeficijentSpirmanove korelacije (*p<0.05)

Na osnovu dobijenih rezultata je utvrdeno da postoji znacajna razlika izmedu kategorija
nepromenjeno i povecanje. Isti zakljucak dobijen je 1 korelacionom analizom. Prakti¢no,

Sto je ekspresija iSla u pravcu smanjenja, to je promena obima potkolenice bila veca.
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5. DISKUSIJA

Prema nasim saznanjima, do sada nema istrazivanja koja su se bavila
komparativnom analitikom procene prezivljavanja masti in vivo na pacijentima, niti da
su primenjivani savremeni koncepti sagledavanja ovog problema. Istrazivanje je
koncipirano kao klinicka, studija preseka i dalo je rezultate vezane za ispitivanje

prezivljavanja adipocita u potkolenici 6 meseci (6m) nakon implantacije.

Rezultati istrazivanja ukazuju na to da je doSlo do znacajne promene obima na
svim nivoima potkolenica i da je ona povezana sa koli¢inom infiltrirane masti. Pacijente
koje smo pratili tehnikama vizuelizacije fotografisanjem i magnetnom dijagnostikom pre
16m posle operacije, pokazali su promenu obima potkolenica i vizuelno prisustvo masnog
tkiva po tipu podebljavanja potkoznog masnog tkiva i prisustva masti izmedu misiéni
grupa i miSi¢nih vlakana. Takode, histoloSkim ispitivanjima i histometrijskim merenjima
se ukazalo na razli€itost ¢eliskih karakteristika izmedu proprane i centrifugirane masti sa
jedne strane i sa druge strane masnih ¢elija u recipijentnoj regiji. Utvrdeno je da pojedine
karakteristike krvnih sudova imaju zna¢aj na prezivelu mast u recipijentnoj regiji. Celije
u recipijentnoj regiji su manje povrSinom ali povrSina krvnih sudova je veéa. Imuno-
histohemijska bojenja na ekspresiju trombocitnog faktora rasta (PDGF), vaskularno
endotelnog faktora rasta (VEGF) i epidermalnog faktora rasta (EGF) su pokazala da
starost 1 agresivnija manipulacija masnim tkivom u toku pripremanja za injektiranje i
implantaciju, menja ekspresiju svih ispitivanih faktora rasta. Takode, ispitivanjem
masnog tkiva uzetog iz recipijentnog regiona je utvrdeno da u procesu prezivljavanja
dolazi do znacajne promene ekspresije faktora rasta. Ali, da promena ekspresije faktora

rasta ne utie na samu promenu obima potkolenica sem epidermalnog faktora rasta EGF.

U naSem klinickom ispitivanju ucestvovalo je 67 ispitanika zenskog pola od 20
do 54 godina, prosecne starosti 38,9+10,3 godina. Svim ispitanicima je merena telesna
masa 1 indeks telesne mase, obimi potkolenice u Cetri nivoa i svi pacijenti su vizuelno
praceni fotografisanjem pre operacije i 1m, 3m, 1 6m posle operacije. Studija je radena
multidisciplinaranim pristupom koji je uklju¢ivao klini¢ki nalaz, radioloSka, histoloska,

morfometrijska i imuno-histohemijska ispitivanja uz statisticku analizu koja je radena na
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merama pre operacije i 6m posle operacije. Prosecna telesna masa je iznosila 62,78+7,36
kg, a posle 6m je iznosila 61,82+7,09 kg, dok je prosecni indeks telesne mase pre
operacije iznosio 26,43+4,81kg/m> a 6m nakon operacije 25,68+4,38 kg/m” (Tabela 1.)
Iako nije bilo veceg odstupanja u promeni telesne mase niti u samom indeksu telesne

mase ovo smanjenje se smatra visoko statisti¢ki znac¢ajnim p<0,001.

Od ukupne koli¢ine aspirirane masti koja je u proseku iznosila 1012,5+428,7ml
su odvojene koliine proprane masti prosecno 387,24+228.,47ml, koja se injektirala u
miSi¢e lista i centrifugirane masti u proseku 157,24+73,91ml, koja je injektirana u
potkozu u svim nivoima potkolenice. Njihove morfoloske i funkcionalne karakteristike

su prikazane u tabela 2.

Analiza dobijenih rezultata podrazumevala je deskriptivnu, semikvantitativnu i
kvantitativhu komparaciju morfoloskih i funkcionalnih karakteristika reprezantativnih

uzoraka proprane, centrifugirane i recipijentne masti.

Prose¢na povrSina Gelija proprane masti je iznosila 9946,59+1113,67um’
centrifugirane  7723.76+907.94um*, a masne Celije iz recipijentnog regiona
2850.46+233.28um”. Kod pripreme masti povrsina éelije se menjala u zavisnosti od
agresivnosti obrade. S'toga pri grubljoj manipulaciji povrsina ¢elije se smanjuje, kao i broj
1 povrSina krvnih sudova, dok pre¢nik krvnih sudova ostaje isti. Takode svi faktori rasta
pokazuju vecu ekspresivnost sa povecanjem agresivnosti obrade masti. Morfoloski i
funkcionalni prikaz masti uzete nakon 6m iz recipijentnog regiona govori u prilog razvoja
mladih adipocita. U recipijentnom tkivu prisutni su adipociti manje povrsine, manji broj i
precnik krvnih sudova ¢ija je povrSina znatno veca nego kod centrifugirane masti. Takode

1 ekspresivnost VEGF i PDGF u recipijentnom tkivu je pove¢ana, a EGF smanjena.

Pojedinatnom deskriptivnom analitikom obradivanih uzoraka masnog tkiva,
pokazano je da Ccelije proprane masti imaju najveéu proseCnu povrSinu
9946,59+1113,67um”. U propranoj masti je broj krvnih sudova 6,18+0,74 KS/HPM, njihov
pre¢nik je 54,38+2,75um, a njihova prosetna povriina je iznosila 1,622.7+432,3um’
(Tabela 3). Takode, u tabeli 3. Prikazana je prose¢na ukupna koli¢ina injektirane proprane
masti za obe potkolenice, 387,244+228,47ml, koja je injektirana cirkumferentno u misice

lista. Proprana mast je mikroskopski o¢uvane histoloske grade, ¢eliska membrana je jasna
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u kontinuitetu. Jedra su vijabilna, o€uvane prebojenosti i periferno postavljena. Mestimi¢no

se uocavaju mikroskopska polja nekroze. Vaskularni elementi redukovani, endotel
vijabilan. (Slika 10.).

Funkcionalno ispitivanje na ekspresiju faktora rasta je prikazano u tabeli 4. gde
se se vidi da je kod 89,6% uzoraka prisutna slaba ekspresija PDGF; VEGF nije prisutan
kod 73,1% ispitanika, a EGF 85,1%, §to ukazuje da minimalna manipulacija masti

prilikom propiranja nije podstakla izlu¢ivanje faktora rasta u uzorku proprane masti.

U uzorku centrifugirane masti prikazano u tabeli 5. ¢elije su manje povrSine
7723,7+907,9um”, manji je i prose¢an broj krvnih sudova 4,57+0,89KS/HPM i njihova
povr§ina 998,9+141,9um? od proprane masti, ali je pose¢an pre¢nik krvnih sudova gotovo
jednak kao kod proprane masti 54,33 +3,18um. Medutim priprema centrifugirane masti
procesom centrifugiranjanja na 2700rpm dovodi do praznjenja masne celije od
triglicerida, smeZzuravanja celiske membrane i smanjivanja vaskularnog prostora
(Slikall.). Histoloski se uocavaju lobulusi delom ocuvanog, a delom oste¢enog masnog
tkiva. Lipociti neznatno variraju u veli¢ini i obliku sa znacajno naboranom celijskom
membranom. Jedra su oCuvana, vidljiva, lateralno postavljena. U uzorku se uocavaju
mikroskopski fokusi nekroze. Vaskulrani elementi su prisutni, o€uvane §irine lumena i
debljine zida uz ocCuvani vijebilni endotel. Smanjivanje vaskularnog prostora sa
eksudacijom eritrocita 1 drugih krvnih produkata se odvaja u Spricu kao poseban sloj
(Slika 7b.), kao posledica toga dolazi do smanjivanje broja i povrsine krvnih sudova, ¢iji
dijametri ostaju isti. Postupak agresivnije obrade masnog tkiva i pokretanje eksudacionog
procesa kako iz vaskulanog odeljka tako i iz celije adipocita, koji se manifestuje
oslobadanjem triglicerida i definisanjem uljanog sloja u Spricu, stimuliSe porast ekpresije
faktora rasta. Za razliku od proprane masti koja je prevashodno bila sa slabom ekspresijom
PDGF, kod centrifugirane masti je bila zastupljena umerena ekpresija PDGF kod 86,6%
ispitanika (Tabela 6.). Vaskularni endotelni faktor rasta se slabo eksprimiraju kod 70,1%,
a umereno kod 29,1% ispitanika kod uzorka centrifugirane masti, za razliku od proprane
gde nije bilo ekspresije. Procesom centrifugiranja doslo je i do porasta epidermalnog
faktora rasta koji nije bio prisutan u propranoj masti. U centrifugiranoj masti EGF je

pokazao slabu ekspresiju kod 49,3% i umerenu kod 50,7% ispitanika (Slika 12.).
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Analogno centrifugiranoj i propranoj masti, Sest meseci nakon operacije je uzet
uzorak masnog tkiva iz potkoZe na histoloSku i imunohistohemisku analizu i to je
predstavljeno kao masno tkivo iz recipijentnog regiona. Da su zastupljene mlade ¢elije u
recipijentnoj regiji pokazano je u tabeli 7. jer je njihova povrSina adipocita znatno manja
nego kod centrifugirane i proprane masti i prose¢no iznosi 2850,4+233,3um?. Neznatno
je manyji prosecan broj krvnih sudova 3,99+0,48 KS/HPM od centrifugirane masti. Dosta
manji pre¢nik krvnih sudova 16,56£1,06um, sa mnogostruko ve¢om povrSinom
3916,4+132,9um’, koja je distriburiana u tkivu, govori o mladom preZivelom i dobro

vaskularizovanom masnom tkivu u recipijentom regionu. (Slika 13.).

Proces obrade i injektiranje masti kao slobodnog grafta u dobro vaskularizovan
region potkolenice je dovelo i do znacajnog porasta faktora rasta (Tabela 8.) Slaba i
umerena ekspresija PDGF u centrifugiranoj masti je u recipijentnoj regiji umerena kod
55,2% 1 intezivna kod 43,3% ispitanika. Vaskularni endotelni faktor rasta je takode
pokazao povecanje ekpresije u okviru istih grupa slabe i umerene, s'tim da je skok sa
70,1% slabe ekspresije u centrifugiranoj masti, pojacao ekspresiju na 77,6% umerene
ekspresije u recipijentnom regionu. Medutim, podjednaka zastupljenost slabe i umerene
ekspresije epidermalnog faktora rasta u centrifugiranoj masti je pokazala znatni pad na
slabu ekpresiju u 88,1% ispitanika. Dobijeni rezultati govore u prilog tome da EGF,
izmedu ostalog, stimuliSe pojac¢anu sekreciju kolagenaze koja uvodi tkivo u oZziljavanje,
a u uzorku masti iz recipijentnog regiona je jasno pokazano da nema povecanog prisustva

fibrocita ili pojacane siteze kolagena (Slika 14.)

Prikazani histoloSki parametri odgovaraju prvom labaratorijskom delu studije i u
drugom delu istrazivanja su korelirani sa epidemioloSko-antropoloskim karakteristikama
pacijenata. Korelaciju smo zapoceli ispitivanjem uticaja starosti pacijenata na
karakteristike masnog tkiva u recipijentom regionu ( Tabela 9.). U studiji smo pokazali
da starost nema uticaja na morfologiju masti ali da postoji znacajna razlika u ekpresiji
VEGF i EGF, odnosno funkcionalnosti masnog tkiva. Umerena ekpresija VEGF je bila
veca kod starijih pacijenta p=0,006, dok je ekpresija epidermalnog faktora rasta EGF sa

povecanjem godina bila manja p=0,013 (Tabela 10.), Sto je prikazano i u grafikonu 1.

Pitanje koje okupira paznju mnogih istrazivaca, pa i nas je ,,Kolika je koli¢ina

masti neophodna za uvecanje pojedinih regiona potkolenica kao i kolika je promena
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obima u pojedinacnim regionima potkolenice?” (Tabela 11.). Koli¢ina masti koja je
infiltrirana u potkolenice odredivana je po klinickim indikacijama: stepen elasticiteta
tkiva recipijentnog regiona, elasticitet misica, fascija, potkoza i koza, mast je infiltrirana
dokle god nije bila ugrozena cirkulacija ili region nije promenio boju. Shodno tome, desna
strana potkolenice je uvek primala manju koli¢inu masti, a promena obima je bila ista
(Grafikon 2.i 3.) Sve promene obima su pokazivale visoki nivo znacajnosti p<0,001. U
nasem istrzivanju se pokazalo da je uvecanje pojedinih regiona potkolenice, na
Sestomesecnoj kontroli, u znacajnoj povezanosti sa preoperativhim obimom i
koli¢inominfiltrirane masti u vedini ispitivanih regiona (Tabla 12.). Shodno tome,
uvecanje obima je bilo znacajno povezano ne samo sa preoperativnim obimom, ve¢ i
koli¢inom infiltrirane masti u svim regionima osim iznad gleznja i glezanj levo (Grafikon
4.). Sto je pojedina¢ni obim potkolenice bio manji, uveéanje je bilo vece i §to je bila veca
koli¢ina ubacene masti, imali smo veci i obim. Pojedina¢ni obimi su zac¢ano bili veéi u
onim situacijama kada su se popunjavale potkolenice u svim regionima (ispod kolena,
list, iznad gleznja, glezanj), nego kod onih kod kojih su se popunjavali samo pojedinacni

regioni (Grafikon 4.)

Vizuelno pracenje rezultata promene oblika i obima kroz fotodokumentaciju pre
1 6m posle operacije, kao i verifikacija prisustva masnog tkiva putem magnetne rezonance

je prikazano na (Slika 15., Slika 16., Slika 17.).

Pacijent (Slika 15.) preoperativno se vidi na slici ,,AP pre” nedostatak unutrasnje i
spoljasnje konture potkolenice ¢itavom duzinom koja nije u sktadu sa kolenom i konturom
natkolenice. U ,,PP” prikazu zadnje strane vidi se miSi¢na hipoplazija obe glave m.
gastrocnemius-a i m. soleus-a, $to se uocava i na aksijalnim presecima magnetne rezonance
u ,,Aksijani presek - AP pre” i ,,Aksijani presek - AP prel”. Na slikama ,, AP 6m post” se
uocavaju izraZenije konture kako spoljasnje tako i unutrasnje linije potkolenice koje prate
liniju kolena i natkolenice. Na prikazu zadnje strane ,,PP 6m post” uocava se bolja misi¢na
popunjenost i izraZzena definicija obe glave m. gastrocnemius-a, $to je verifikovano na
aksijalnim presecima snimaka magnetne rezonance. ,Aksijani presek - 6m posle” i
LYAksijani presek - 6m poslel.” potvrduje trakasto prisustvo masnog tkiva unutar misiénih
vlakana. Na koronarnim presecima ,,CP 6m posle” 1 ,,CP 6m poslel.”, uo¢ava se u

potkoznom stoju veca koli¢ina masnog tkiva nego na prikazu ,,CP pre” i,,CP prel ”.
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Pacijent (Slika 16.) na preoperativnim fotografijama se vidi na slici ,,AP pre” nedostatak
spoljasnje konture ispod kolena, iznad gleznja i glezanj kao i cela duzina unutrasnje konture
potkolenice. Izrazena vidljivosti povrsinskog venskog sistema govori o slabo razvijenom
potkoznom masnom stoju. Sa zadnje strane slika ,, PP pre” vidi se hipoplazija unutraSnje
glave m. gastrocnemisu-a i m. soleus-a. Popunjavanjem ispod kolena cirkumferentno, iznad
gleznja 1 glezanj kao 1 miSi¢a unutra$nje glave m. gastrocnemius-a i m. soleus-a se dobio
bolji linijski sktad kolena i natkolenice sa potkolenicom prikazano na slici ,,AP 6m post” i
PP 6m post”. Na prikazu magnetne rezonance u ,.Aksijalnom preseku - 6m post” i
koronarnom ,,CP 6m” post se vidi prisustvo inter- 1 intramuskularno masti, a §to se neuocava
na slikama magnetne rezonance u ,, Aksijalni presek pre” i ,, Aksijalni presek pre 1.” 1
koronarnim presecima ,,CP pre” i ,,CP prel”. U magnetnoj dijagnostici se Cesto koristi
sprecavanje signala masnog tkiva FS (engl. Fat suppression) kada diferencijalno
dijagnosticki Zeli da se iskljuci prisustvo ovog tkiva. Da bi potvrdili prisustvo masti, signal
prisustva masti je sprecavan, $to je prikazano na slikama ,,4ksijalni presek FS 6m postl” i
koronarnog ,,CP FS 6m postl”. Rastojanje koje je mast zauzimala merena je u

kompijuterskom programu i iznosila je od 9,7 do 14,3mm na pojedinim mestima.

Pacijent (Slika 17.) preoperativno se vidi nedostatak potkoznog sloja ocuvanost konture
u nivou lista, nedostatak konture ispod kolena, iznad gleznja i glezanj spolja i iznutra kao,
prikazano na fotografiji ,,AP pre”, a hipoplasti¢ni izgled muskulature je prikazan na
fotografiji ,,PP pre”. Promena izgleda spoljasnje linije potkolenice kao i popunjavanje i
preoblikovanje unutrasnje linije prikazano je na fotografiji ,,AP 6m post”. Takode se vidi
1 bolji kavalitet koze. Na fotografiji ,,PP 6m post” se uo€ava bolja popunjenost misica i
uspostavljanje antropoloskog sklada ¢itavom duzinom potkolenice. Na slikama magnetne
rezonance u koronarnim presecima ,,CP 6m post” 1,,CP 6m postl”, uo€ava se prisustvo
masti u miSi¢ima u obliku ,,pera” izmedu miSi¢nih vlakana. Dok na ,,4ksijalni presek -
6m post” 1 ,,Aksijalni presek - 6m postl.”, vidi se znatno zadebljanje potkoZznog masnog
sloja kao 1 medufilamentna prisutnost masti u odnosu na sliku ,,4ksijani presek pre” i

wAksijalni presek prel”.

Kod svih nasih ispitanika nije bilo potrebe za intravenskom aplikacijom
gadolinijumskog kontrastnog sredstva, jer nije uoceno postojanje podrucja nekroze i

cisticne degeneracije. Kod vecine pacijenta postoperativno dolazi do povecanja obima
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listova sa primetnom razlikom u sadrZaju masti izmedu i unutar skeletnih miSica. Mast je
prisutna u misi¢ima, kako inter, a tako i intramuskularno. Karakteristi¢an je MR prikaz
intramuskularne masti koja daje sliku nalik peru. Takode je i od velikog znacaja i
povecanje debljine potkoznog masnog tkiva potkolenice. Opisane promene bile su
najizrazenije u m. soleus-u 1 medijalnoj glavi m. gastrocnemius-a. Kod svih nasih
ispitanika nisu videne znacajne zone edema i atrofije. Promene opisane na MR-u
predstavljaju pozitivni efekat sprovedene procedure koja u istrazivanju podrazumeva

infiltrisanje proprane i centrifugirane masti u regione od interesa.

U naSem istrazivanju proprana mast je injektirana u region misica lista. Prikazano
je u (Tabela 13.) da nema konvencionalne znacajnosti izmedu koli¢ine infiltrirane masti
i dimenzija lista desno pre i 6m posle operacije kao i 6m posle operacije list levo.
Statisticka znacajnost negativnog smera utvrdena je izmedu koli¢ine infiltrirane masti i
obima leve potkolenice pre operacije. Manji preoperativni obim lista levo implicira
potrebu da se infiltriSe veca koli¢ina masti. Klinicki gledano svi ispitanici su imali
dominatnu desnu stranu i imali su manji list leve potkolenice i1 za istu promenu obima
infiltrirana im je veca koli¢ina masti. Ali same morfoloske karakteristike masnih ¢elija u
propranoj masti nisu imale statisti¢ki znacaj na promenu samog obima lista. PovrSina
adipocita u listu desno 6m nakon operacije bile su na granici statisticke znacajnosti. Tako
da postoji moguénost da veli¢ina adipocita bi mogla da ima uticaj na povecanje

potkolenice desno ukoliko bi ispitivani uzorak bio veci.

Korelacionom analizom izmedu koli¢ine infiltrirane masti i promene obima
potkolenice u nivou lista je utvrdena znacajnost, to ide u prilog hipotezi “Sto je vise
masti ubrizgano u misice, obim lista ¢e biti ve¢i” (Tabela 14.) Vazno je napomenuti da
korelacija pre¢nika KS i promene obima potkolenice desno je blizu konvencionalnog
nivoa znacajnosti p<0,67 pa bi i tu korelaciju trebalo analizirati i diskutovati, jer je
moguce da bi sa veéim uzorkom i ova korelacija bila statisticki znacajna. Navedena
korelacija je negativnog smera, odnosno §to je veci precnik KS to je manja promena lista

desno. (Grafikon 5.)

Za razliku od proprane masti, pokazano je da centrifugirana mast ima uticaja na
obim iznad gleznja obostrano tako Sto povecan broj krvnih sudova povecava i obim

gleznja ( Tabla 15.). Interesanto je da ni jedna morfoloska karakteristika centrifugirane
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masti, kao ni koli€ina, nije uticala na samu promenu obima pojednih regiona potkolenice
prikazano (Tabeli 16.), Sto nam u daljim istrazivanjima otvara mogucénost ispitivanja

recipijentnog regiona i njihove anatomske i histoloSke znacajnosti.

U daljem ispitivanju pojedinacnih uticaja faktora rasta na promenu obima
potkolenice smo pokazali da PDGF centrifugirane masti sa svojom slabom i umerenom
ekspresijom nema znacajnog uticaja na promenu potkolenice u svim njenim regionima sem
u regionu lista desno 6m nakon operacije, gde se nalazi na granici konvencionalnog nivoa
znacajnosti (Tabela 17.). Medutim, analiziraju¢i pojedinacno rezultate primecujemo da je
uvecanje potkolenice u regionu lista, iznad gleZanja i glezanj bio jednak i kod slabe i kod
umerene ekspresije PDGF, dok je promena obima potkolenice bila ve¢a u regionu ispod

kolena kod ispitanika sa slabijom ekspresijom trombocitnog faktora rasta.

Zarazliku od PDGF-a, VEGF je pokazao znacajnost u promeni obima potkolenice
1 to obostrano u regionu lista, pre i 6m posle operacije, obostrano iznad gleznja (Tabela
18.). Analiziraju¢i uveéanje obima potkolenice ispod kolena levo pokazali smo pozitivnu
korelaciju sa ekpresijom VEGF. Negativna korelacija je uocena izmedu VEGF i obima
potkolenice iznad gleznja levo. Svi ostali regioni su, bez obzira na nivo ekspresije, imali

identi¢no povecanje obima rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 7.)

Ispitivanjem uticaja EGF-a na promenu obima potkolenice pokazalo je povecanje
obima u region iznad oba gleZnja i ispod kolena, lista levo. Smanjena ekspresija EGF-a
bila je udruzena sa povecanjem obima kolena desno (Tabelal9.). U nivou gleznja

promena obima je bila ista bez obzira na nivo ekspresije EGF (Grafikon 8.).

Pored ispitivanja uticaja pojednih tipova masti na promenu obima potkolenice u
razli¢itim regionima analizirali smo i morfoloSke razliitosti i njihovu eventualnu

povezanost donorskih masti sa recipijentnom regijom.

Analiziraju¢i korelacije karakteristika centrifugirane masti i uzorka masti uzete iz
recipijentnog regiona potkolenice pokazana je znacajna povezanost precnika krvnih
sudova centrifugirane masti sa brojem krvnih sudova u recipijentnom regionu
(Tabela.20.). Korelacija je bila negativnog smera Sto znaci da manji precnik krvnog suda
u centrifugiranoj masti, odgovara ve¢em broju krvnih sudova u recipijentnom regionu.

Takode je manja povrSina krvnih sudova u centrifugiranoj masti, pra¢ena povec¢anjem
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povrsine adipocita u recipijentnom regionu. Obrnuta veza je uocena i izmedu povrSine

adipocita u centrifugiranoj masti i pre¢nika krvnih sudova u recipijentnom regionu.

Porede¢i podatke morfoloskih karakteristika ¢elija masti u obradi centrifugom 1i
masti uzete iz recipijentnog regiona uocili smo visoko statisticki znacajne razlike (Tabela
21.). Uzorak masti iz recipijente regije ima viSestruko vec¢u povrSinu krvnih sudova od
centrifugirane masti, kao i manju povrsinu adipocita. Takode, u komparativnoj analitici dve
tabele sasvim jasno je da veci prec¢nik krvnog suda u centrifugiranoj masti dao neznatno ali
manji broj krvnih sudova u recipijentnoj regiji. Kao Sto je i povrSina adipocita iz
centrifugirane masti manja od recipijentne regije i ima znacajni uticaj na Cetvorostruko

manji pre¢nik krvnih sudova u recipijentom regionu potkolenice (Grafikon 9.).

U naSem istrazivanju smo pokazali da dolazi do znacajnog pomeranja inteziteta
ekspresije faktora rasta izmedu ekpresije faktora rasta centrifugirane masti i faktora rasta
iz recipijentnog regiona. U tabeli 22. je prikazano da koli¢ina centrifugirane masti,
morfoloske karakteristike adipocita i krvnih sudova nisu znacajno promenjene razli¢itom
ekpresijom ispitivanih faktora rasta. Ostale su priblizno iste povrSine adipocita, broj,
pre¢nik i povrSine krvnih sudova u gotovo istoj koli€ini centrifugirane masti. Jedino je

EGF pokazao znacajnost promene ekpresije u odnosu na koli¢inu centrifugirane masti.

Kako je poznato da razliCitim procesima pripreme masti nastaju razliCite
morfoloske promene, §to je i ova studija pokazala, ispitivali smo, da li i razlicita obrada

tkiva rezultira i razli¢itom ekspresijom faktora rasta.

Nasi rezultati su potvrdili da razli¢ite pripreme masti za injektiranje menjaju jacinu
ekspresije faktora rasta (Tabela 23.). Tako da je proprana mast veoma siromas$na VEGF-
om i EGF-om, a sa slabom ekspresijom PDGF-a. Za razliku od nje pojacana obrada masti,
po tipu centrifugiranja, dovela je do skoka ekpresije faktora rasta. U naSim uzorcima je
najvise bilo masti sa umerenom ekpresijom PDGF-a, sa slabom ekpresijom VEGF-a i
podjednako zastupljenom slabom i umerenom ekspresijom EGF-a. Samo injektiranje i
proces prezivljavanja transplantirane masti je pokazao skok faktora rasta u recipijentnom
regionu u odnosu na centrifugiranu, a jos intezivnije u odnosu na propranu mast. Tako da

je PDGF pojacao kategoriju ekspresije podjednako na umerenu i izrazenu, VEGF u
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najvise ispitanika sa slabe na umerenu ekpresiju, dok je EGF pokazao pad ekpresije sa

umerene na slabu u recipijentnom regionu.

Posto je najvei znaCaj u ovom istrazivanju, sa aspekta histologije i imuno-
histohemije, imala centrifugirana mast poredili smo odnos faktora rasta u centrifugiranoj
masti sa faktorima rasta u recipijentnom regionu. U slede¢im tabelama (Tabela 24., Tabela
25., Tabela 26.) je pokazana visoka statisticka znacajnost u promeni inteziteta faktora rasta.
Koli¢ina PDGF-a je porasla iz slabe u umerenu i iz umerene u izrazenu ekpresiju. Tako da su
svi isptanici koji su imali slabu ekpresiju PDGF u centrifugiranoj masti 6m nakon operacije
u recipijentnoj regiji pokazuju umerenu ili izrazenu ekspresiju. Kod 34 ispitanika doslo do
povecanja ekpresije, 1 pacijent je imao smanjenje, a 32 pacijenata je ostalo sa neizemenjenom

umerenom ekspresijom PDGF (Tabela 24.)

Takode, VEGF je pokazao skok sa slabe na umerenu ekpresiju kod 38 ispitanika,
14 ispitanika ostalo je sa umerenom ekspresijiom vaskularnog faktora rasta, dok je 15

ispitanika smanjilo ekpresiju VEGF u recipijentnom regionu (Tabela 25.)

EGF je pokazao pad ekspresije u recipijentnoj regiji sa umerene na slabu kod 28
ispitanika, kod 31-og je ostao sa slabom ekspresijom i kod 6 ispitanika j sa umerenom

ekpresijom. Samo 2 pacijenta su povecali ekpresiju sa slabe na umerenu (Tabela 26.).

Sumiraju¢i promene svih faktora rasta primeéujemo da kod vecine ispitanika
ekspresija PDGF 1 VEGF je bila ili nepromenjena ili povecana, jedino kod EGF je

ekpresija bila u velikom broju ispitanika smanjena i nepromenjena (Tabela 27.)

Medutim, jedno od znacajnijih pitanja u nasem istrazivanju je: “Koliko je
promena ekpresije faktora rasta zaista uticala na promenu obima potkolenica ispitanika?”.
Iznenadujuce, odnos promene ekpresije rasta na promenu obima potkolenice nije
pokazala statisticku znacajnost. Ali, uocili smo da je promena obima potkolenica bila
veca kod ispitanika sa nepromenjenom ekspresijom PDGF, a sa pove¢anjem ekpresije
obimi su bili manji, sem u regionu ispod lista desno gde je sa povecanjem ekpresije i obim

bio veci. (Tabela 28.)

Analizom VEGEF takode nije bilo statisticke znacajnosti izmedu promene obima

potkolenice 1 promene ekspresije faktora rasta (Tabela 29.). Medutim, ve¢e povecanje
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obima potkolenica je bilo kod pacijenta koji su imali nepromenjenu ekpresiju od onih kod
kojih je ekspresija bila pove¢ana, sem u regionu - list desno, gde je povecanje i dovelo do
povecanja obima. Zapazaili smo da je i smanjenje ekspresije VEGF dalo vece povecanje

kod 6 pacijenata u nivou iznad gleznja i gleZnja.

Promena ekpresije EGF u smislu smanjenja ekspresije je znacajno doprinela
promeni obima potkolenice sa negativnom korelacijom; obim bio veéi sto je smanjenje
bilo vece. Samo kod dva pacijenta je obim ispod kolena levo pokazalo poveéanje obima

sa povecanjem ekpresije. (Tabela 30.)

Uporedujuci rezultate malobrojnih istrazivanja transplantacije masnog tkiva u
potkolenice, njihov broj ispitanika bio znatno manji, nije postojala ¢istoca uzorka u

odnosu na pol, rasu, tip deformiteta, nisu ukljucivali obe potkolenice u istrazivanje.

Pojedini autori govore o utcaju promene telesne mase na postojece prezivele
adipocite u recipijentnom regionu. Mast kao preziveli graft, menja se sa promenom
telesne tezine. Tako da pacijent koji dobija ili gubi telesnu masu moze da ocekuje
asimetrije korigovanog regiona i varijacije u rezultatima. Takode, to postaje sve
izrazajnije u regionima sa povec¢anom i boljom cirkulacijom u recipijentnom regionu
(Hall i sar., 2015). U nasem istrazivanju ispitanici nisu imali promenu telesne mase,
prosecan gubitak telesne mase u periodu pre i 6m nakon operacije, bio je 1kg, Sto znaci
da tezina nije mogla da utie na hipertrofiju ili hipoplaziju adipocita, da bi diskutovali o

uticaju promene telesne mase na promenu obima potkolenice.

Veéina istrazivanja su metodoloski pratili pacijente, vizuelizacijom-
fotografisanjem, dok pojedini autori su radili i volumetrijska merenja obima potkolenica
ali samo u nivou lista (Hoppmann i sar., 2013; Mojallal i sar., 2008; Stampos, 2001; de
Pedroza, 2000; Pereira, 1996). Dok smo u nasSem istrazivanju ukljucili metodoloski Cistu
grupu ispitanika koji su bili istog pola, rase, sa obostrano jednakim deformitetom i to
hipolazijom potkolenica tipa III. Do sada nije bilo radova koji su prikazivali rezultate
popunjavanja Citave duzine potkolenica, ve¢ samo pojedinih njenih delova i to najcesce
region lista (Mundinger i Vogel, 2016; Hoppmann 1 sar., 2013; Mojallal i sar., 2008).
Vecina autora govori o velikom procentu resorpcije masti nakon njegovoj injektiranja on

se kre¢e od 17 do 85% 1 to u prvih dva meseca (Hall i sar., 2015; Herold i sar., 2013; Erol
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isar., 2008; Yoshimura i sar., 2008). Da bi obezbedili bolje prezivljavanje transplantiranih
adipocita dodavali su izdvojenu stromalnu vaskularnu frakciju SVF u masni transplantat
(Gentile 1 sar., 2012), i dobijali 37% resorpcije masti. Sve vise istrazivaca dodaje plazmu
obogaceni trombocitima (Gentile 1 sar., 2012; Keyhan i sar., 2013), objavili su da je
resorpcija masti od 23-31% u prvih Sest meseci. Pojedini autori su masno tkivo obogadivali
progenitorima (Yoshimura i sar., 2010), prijavili su da je procenat resorpcije 44%.
Har-Shai je pripremljenu mast obogacivao sa ¢eliskom kulturom mediuma nakon ¢ega je
procenat resorpcije bio od 40-50% (Har-Shai Y i sar., 1999). U slobodan transplantat masti
su dodavali fibrin obogacen trombocitima i na taj nacin resorpcija masti je bila 18%
(Keyhan 1 sar., 2013). Dodavanje mezenhimnih ¢elija u lipoaspirat doveo je do 45%
resorpcije masti (Zocchi i Zuliani, 2008). Dok u naSem istrazivanju resorpcija masti je bila
razlicita, kako izmedu pojedinih regiona potkolenice, tako i u odnosu na samu stranu tela.
Shodno da nije bilo promene obima izmedu treceg i Sestog meseca, mozemo smatrati da je
proces resorpcije definitivno zavrSen sa tri meseca i da je transplantirana mast zavrsila sa
procesom preZzivljavanja i resorpcije. Promenu obima izmedu prvog i Sestog meseca smo
prikazali procentom resorpcije masti. Tako da je u nivou tuberositas tibie - ispod kolena
resorpcija iznosila (levo: 22.53%, desno: 24.11%), na sredini lista (levo: 26.47%, desno:
26.75%), iznad gleznja (levo: 22.43 %, desno: 14.18%) 1 glezanj (levo: 20.58 %; desno:
15.63 %). Znacajno vecéa resorpcija masti sa desne strane, kako u nivou gleznja, tako i iznad
gleznja, govori u prilog tome da svi pacijenti su imali dominantnu desnu stranu tela, a
samim tim 1 ve¢i intezitet svih pokreta. Sa druge strane kao $to smo videli iz (Tabela 11.),
leva strana potkolenice je klini¢ki dozvoljavala vecu infiltraciju masti nego desna strana,
tako da je u desnu stranu infiltrirana minimalno ali ipak veca koli¢ina masti tako da je i
promena obima leve strane potkolenice je bilo beznacajno veéa nego sa desne strane.
Predeo iznad gleznja je bogat perforatorima koji spajaju duboki i povrSinski arteriski
pleksus sa jedne strane, a sa druge je optere¢en venskim i limfati¢nim sistemom, tako da
povecanje pokreta povecava cirkulaciju ali isto tako stajanje ili sedenje povecava dotok
venske krvi i poveéava limfni otok. Sto govori u prilog tome koliko je postoperativna

kompresija bitna u procesu prezivljavanja adipocita (Mundinger 1 Vogel, 2016).

Postoje brojne hipoteze u analiziranju povecanja procenta prezivljavanja

adipocita koje su vezane za samu proceduru uzimanja i obrade masti. Brojni autori
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diskutuju o nacinu obrade masti, veli¢ini kanila za uzimanje masti iz donorskog regiona
ili kanila za injektiranje masti u recipijentni region (Tabit i sar., 2012; Ferraro i sar., 2011;
Minn i sar., 2010). Pojedine diskusije su usmerene ka jacini vakuma tako da visoki
negativni pritisak od -1atm dovodi i do 90 % oStecenja adipocita, za razliku od uklanjanja
masti Spricevima ¢iji je jacina vakuma dosta manja i1 iznosi 108mm Hg. Takode je pri
tome bitna i minimalna ekpozicija masnog grafta na vazduhu (Tabit i sar., 2012; Hoareau
isar., 2013). Sa druge strane pojedini autori govore o tome da povecani pritisak prilikom
uzimanja graftova ne utie na viabilitet adipocita, ¢ak kada je pritisak i ve¢i od -1 atm
odnosno iznosi -6 atm i da veli¢ina, kao i sam histoloski nalaz adipocita se ne¢e promeniti
(Lee i sar., 2013). Neki od istrazivaca diskutuju o vaznosti brzine centrifugiranja masti
koja moze da se kre¢e od 500 do 3000 rpm/3min. i da sama brzina uti¢e na ouvanost
adipocita, a da se sa brzinom od 3000 rpm u celosti naru§ava membrane adipocita i njegov
vaskularni prostor (Ferraro i sar., 2011). Propiranje masti kroz gazu ima visestruku
prednost u odnosu na ostale tehnike, centrifugiranja i propiranja kroz metalnu resetku jer
smanjuje proces oste¢enja Celija, polja nekroze i inflamacije (Minn i sar., 2010). Takode
pojedini autori govore da manja agresija na samo adipocitno tkivo ne samo da povecava
mogucénost prezivljavanja, nego da i odrzava bolji kvalitet ASC-a, koje pomazu u samom
prezivljavanju grafta i stvaranju neovaskularizacije (Hoareau i sar., 2013; Condé-Green i
sar., 2010). Druga grupa autora govori suprotno da propiranje masti unistava celiju, da
samo odstranjivanje fibrinskih detritusa iz tkiva narusava adipocitni viabilitet, kao i da
propiranje slanim rastvorom 0,9% NaCl-om narusava elektrolitni balans koji dovodi do
oste¢enja membrane adipocita. (Chajchir i sar., 1990). Tre¢a grupa autora govori da nacin
obrade masti ne utiCe na sam proces prezivljavanja masti i da mast podjednako
prezivljava bez obzira na nacin uzimanja i prerade masti (Smith i sar., 2006; Rohrich i

sar., 2004).

U naSem istrazivanju smo za uklanjanje masti koristili Spriceve sa slabim vakumom
i kanile od 3mm sa tri otvora od 2mm, na taj nacin smo obezbedili da ¢elije Sto manje budu
oStecenje prilikom preuzimanja. Mast je bila u kratkoj vazdusnoj ekpoziciji i to samo ona
koju smo propirali kroz gazu 0,9% NaCl rastvorom da bi je oslobodili fibrinskog detritusa.
Koli¢ina masti koja je planirana za centrifugiranje premestana je iz 50ml Sprica u Spric od 10

ml zatvorenom metodom sigurnosnog konektora.
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Centrifugiranje masti obavljali smo na 2700 rpm/3min. HistoloSkom analizom smo
utvrdili da je centrifugirano masno tkivo bilo podjednako o¢uvanog integriteta membrane,
jedra 1 vaskularne strome kao i proprana mast, nije bilo polja hijalinizacije, nekroza niti
pojacane fibrocitne aktivnosti. S’tim da je centrifugirana mast bila manje ¢eliske povrSine,
povrsine krvnih sudova i broja krvnih sudova dok je prec¢nik krvnih sudova bio jednak.
(Tabela 3., Tabela 5.). Dosta kontraverznih stavova oko obrade masti su predmet brojnih
savremenih istrazivanja. Mi smo u naSem istrazivanju dokazali da se kvalitet donorskog
masnog tkiva znacajno ne razlikuje u ovim tipovima obrade. Postavlja se pitanje na koji
nacin su navedeni autori uzimali mast, koja je bila brzina i agresivnost u pokretima kanile.
Mi smo uzimali mast pazljivo, dosta sporo i precizno u pokretima, uvek ravnomerno i
paralelno sa povrSinom koZze i to od povrSine ka dubljim strukturama potkoZzne masti.
Smatramo da 1 sam proces infiltracije 0,9% rastvora NaCl-a sa adrenalinom, kao i samo
uzimanje ne treba da bude agresivno i da to dosta poboljSava samo ocuvanje celijskih

elemenata.

Mnogi autori diskutuju o tehnikama infiltracije masti koje omoguéavaju bolje
prezivljavanje, smanjivanje razvoja fibroznog-oziljnog tkiva ili pak nekroze adipocita i
formiranja masnih cisti. Ukoliko se koriste velike kanile veée od 1,2mm i ubacuju
odjednom vece koli¢ine masti, adipociti nece preziveti. Znacaj je u ubacivanju manjih
koli¢ina masnog grafta ne veéeg od 2mm, da bi se obezbedio bolji kontakt sa
vaskularizacijom recipijentnog regiona. Na taj nacin bi se brze omogucila
neoangiogeneza i izbegao proces nekroze, oziljavanja ili formiranja masnih cisti. Manji
graftovi sa veCom povr§inom imaju bolji procenat prezivljavanja od vecih graftova, zbog
toga je popularnost mikroinjektiranja sve veca. Veéi graftovi nisu u punom kontaktu sa
okolinom koja je bogata vaskularizacijom u centru velikog grafta je najve¢a mogucnost
ishemije i nekroze i na taj nacin se mast uvodi u brzu resorpciju (Hall i sar., 2015; Hoareau
isar., 2013; Tabit i sar., 2012; Yoshimura i sar., 2008). Takode veca koliCina infiltrirane
masti stvara povecan pritisak u lokalnom tkivu, koji mehanicki moZze da zatvori arterijsku
cirkulaciju. Mada, ne postoji dovoljno studija koje mogu potvrditi, da postoji linearni
odnos izmedu koli¢ine infiltrirane masti i stepena prezivljavanja u recipijentnom regionu

( Yuisar., 2015; Khouri i sar., 2012).
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U nasem istrazivanju infiltrisali smo propranu mast u misice potkolenice sa kanilom
od 3mm sa otvorima od 1,5mm, postepeno, lagano vode¢i racuna o pravcu pruzanja
miSi¢nih vlakana. Infiltriraciju masti smo obavljali prilikom retrogradnog izvlacenja kanile
oslobadaju¢i male koli¢ine masti. Bilo je bitno da ubacimo Sto viSe masti ali u razli¢itim
nivoima misica potkolenice. Nakon toga je radena masaZza lista da bi se graftovi rasporedili
u $to tanjem stoju u odnosu na okolno tkivo. Proprana mast ima veliku masnu ¢eliju ali ona
se ubacuje u dobro vaskularizovan misi¢ i to difuzno u tankim slojevima, tako da su masni
graftovi bili u celosti pokriveni recipijentnom vaskularizacijom. Da je na$ metod dobar
prikazano je i na magnetnoj rezonanci (Slikal5., Slikal6., Slika 17.), gde se ne vide polja
nekroze, masnih cisti i degenarcije, ve¢ zdravo i1 prezivelo masno tkivo, ravnomerno

rasporedeno izmedu i unutar misi¢nih grupa.

Celom duzinom potkolenice cirkumferentno smo ubacivali centrifugiranu mast u
potkozni sloj, ali ovog puta tankim kanilama promera 1,2mm, sa jednim otvorom veli¢ine
0,5mm. Dobra vaskularna mreza potkolenice koja postoji kao spoj izmedu dermalnog i
fascijalnog vaskularnog pleksusa zahteva manji masni graft da bi spoj izmedu,
definitivno, sitnijih krvnih sudova nego u misi¢ima i masnog grafta, bio bolji i da bi
mogucénost prezivljavanja bila ve¢a. Takode, infiltrirali smo pri retrogradnom izvlacenju
kanile, manje koli¢ine masti su bile ravnomerno rasporedene. Infiltracija je bila unakrsna
1 ravnomerna u viSe nivoa potkoze, na taj nacin smo bili sigurni da smo pokrili ¢itavu
povrsinu odredenog regiona potkolenice. Nakon infiltracije dodatno smo uradili masazu
potkolenice radi ravnjanja i istanjivanja kontaktne povrSine izmedu grafta i recipijentnog
regiona. Analizu prezivljavanja infiltriranog masnog tkiva smo radili nakon 6 meseci
histoloSkom analizom uzetog uzorka iz recipijentnog regiona (Tabela 7.) Na histoloSkom
preparatu smo uocili masne ¢elije znatno manje povrsine, Sto govori u prilog mladih
adipocita. Pre¢nik krvnih sudova je bio manji, kao i neznatno manji broj krvnih sudova,
ali zato povrSina krvnih sudova je bila znatno ve¢a od donorske masti. Razgranatost

krvnih sudova govori od bogatoj neovaskularizaciji u recipijentnom regionu (Slika 14.)

Znacaj povecanog pritiska u lokalnom tkivu je veliki, jer sa pove¢anjem pritiska
smanjuje se mogucnost prezivljavanja adipocita. Otok doprinosi povecanju pritiska i
kompromitovanju lokalne cirkulacije u tkivu sa svezim masnim graftovima, zbog toga bi

graftovi trebali da budu blago fiksiksirani za recipijentno tkivo (Tan i sar., 2016). Druga
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grupa autora smatra da kompresija graftova i masaza loSe utice na prezivljavanje masti u
potkolenicama (Mundinger i Vogel, 2016). U naSem istrazivanju da bi povecali moguénost
prezivljavanja transplantirane masti, fiksirali smo potkolenice elasticnim flasterima u
obliku crepa i kompresivnim ¢arapama od 15 mmHg, koje su dinami¢no dozvoljavale
povecanje otoka ali istovremeno sprecavale da se taj otok i odrzi. Sa druge strane, pacijenti
su u neposrednom postoperativnom periodu u toku boravka u bolnici postavljani na aparat
za kontinuiranu vensku drenazu, a nakon izlaska iz bolnice su obavezno svakodnevno
Setali. Savetovani su da pri sedenju i spavanju, noge im budu u elavaciji. Smatramo da otok
dodatno Steti u procesu prezivljavanju adipocita jer ugrozava lokalnu cirkulaciju. Kompresiju
treba optimizovati u skladu sa klini¢kim nalazom potkolenice nakon popunjavanja, odnosno
u zavisnosti od stepena napetosti koze i miic¢a. Sto je potkolenica napetija kompresija je
manja i obrnuto. Kada je napetost manja, otok ¢e biti vedi i iz tog razloga pravimo vecu
kompresiju potkolenice, da predupredimo nastanak veéeg otoka koji bi ugrozio

prezivljavanje adipocita.

Pri injektiranju devaskularizovanog grafta u vaskularizovani recipijentni region,
u prvih Cetri dana infiltrirana mast se nalazi u fazi hipoksije 1 ¢elije se hrane prostom
difuzijom, a nakon toga zapocinje progresivna mikrovaskularna invazija (Trojahn Kolle
i sar., 2012; Topcu i sar., 2012). Jedan od brojnih procesa koji zapoc€inju je i parakrina
podrska ASC-a iz SVF koja ima regenerativni efekat na lokalno tkivo (Caviggioli i sar.,
2010; Klinger i sar., 2008). ASC-a zapocinju izlucivanje faktora rasta VEGF 1 najveci
nivo ovog faktora rasta se belezi sedam dana nakon infiltracije grafta (Nishimura i sar.,
2000). Fukumura, Hurtly i Aoki govore da endotelne ¢elije imaju simuliSuci efekat na
preadipocite upravo preko VEGF (Fukumura i sar., 2003; Aoki i sar., 2003; Hurtly i sar.,
2001). Pored brojnih drugih faktora rasta koji se aktiviraju u ovoj fazi FGF, HGF, aktivira
se 1 EGF. Epidermalni faktor rasta inhibira ASC i adipogenetsku diferencijaciju. Usled
lokalnog krvarenja iz trombocita se oslobada PDGF koji takode stimulise ASC-e. (Tsuji
i sar., 2014). U nasem istrazivanju i potvrdeno (Tabela 27.) da je doslo do porasta
ekpresije u recipijentnom regionu PDGF i VEGF, a smanjena ekpresija EGF je doprinela

boljoj adipogenezi.

Dobijeni rezultati se uklapaju u navedene studije i podrzavaju stavove o uticaju

ispitivanih faktora rasta na adipogenezu. Elias i saradnici isticu VEGF kao klju¢ni ¢inilac
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angiogeneze, ali 1 znacajan medijator zapaljenja, koji bi mogao da ima uticaj na
metabolizam adipocita (Elias i sar., 2013). Pove¢anjem koncentacije VEGF moguce je
podstaci produkciju mrkog masnog tkiva, koje je po svojim histoloskim karakteristikama i
elementima nezrelosti sli¢no tkivu recipijentne regije. Iz literature je poznato da masno
tkivo gojaznih pokazuje hipovaskularizaciju, znake nekroze, reaktivne inflamacije kao i
pojacanu fibrozu u sklopu reparacije. Dodavanjem VEGF, u eksperimentalnim uslovima,
ovakvom tkivu poboljsava se metabolizam favorizuju¢i vaskularizaciju. (Kai Sun i sar.,
2012). Kako je nasa studija potvrdila povecenje ekspresije VEGF-a u recipijentnom
regionu, u odnosu na donorski region, kao i znacajne morfoloske razlike ispitivaih tkiva,
moguce je da porast ekspresije VEGF podsti¢e 1 morfoloske izmene u recipijentnoj masti,

koje su posledica poboljSanja metabolizma.

Pored VEGF, kao osnovnog faktora rasta krvnih sudova, postavlja se pitanje uticaja
PDGF na neovaskularizaciju u procesu prezivljavanja, histogeneze, ali i reparacije nakon
autologne transplantacije masti. Posebno se isti¢e veliki uticaj PDGF, preko PDGF-B-
PDGFR signalnog puta koji podstice razvoj mladih krvnih sudova u masnom tkivu (Onogi
1 sar., 2017). Nesumnjivi pozitivni uticaj PDGF na razvoj masnog tkiva preko krvnih
sudova, dodatno je pojacan mogu¢noSéu razvoja lipocita, odnosno potencijalom
lipoblasti¢ne diferencijacije ¢elija fibro/adipogenih progenitora, specificnog imunofenotipa
CD15+/PDGFRa+CDS56-, koje se nalaze izmedu skeletno misiénih vlakana (Arrighi i sar.,
2015). Razmatrajuci navedene Cinjenice iz literature, kao i znacajnu elevaciju PDGF u
nasim uzorcima recipijente masti, mogli bismo da predpostavimo da je tako dobar rezultat
korekcije u predelu lista, gde je mast bila ubrizgavana intramuskularno, izmedu ostalog i

pozitivan efekat povecanja PDGF.

Dosta se polemisSe i o ulozi EGF, kao regulatora metabolizma u masnom tkivu.
Pojedini autori naglaSavaju da je masno tkivo izuzetno osteljivo na minimalne korekcije
koncentracije EGF, koji u zavisnosti od histogenetskog razvoja adipocita i vremena u kome
se menja moze imati pro ili antilipogeno dejstvo (Rogers i sar., 2012; Adachi i sar.,1994.).
Rogers je u svojoj studiji pokazao da vodecu ulogu u adipogenezi ima ErbB1 receptor iz
familije EGF receptora. Smanjenje zastupljenosti ovih receptora u tkivu vodi u disfunkciju
masnog tkiva. Postoje studije koje istiCu da visoke koncentracije EGF inhibiraju, a nize

podsticu preadipocitnu diferencijaciju (Harington i sar., 2007). Rezultate koje smo mi
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dobili koreliraju sa Haringtonovim nalazima. U recipijentnom tkivu, kod nasih pacijenata
je primec¢ena znacajna redukcija EGF u odnosu na donorsko tkivo, $to bi govorilo u prilog
intenzivnije preadipocine diferencijacije. MiSljenja smo da je smanjenje EGF pozitivan

signal za ekstracelularni matriks koji aktivira preadipocitogenezu.

Antropoloski, morfometrijski 1 imunohistohemijski rezultati koje smo naveli,
oslanjaju se 1 kompatibilni su sa ostalim studijama koje se odnose na ispitivanje masnog
tkiva. Zajedno, nedvosmisleno ukazuju na kompleksnost ovog tkiva i velike moguénosti za
dalja istrazivanja u ovoj oblasti, koja je nemoguce odvojiti od iskustva dobijenog klinickom
praksom, a koja bi bila potpuno nesvrsishodna bez inkorporacije u klinicki rad. Rad
rekonstruktivnog i plasti¢nog hirurga unapred je odreden brojnim faktorima, a pre svega

proporcijom tela.

Proporcije tela kao i duzina ili debljina nogu je jasno determinisana etiloSkim
faktorima, rasom ljudi koji zive na odredenim meridijanima (Bogin 2010; Benslimane
2012). NaruSavanje genetski definisanog izgleda nogu moze nastati i fenotipski, tako da
ekpresija raznih deformiteta moze biti uslovljena, boleS¢u, hipovitaminozom, loSom
ishranom u doba razvoja, neuroloskim oboljenjima ili povredama. Brojne studije su radene
radi reSavanja problema nerazvijenih ili slabo razvijenih potkolenica aloplasticnim
materijalima (Von Szalay 1985; Niechajev 2005; Cuenca-Guerra i sar., 2009), koji su
uvecavali srednju tre¢inu potkolenice - region lista. Umetanjem implantanata subfascijalno
u unutrasnji i/ili spoljasnji m. gastrocnemius nezadovoljava u potpunosti antropoloski oblik
potkolenice kod kompletne atrofije ili hipotrofije. Kod hipolazija III, IV 1 V tipa
muskulatura je hipoplasti¢na ili atroficna tako da umetanje implantanata moze dovesti do
komparment sindroma, misi¢ne ishemije, nekroze i1 dehiscencije rane kao i do odbacivanja
aloplasticnog materijala (Erol i sar., 2008; Cuenca-Guerra i sar., 2009). Resavanje defekata
na potkolenicama slobodnim masnim transplantatom pokazala je znacajnost u povecanju
obima potkolenice. Pove¢anje obima je zavisilo od koli¢ine infiltrirane masti, ali svakako
to ne bi znacilo da su kapaciteti recipijentnog regiona beskonacni. Klini¢ki nalaz na
potkolenicama u trenutku injektiranja nama je bio vazan, da bi odredili ta¢nu koli¢inu masti
koju mozemo injektirati. Tom prilikom nismo smeli da ugrozimo cirkulaciju potkolenice,
koja nam je neophodna za prezivljavanje transplantirane masti u recipijentnom regionu.

Kroz nase istrazivanje smo prikazali da brojni faktori uti€u na proces prezivljavanja masti
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kao $to su: nain uzimanja masti iz donorskog regiona, vrste kanila za uzimanje iz
donorskog regiona i za injektiranje u razli¢ita tkiva recipijentnog regiona, jacine vakuma
pri uzimanju masti, nacina obrade masti. Takode i nacin injektiranja je jako bitan, da je
ravnomeran, cirkumferentan, atraumatski, injektiranje manjih koli¢ina masnog tkiva
ravnomerno rasporedenih u recipijentnom regionu, obezbeduje bolji kontakt sa
vaskularizacijom recipijentnog tkiva. PoboljSavanje kontakta izmedu grafta i tkiva
recipijentnog regiona se takode uspostavlja masazom i pritiskom potkolenica fiksacionim
flasterima 1 antiedematoznim kompresivnim ¢arapama, tako da na potkolenicama bude
minimalni otok. Potencijalne komplikacije kao $to su masne embolije i duboke tromboze,
nismo imali ni kod jednog pacijenta. U neposrednom postoperativnom toku svi pacijenti
su bili na aparatu za kontinuiranu vensku drenazu. Pacijenti su rano postoperativno
mobilisani i od njih je zahtevana umerena fizicka aktivnost. Takode, sa druge strane kod
ispitanika promena telesne mase je bila minimalna pa smo iskljucili moguénost uticaja
promena metabolickih procesa i pojacane sekretorne aktivnosti masnih ¢elija na proces
prezivljavanja masti. Ne treba iskljuciti da sam proces uzimanja mast i injektiranja
masnih ¢elija remeti, a samim tim i pokrece ektracelularni matriks i stromalnu vaskularnu
frakciju. ECM i1 SVF pokre¢u brojne inflamatorne i reparatorne procese i na taj nacin
brojne mehanizme koji pomazu u procesu prezivljavanja i obnavljanja adipocita. Shodno
tome da slobodno masno tkivo moze bolje da oblikuje potkolenice od aloplasti¢nih
materijala, jer moZe da postigne sklad sa antropoloskim zahtevima, da ocuva konkavitet
i konveksitet oblika, kao 1 da obezbedi o¢uvanje odgovarajucih proporcija izmedu delova

noge, mast se pokazala kao idealni augmentacioni materijal.

Ovo istrazivanje neophodno je sagledati kroz prednosti, ali i potencijalna
ograni¢enja koja mogu uticati na rezultate i njihovu dalju interpretaciju. Smatramo da je
najvaznija limitacija ovog istraZivanja ¢injenica da faktori rasta zapoc€inju svoju ekspresiju
od petog do sedmog dana nakon injektiranja masti u recipijentni region, a da smo mi uzorak
uzimali iz recipijentnog regiona ispitanika Sest meseci nakon operacije. Znacajnost
istrazivanja bi bila ve¢a da je multiplim uzimanjem uzoraka masti nakon mesec i nakon tri
meseca bilo moguce pratiti kontinuitet i eventualne promene koncentracije faktora rasta.
Na taj nacin bi imali precizan uvid u kretanje ekpresije faktora rasta u periodu primanja
masti, kao i u periodu resorpcije od mesec do tri meseca nakon injektiranja. Medutim,

ovakav nacin pracenja bi mogao dovesti u pitanje neophodnost dodatnih intervencija,
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eticnost invazivne dijagnostike kod pacijenata koji su zadovoljni postignutim rezultatima.
Takode, period pracenja nije bio dug, jer zbog zadovoljstva rezultatima, vecina pacijenta
nisu pokazivali Zelju za dolazak na kontrole nakon Sest meseci, §to je onemogucilo u
punoj meri longitudinalno sagledavanje i antropolosko merenje. Ipak, imajuéi u vidu da
je navedeno istrazivanje prevazi$lo limitacije prethodnih studija koje su ukljucile manji
broj ispitanika, nedovoljno ¢ist uzorak po polu, rasi, tipu deformiteta potkolenica,
obostranost popunjavanja, ili popunjavanje ta¢no istih regiona potkolenice, smatramo da
navedena studija pruza dodatne, nove informacije vezane za prezivaljvanje masti u

potkolenici.

Vazno je naglasiti da je jedna od najveéih prednosti aktuelnog istrazivanja
naturalisticki, klini¢ki uzorak, ¢ime je postignuta znacajna validnost rezultata ne samo u
strogo istrazivackom ve¢ i u aplikativnom, kliniCkom smislu. Kao posebna prednost

istrazivanja isti¢e se 1 sinhronizacija radioloskog, histoloskog i klini¢kog ispitivanja.

Naucni doprinos ovog rada je da sprovedena studija predstavlja multidisciplinarni
pristup analizi prezivljavanja autolognih adipocita u rekonstruktivnoj i plasticnoj hirurgiji
primenom antropoloskih, radioloSko-vizelizacionih i histoloskih metoda. Ovo je prva
studija koja objedinjuje 1 komparira makroskopske i mikroskopske karakteristike
donorske i recipijentne regije, ukljuuju¢i morfometrijska ispitivanja adipocita i
vaskularnih elemenata masnog tkiva, kao i imunohistohemijsku ekspresiju faktora rasta.
Dobijeni rezultati ukazuju na negativnu korelaciju izmedu karakteristika krvnih sudova
donorske regije i osobina tkiva recipijentne regije, kao i koncentracije EGF-a i promene
obima potkolenice. Opisane korelacije mogu predstavljati dalju osnovu za nova
istrazivanja koja ¢e se odnositi na druge faktore rasta, ostale regije tela ili ovde

neispitivane histoloske karakteristike masnog tkiva.
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6. ZAKLJUCCI

1. Volumetrijska i MR ispitivanja su potvrdila da je promena obima podkolenice

svuda prisutna, ali je najizraZenija u srednjem nivou lista.

2. Na osnovu morfometrijskih analiza utvrdene su znacajne razlike u povrsini ¢elija,
broju i povrsini krvnih sudova izmedu proprane i centrifugirane masti. Proprana

mast ima vecu povrSinu ¢elija, kao i veci broj i povrSinu krvnih sudova.

3. Na osnovu imunohistohemijskih analiza utvrdene su znacajne razlike u koli¢ini
faktora rasta (PDGF, VEGF i EGF) izmedu proprane i centrifugirane masti, pri

¢emu je koli¢ina svih faktora rasta veca u centrifugiranoj masti.

4. Recipijentna mast morfometrijski ima manje ¢elije, manji broj i precnik krvnih

sudova, ali ve¢u povrsinu krvnih sudova u odnosu na donorsku mast.

5. Imunohiostohemijski je potvrdeno da se koli¢ina faktora rasta PDGF i VEGF
odrzava ili povecava u recipijentnoj regiji u odnosu na donorsku mast, a da se

EGF smanjuje.

6. Korelacionom analizom je utvrdena znacajna povezanost precnika KS
centrifugirane masti i broja KS recipijentne regije, povrSine KS centrifugirane
masti 1 povrSine ¢elija recipijentne regije. Obe navedene korelacije su solidne

jacine 1 negativnog smera.

7. Negeativna korelacija je utvrdena izmedu ekspresije EGF i promena obima
potkolenice, intezivnija ekspresija je pra¢ena manjim povecanjem obima.

Korelacija izmedu VEGF i PDGF sa promenom obima potkolenice nije pokazana.
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