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POPIS OZNAKA | SKRACENICA

SZO0O — Svjetska zdravstvena organizacija

FGF — Cimbenik rasta fibroblasta (eng. Fibroblast Growth Factor)

VEGF - ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (eng. Vascular Endothelial Growth  Factor)
PDGF — trombocitni faktor rasta (eng. Platelet-Derived Growth Factor)

NV — neovaskularizacija

SJS - Stevens-Johnsonov sindrom

SVEGF-R - topiva forma receptora ¢imbenika rasta vaskularnog endotela (eng. Soluble
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)

mm — milimetar
Mm — mikrometar
ECM - ekstracelularni matriks

ACAID — mehanizam imunoloSke devijacije povezane s prednjom o¢nom sobicom (eng.
Anterior Chamber Associated Immune Deviation)

KK — keratokonus

OCT - opticka koherentna tomografija ( eng. Optical Coherence Tomography)
RD — rozni¢na distrofija

IC3D — medunarodna klasifikacija rozni¢nih distrofija (eng. International Classification of
Corneal Dystrophies)

RBD - Reis-Bucklersova distrofija (eng. Reis-Bucklers dystrophy)

FED — Fuchsova endotelna distrofija (eng. Fuchs™ endothelial dystrophy)
COLB8A2 — eng. Collagen Type VIl Alpha 2 Chain

SLC4A11 — eng. Solute Carrier Family 4 Member 11

TCF — transkripcijski ¢imbenik (eng. transcription-factor)

BK — bulozna keratopatija

PBK — bulozna keratopatija nakon ugradnje intraokularne le¢e (eng. Pseudophakic Bullous
Keratopathy)

TAM — transplantacija amnijske membrane
HSK — herpes simplex keratitis

HSV — herpes simplex virus

VZV - varicella zoster virus

CMV - citomegalovirus

EBV — Epstein-Barrov virus

HHV — humani herpes virus

OH — hidroksidni ion



NK-stanice — prirodne ubilacke stanice (eng. natural killer)

Ig — imunoglobulin

NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi (engl. Non-steroidal anti-inflammatory drugs)
PVR — proliferativna vitreoretinopatija

APC — stanica za prezentaciju antigena (eng. antigen-presenting cell)
LS stanica — Langerhansova stanica

PIGF — placentarni ¢imbenik rasta (eng. placenta growth factor)

NRP — neuropilin

NO — dusikov oksid

HER — eng. Human epidermal growth factor receptor

MMP — matriks metaloproteinaza

TNF — ¢imbenik tumorske nekroze (eng. Tumor Necrosis Factor)
ANG — angiopoetini

Da — Dalton

PEDF — pigmentni epitelni ¢imbenik (eng. Pigment Epithelium-Derived Factor)
IL — inteleukin

ELISA — eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

K-W ANOVA — eng. Kruskal-Wallis Analysis of Variance

pg — pikogram

ml — mililitar

ng — nanogram

NKVO - najbolje korigirana vidna ostrina

SD - standardna devijacija

VR — visokorizi¢ni

NR — niskorizi¢ni

PED - perzistirajuci epitelni defekt



1. UVOD | SVRHA RADA

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) u svijetu je Cak 39
milijuna slijepih i oko 250 milijuna slabovidnih osoba (1-3). Mrena je vodeci uzrok
slabovidnosti, a potom slijede bolesti roznice. Unato€ velikim medunarodnim
naporima u prevenciji, otkrivanju, lijeCenju, koriStenju novih lijekova te napretku
tehnologije, bolesti roZnice i dalje ostaju vodeci uzrok sljepoce i slabovidnosti u
razvijenim, a posebice u nerazvijenim zemljama (1).

Roznica je predniji prozirni dio oka koji se sastoji od pet slojeva, i to - poCevsi

izvana prema unutra slijede: epitel, Bowmanova membrana, stroma, Descemetova
membrana i endotel (4). Tkivo je roznice specificno po tome $to je imunoloski
privilegirano, nema krvnih i limfnih Zila te je prozirno. Da bi se odrzao tzv.
angiogeno-imunoloski privilegij, u roznici postoji ravnoteza izmedu proangiogenih

i antiangiogenih ¢imbenika (5). Proangiogeni ¢imbenici uklju€uju ¢imbenik rasta
fibroblasta (FGF), Cimbenik rasta vaskularnog endotela (VEGF), trombocitni imbenik
rasta (PDGF) i angiopoetin. Cimbenici s antiangiogenim svojstvima su endostatin,
angiostatin, trombospondin i dr. Vecina patoloSkih procesa u roznici, koji dovode

do neovaskularizacije (NV-a), moze se sazeti u tri kategorije: hipoksija, upala i
gubitak limbalnih stanica, odnosno limbalne barijere. Prisutnost novonastalih krvnih
Zila u roznici dovodi do rozni¢noga edema, stvaranja lipidnih depozita, krvarenja i
ozilikkavanja, sto u konacnici dovodi do smanjenja prozirnosti roznice i gubitka vidne
ostrine. U pacijenata s rozniénim transplantatom, NV povecéava rizik odbacivanja
transplantata (2). Osim krvnih Zzila, treba to pripisati i klini€ki nevidljivim limfnim
Zilama koje narusavaju imunoloski privilegij roznice. lako etiologija i mehanizmi
neovaskularizacije u roznici nisu u potpunosti jasni, krajnji je rezultat slom angiogene
barijere (6-11).

Transplantacija roznice u primateljevu oku, koje nema upale ili NV-a roznice, vrlo je
uspjeSna metoda sa stopom uspjeha preko 90 % (12). U pacijenata koji imaju aktivhu
upalu ili NV roznice, transplantacije su operacije viSega rizika sa stopom uspjeha

od samo 20 % do 40 %. Tipicni primjeri visokoriziCnih sluCajeva su vaskularizirani
leukomi roZnice nakon povreda kiselinom ili luzinom, herpeti€noga keratitisa, nakon
ulkusa roznice, odbaceni transplantati i Stevens-Johnsonov sindrom (SJS). Rizik
odbacivanja nove roznice u takvih pacijenata korelira s brojem kvadranata roznice
zahvacenih s NV-om (2). Dosada$nje su studije pokazale da je glavni promotor

NV-a u razli€itim patoloskim stanjima roznice VEGF (3). Djeluje tako $to potiCe rast,
migraciju i dijeljenje ciljnih stanica. Posebice, VEGF-A ¢imbenik vazan je za dijeljenje



i migraciju endotelnih stanica. Veze se za receptore s tirozin-kinaznom aktivnoscu:
VEGF-R1 i VEGF-R2. VEGF-C i VEGF-D djeluju putem VEGF-R3 receptora i vazni
su u nastanku i razvoju limfnih Zila.

Od antiangiogenih ¢imbenika u roznici najpoznatiji su: pigmentni epitelni Cimbenik,
angiostatin, endostatin i trombospondini. Nove klini¢ke studije na miSevima pokazale
su da topiva forma VEGF-R1 (sVEGF-R1), koja se nalazi u rozni¢nom epitelu
miSeva, djeluje tako da ponistava djelovanje VEGF-A. Takoder, potvrdeno je da
odsustvo topivih VEGF-R1 receptora dovodi do NV-a. Isto tako, topivi VEGF-R1
prisutan je u zdravim ljudskim roZnicama dok je njegova koncentracija znatno
shiZzena u roznicama s NV-om. Topivi VEGF-R3 takoder se nalazi u epitelu i djeluje
kao mamac za VEGF-C i VEGF-D koji su limfangiogeni ¢imbenici te tako neutralizira
njihovo djelovanje(13,14).

Svrha je ovoga rada istraziti koji su angiogeni i antiangiogeni ¢imbenici VEGF
skupine prisutni u humanim roznicama da bi se na temelju te spoznaje mogla
planirati ciljana antiangiogena terapija, smanijiti stopa NV-a, a time i povecati
uspjesSnost prezivljavanja transplantata roznice u ljudi.

1.1. Anatomija oka

Organ vida — oko — Cine:

— zastitni i pomocni organi oka koji ukljucuju: viede, obrve, kostani omotac o¢ne
Supljine, facijalne tvorbe, o&ne misi¢e, spojnicu i suzni aparat.

— oCna jabucica koja se sastoji od vanjske oCne ovojnice koju sprijeda Cini prozirna
roznica i nastavlja se preko limbusa na neprozirnu bjelooCnicu, srednja o¢na
ovojnica koju €ine Zilnica, cilijarno tijelo i Sarenica te unutarnja o€na ovojnica
koju najvecim dijelom €ini mreznica. Unutradnjost oka ispunjena je najve¢im
dijelom staklovinom koja popunjava prostor iza o¢ne lece. Kut koji tvore straznja
ploha roznice i prednja ploha Sarenice naziva se iridokornealni kut. Iridokornealni
kut je na mjestu gdje se dodiruju tkivo Sarenice i leCe najvecim dijelom graden
od mrezasto rasporedenih traCaka tkiva koje se naziva trabekularna mreza.
Trabekularnom mrezom otjeCe iz oka prozirna tekucina koja se stvara u cilijarnom
tijelu i oplakuje unutradnjost oka, a naziva se o€na vodica. Uloga je o¢ne vodice
odrzavanje metabolitke homeostaze unutradnjosti oka te odrZzavanje o€nog
volumena (4).



— vidni Zivac koji se nastavlja u vidni put.

Slika 1. Anatomija oka
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1.2. Roznica

Roznica je prednji prozirni dio oka kroz koji ulaze svjetlosne zrake. Ima horizontalan
promjer oko 12 mm i okomit oko 11,5 mm te debljinu od 500-600 pm u sredini i

600-800 um na periferiji. Zajedno s lecom roznica lomi svjetlost Sto rezultira time da
pomaze oku u fokusiranju i zasluzna je za priblizno dvije trecine refrakcijske moci
oka. U Covjeka je refrakcijska mo¢ roznice priblizno 43 dioptrije. Da bi svjetlosne
zrake mogle proci kroz rozZnicu, ona mora biti prozirna, a da bi se pravilno lomile, ona
treba biti pravilno zakrivljena. Zdrava roznica nema krvnih ni limfnih Zila.

Tkivo se roznice moze histoloSki podijeliti na pet slojeva. Gledano izvana prema
unutrasnjosti oka to su: epitel, Bowmanova membrana, stroma, Descemetova
membrana i endotel (4).

Epitel roznice debljine je oko 50 um i sastoji se od 5 do 6 stani¢nih slojeva, periferno 8 —
10. Cine ga bazalne stanice koje su cilindri¢no poloZene na tanku bazalnu membranu,
iznad njih postoje 2-3 sloja kubi¢nih stanica, a na povrsini su ploCaste neorozene
stanice. Epitel se obnavlja po x-y-z pravilu od limbusa (rubni dio roznice gdje se
nalaze mati¢ne stanice epitela) prema centru roznice te od bazalnih prema apikalnim
slojevima (6,7). Epitel roZnice prozet je bogatom mrezom ziv€anih zavrSetaka, a mogu



se naci i histiociti, limfociti, melanociti i Langerhansove stanice.

Bowmanova je membrana ¢vrst acelularni sloj koji stiti stromu roznice, sastavljen od
nepravilno poslaganih kolagenih vlakana debljine od 8 do 14 mikrona.

Stroma roznice Cini 90 % debljine roznice i najve¢im se dijelom (oko 80 %) sastoji od
kolagenom bogata ekstracelularnog matriksa (ECM) u ¢ijem sastavu dominira kolagen
tipa | i kolagen tipa V te u neSto manjem udjelu kolageni tipa lll, IV, VI, VII, XllI, XIlI,
XIV i XVIII (9,10). Fibrilarni kolageni osiguravaju ¢vrstocu roznice, kolagen tipa VIl
osigurava adheziju epitela na bazalnu membranu, odnosno prednju stromu roznice dok
je kolagen tipa IV glavni sastojak bazalne membrane epitela i Descemetove membrane
(8). Osnovne su stanice strome roznice pluripotentne stanice neuroektodermalnoga
podrijetla, a nazivaju se keratociti (9). U fizioloSkim uvjetima keratociti su staticne i
metabolicki slabo aktivne stanice, no tijekom razvoja i nakon ozljede strome roZnice
poprimaju znacajke fibroblasta i fagocitiraju komponente ECM-a, sintetiziraju proteaze,
inhibitore proteaza, komponente ECM-a (kolagene, glikozaminoglikane) i druge
molekule. Metaboli¢ke funkcije keratocita regulirane su signalnim molekulama koje
luCe epitelne i upalne stanice te same keratocite (8).

Descemetova membranaili straznja grani€na membrana tanki je acelularni sloj debljine
10 um koji se sastoji od fine reSetke kolagenih fibrila.

Endotel roZnice nalazi se s unutarnje strane roZnice, sastoji se od jednog sloja
heksagonalnih stanica koje su izgubile sposobnost dijeljenja, a imaju znacajnu funkciju
u odrZzavanju prozirnosti roznice odvodenjem viska vode iz strome.

Roznica je imunoloski privilegirano tkivo zahvaljuju¢i mehanizmu imunoloske
devijacije povezane s prednjom ocnom sobicom (ACAID; eng. anterior chamber
associated immune deviation) (5,10). Zahvaljujuéi takvoj imunoloskoj devijaciji
postiZze se visoka stopa uspjesnosti transplantacije tkiva roznice te je stoga
transplantacija roznice najCeSc¢a vrsta transplantacije Ciji je uspjeh u niskorizicnim
slu¢ajevima veci od 90 %. To su sluCajevi bolesti roznice Cija je glavna karakteristika
avaskularnost i nepostojanje upale. Medutim, u oima s opsezZznom vaskularizacijom
i/ili upalom stopa uspjesSnosti zna¢ajno se smanjuje 20 % — 40 %, €ak i uz koriStenje
sustavne imunosupresivne terapije (11).



Slika 2. Histoloski presjek roznice
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1.3. Bolesti roznice

1.3.1 Niskorizi¢ni slu€ajevi

1.3.1.1. Keratokonus

Keratokonus (KK) je ektati¢na bolest roznice nepoznata uzroka karakterizirana
neupalnim progresivnim stanjivanjem roznice koja dobiva konusni izgled. UCestalost
je 1 na 2000 stanovnika (12,15-16). Ce$c¢e se javlja u muskaraca nego u Zena (17).
Obi¢no najvise napreduje u adolescentskoj dobi i potom se stabilizira (iako nije
pravilo). Rezultira visokim, nepravilnim, ¢esto miopskim astigmatizmom koji moze biti
ekstreman (12).

Etiologija KK-a viSeuzro€na je i uklju€uje genetske i okoliSne Eimbenike. Obiteljski
se prenosi u 10 % slu€ajeva i pretpostavlja se da je nasljedivanje autosomno
dominantno s nekompletnom penetracijom. Sistemski poremecaiji kod kojih se

KK ¢e&ce javlja su Downov, Turnerov, Ehlers-Dahnlosov i Marfanov sindrom,
osteogenesis imperfecta te prolaps mitralne valvule. O¢ni udruzeni poremecaji
ukljuCuju vernalni keratokonjunktivitis, plave sklere, aniridiju, ektopiju lece i retinitis
pigmentosa (18).

ToCan patofizioloSki proces razvoja bolesti kod keratokonusa jo$ nije poznat.
Abnormalnosti koje se javljaju ukljuCuju degeneraciju epitelnih bazalnih stanica



i prekide u Bowmanovu sloju te oslobadanje kataboli¢kih enzima i citokina koji
uzrokuju stanjivanje kolagena i apoptozu keratocita (19).

Takoder, morfologija je Zivaca promijenjena. Studije pokazuju abnormalna grananja
ziv€anih vlakana, njihovo smanjenje gustocCe, izrazenu tortuoticnost i zadebljanja (20,
21).

KliniCki se KK prezentira najceS¢e unilateralnim padom vidne oStrine zbog
progresivne miopije i astigmatizma koji postaje iregularan. Glavni znaci su: centralno
I paracentralno stanjenje strome, apikalna protruzija i nepravilan astigmatizam.
Izravnom oftalmoskopijom na udaljenosti od 30 cm vidi se refleks u obliku uljne kapi,
biomikroskopski se uoCavaju vertikalne duboke, stromalne strije (Vogtove linije),
Munsonov znak pozitivan pri pogledu pacijenta prema dolje, epitelni zelenkastozZuti
depoziti na roznici (Fleischerov prsten) i stromalno oziljkavanje kod teskih slucajeva.
Pri nagloj progresiji bolesti moze doci do iznenadna pucanja Descemetove
membrane i akutna hidropsa roznice (4).

Uz navedene kliniCke znakove koji mogu upucivati na KK, najbolje tehnike koje se
koriste za dijagnostiku su: OCT-opticka koherentna tomografija prednjeg dijela oka i
kompjutorizirana kornealna topografija za dijagnostiku i pracenje napretka bolesti.

LijeCenje blagih i srednje teskih slucajeva keratokonusa sastoji se u noSenju naocala
i polutvrdih ili, pak, tvrdih kontaktnih le¢a i redovitu pracenju progresije bolesti. Za
progresivne oblike bolesti savjetuje se ugradnja rozni¢nih prstenova ili cross liniking
metoda. Bolesnici koji dobro podnose lece €esto su zadovoljni svojim vidom dok su
bolesnici s uznapredovalim stadijem keratokonusa, oni koje leCe ne mogu nositi, a
vidna ostrina im je ispod 30 % te bolesnici s izrazitim stanjenjem roznice kandidati
za rozni¢nu kirurgiju. Ako je doSlo do dekompenzacije roznice i ona je nepovratno
izgubila svoju prozirnost, tada je transplantacija roznice jedina metoda izbora za te
bolesnike (12).



3. Prijeoperacijske snimke bolesnika s dekompenziranim keratokonusom:

a) na biomikroskopu

b) debljina roznice na prednjem OCT-u
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c) topografska analiza roznice

WAVELIGHT - ALLEGRO OCULYZER

d) Poslijeoperacijski nalaz istog bolesnika na biomikroskopskoj snimci nakon
transplantacije roznice

1.3.1.2. Distrofije roznice

Rozni¢ne su distrofije (RD) grupa progresivnih, obi¢no bilateralnih, najéeSce genetski
determiniranih, avaskularnih, neupalnih poremecaja koji dovode do zamucenja
roznice. Karakterizira ih progresivno nakupljanje naslaga depozita u slojevima
roznice koji smanjuju njezinu prozirnost i utjeCu na refraktivnu jakost. To su primarne
roznicne lezije koje nisu povezane s prethodnom upalom ili traumom, a obi¢no se
javljaju u prvom desetljecu zivota i polako napreduju vremenskim tijekom.



Mogu se dijeliti prema genetskom tipu nasljedivanja, tezini, histopatoloSkim
znacCajkama, biokemijskim osobinama i anatomskom polozaju (23).

Tablica 1. Prema Medunarodnoj klasifikaciji rozni¢nih distrofija (International
Classification of Corneal Dystrophies - IC3D) dijele se na:

1. Epitelne i subepitelne distrofije

1. Epitelna distrofija bazalne membrane

2. Epitelna distrofija s recidiviraju¢im
erozijama

3. Subepitelijalna mucinozna

4. Meesmannova

5. Lischova epitelna

6. Roznicna distrofija nalik na
Zelatinoznu kapljicu.

2. Epitelno-stromalne distrofije

. Reis—Blcklersova
. Thiel-Behnkeova
. ReSetkasta

. Granularna tip |

aa A W N -

. Granularna tip II.

3. Stromalne distrofije

. Makularna (Stargardtova)
. Schnyderova

. Kongenitalna stromalna

. Fleck

. Straznja amorfna

. Centralna oblacasta Francois

~N O o B~ WON P

. Pre-Descemet

4. Endotelne distrofije

. Fuchsova endotelna
. Straznja polimorfna
. Kongenitalna nasljedna endotelna

. X-vezana endotelna

a A~ W N -

. Grayson-Wilbrandtova

U nastavku teksta bit ¢e opisane samo distrofije zbog kojih su pacijenti naj¢escée

podvrgnuti transplantaciji roZnice.




1.3.1.2.1. Reis—-Biicklersova distrofija (RBD)

RBD je progresivna distrofija roznice koja se autosomno dominantno nasljeduje.
Povezana je s mutacijom gena TGFB1 na kromosomu 5 (5931). UoCava se vec

u ranom djetinjstvu recidiviraju¢im erozijama. Pri pregledu biomikroskopom vidi

se povrsinsko, mrezasto, sivo-bijelo zamucenje, najjaCe u centralnom dijelu

roznice. Vide se i subepitelni prstenovi nepravilna oblika. Promjene se zguSnjavaju
vremenom, Sto rezultira mrezastim izgledom zbog odlaganja iregularnih snopova
kolagena koji zamjenjuju Bowmanov sloj (23). HistoloSki se vidi da je Bowmanov sloj
neraspoznatljiv, nedostaje i zamijenjen je slojem granularnih crvenih depozita koji se
boje Masson-trikromnim bojenjem i koji se protezu u subepitelnom dijelu strome, a

u naprednim slu€ajevima i u sredini i u straznjem dijelu strome. Simptomi se obi¢no
javljaju u srednjim godinama uz bolne i u€estale erozije epitela. Vid je oslabljen zbog
prednjih oziljaka i nepravilnosti povrsine te prednjeg edema strome. Pacijenti se
Zale na crvenilo oka, suzenje, bol i svjetloplahost (4). Pocetak lijeCenja usredotocen
je na zbrinjavanje erozija. MoZe se uciniti excimer laser keratektomija, lamelarna
transplantacija ili perforativna keratoplastika.

Slika 4. Reis—Bucklersova distrofija

1.3.1.2.2. Granularna rozni¢na distrofija tip 1 (GROENOW tip 1)

Granularna distrofija roznice nasljeduje se autosomno dominantno i povezana je

s mutacijom gena TGFB1 na kromosomu 5 (5g31). Javlja se rano u djetinjstvu
obi¢no recidiviraju¢im erozijama. Biomikroskopom se mogu uociti mali, bijeli, jasno
ograniceni depoziti koji podsjecaju na pahulje snijega ili mrvice kruha u prednjoj
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stromi i centralno. Tijekom godina broj se lezija povecava i Sire se u dubinu sve do
Descemeta i centrifugalno, ali ne dosezu do limbusa. Homozigoti imaju ozbiljnije
manifestacije (23, 25). Haloi i svjetloplahost prvi su znaci bolesti, a vidna ostrina
smanjuje se tijekom godina kako se broj opaciteta na roznici povecava. Histoloski se
prikazuju brojni amorfni hijalini stromalni depoziti koji se mogu protezati od epitela
do Descemetove membrane i boje se Masson-trikromnim bojilom (25). Perforativna
keratoplastika ili duboka lamelarna transplantacija obi¢no su nuzne do kraja
Cetrdesete godine Zivota.

Slika 5. Granularna rozni¢na distrofija tip |

1.3.1.2.3. Fuchsova endotelna distrofija

Fuchsova endotelna distrofija (FED) roznice sporo je progresivni degenerativni
poremecaj roznice koji karakterizira nakupljanje ,kapljica“ u unutarnjem sloju roznice,
zadebljanje Descemetove membrane i gubitak endotelnih stanica (26). Bolest se
moze nasljedivati autosomno dominantno, makar je vec€ina sluCajeva sporadicna, ali
su, takoder, bitni genetski i okolidni predisponirajuci ¢cimbenici, poput starije zivotne
dobi i Zenskog spola.

lako toCan uzrok FED-a nije otkriven, nedavne studije pronasle su znacajne genetske
poremecaje. Nekoliko mutacija gena, kao 5to su kolagen tipa 8 alfa-2 (COL8A2),

gen natrijeva borata kotransporter (SLC4A11), transkripcijski Cimbenik 8 (TCF8) te
transkripcijski Cimbenik 4 (TCF4) vazni su za nastanak FED-a (27-31).

Gubitak endotelnih stanica, takoder, moze biti potaknut intraokularnim traumama ili
operacijama. lako se mogu vidjeti rani znakovi bolesti ljudi u njihovim 30-im i 40-im
godinama, bolest rijetko uzrokuje oStecenja vida prije pedesete ili Sezdesete godine.
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1. stadij bolesti odlikuje se postupnim stvaranjem centralnih kaplji€nih formacija sa
Sirenjem prema periferiji.

2. stadij odlikuje se dekompenzacijom endotela s posljedi¢nim edemom strome
centra roznice i zamagljenjem vida koji je na pocCetku loSiji ujutro, a popravlja se
tijekom dana. Do edema epitela dolazi kada se debljina strome poveca za 30 %.

3. stadij karakteriziran je trajnim edemom epitela i bulama (buloznom keratopatijom)
koje prouzrokuju bol i nelagodu prilikom pucanja zbog izlaganja golih Ziv€anih
zavrSetaka. Mikroskopski nalaz pokazuje uvecane endotelne stanice, polimorfizam

i oStecenje stanica zbog viSka kolagena. To se nastavlja postupnom zamjenom
Bowmanova sloja degenerativnim panusom i postupnim zamucenjem strome.

Uz navedene kliniCke znakove, koji se mogu primijetiti pregledom pacijenta pod
biomikroskopom, tehnike koje se koriste za dijagnostiku su OCT-opti¢ka koherentna
tomografija prednjega dijela oka i pracenje pada broja endotelnih stanica spekularnim
endotelnim mikroskopom (4).

LijeCenje je u poCetku usmjereno na smanjivanje roznichoga edema i ublazavanje
boli. Kapi i mast natrijeva klorida privremeno mogu ublaziti edem. Kapi za lubrikaciju
oka i terapeutske meke kontaktne lece koriste se da bi se ublaZzila bol i zastitili
izloZzeni Ziv€ani zavrSetci. Straznja lamelarna transplantacija radi se u bolesnika
dok nisu nastale promjene u punom sloju roznice kad se perforativha keratoplastika
koristi u najtezim slu¢ajevima kod ireverzibilno zamucenih roznica.

1.3.2. Srednjerizi€ni sluéajevi:

1.3.2.1. Bulozna keratopatija

Bulozna je keratopatija (BK) patolosko stanje koje karakterizira stvaranje malih
vezikula ili bula na roznici zbog disfunkcije endotela.

Predisponiraju¢a stanja za razvoj BK-a je uznapredovali stadij FED-a, vremenski
dugo trajanje i moguce komplikacije tijekom operacije mrene u kojem su trajno

i nepovratno oStec¢ene endotelne stanice. Tijekom razvoja BK-a ili pseudofakne
bulozne keratopatije u pacijenata koji su operirali mrenu (PBK), vide se patoloske
promjene deskvamacije epitelnih stanica i odvajanje epitela od Bowmanova sloja uz
stvaranje mjehurica.

Bowmanov je sloj nepravilan i stanjen. U stromi roznice vidljive su promjene poput
formiranja oziljka, proliferacije kolagenoznog sloja i naslage fibrilarnih depozita. U
pacijenata s dugotrajnim PBK-om pronadena je abnormalna proliferacija straznjega
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kolagenoznog sloja i znatno niza gustoca keratocita u straznjem dijelu strome.
Takoder, primije¢eno je da abnormailni fibrilarni materijal iza Descemetove membrane
i subepitelijalne fibrocelularne naslage uzrokuju puknuce epitelijalne bazalne
membrane i Bowmanova sloja (32).

Klinicki se BK prezentira smanjenom vidnom os$trinom, osje¢ajem stranog tijela,
bolnoSc¢u te crvenilom i suzenjem oka. Dijagnoza se postavlja pregledom pod
biomikroskopom gdje se vidi ote€ena roznica smanjene prozirnosti s bulama.
Mijerenje debljine roznice opticCkom koherentnom tomografijom potvrduje klinicki
pregled. U lijeCenju se Koristi terapija kao i kod FED-a uz mogucnost i transplantacije
amnijske membrane (TAM). ToCan mehanizam utjecaja amnijske membrane nije
poznat, ali je dokazano da TAM poboljSava zarastanje epitela jer sluZzi kao membrana
za rast endotelnih stanica, spre€ava infiltraciju upalnih stanica i smanjuje apoptozu
keratocita (33).

Slika 6. Izgled roznice pacijenta s buloznom keratopatijom

1.3.3. Visokorizi¢ni slucajevi

1.3.3.1. Herpeti¢ni keratitis

Primarna infekcija herpes virusom obi¢no se javlja rano u zivotu i Cesto je
asimptomatska. Rekurentne infekcije herpes virusom razli€ito se kliniCki prezentiraju
u ljudi, i na tijelu i na oku. U€estalost infekcije HSV-om povecava se s dobi i anti-HSV
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antitijela nalaze se u oko 88 % osoba u dobi od 40 godina (34).

Herpes virus keratitis (HSK) drugi je vodedi uzrok sljepoée nakon katarakte u
razvijenim zemljama, ponajprije zbog recidiviraju¢e prirode. Osam je poznatih herpes
virusa: herpes simplex virus tip 1 (HSV-1), HSV-2, virus varicella-zoster (VZV),
citomegalovirus (CMV), Epstein-Barrov virus (EBV), humani herpes virus 6 (HHV-

6), humani herpes virus 7 (HHV-7) i humani herpes virus 8 (HHV-8), a najCes¢i

je uzrok keratitisa HSV-1 i odgovoran je 78 % — 98 % sluCajeva. Ljudi su jedini
prirodni domacin vrste herpes simplex virusa 1 i 2. Ovisno o vrsti zahvac¢enoga tkiva,
herpetiCna ocna bolest moze se prezentirati kao blefaritis, konjunktivitis, intraokularna
upala, retinitis i epitelni keratitis koje je tipicno mjesto za primarnu infekciju i stromalni
keratitis koji je naj¢esci oblik recidiva bolesti.

Povrsinska herpeti¢na upala roznice naj¢esée zapocinje monokularno s fotofobijom,
epiforom, blefarospazmom i osje¢ajem stranog tijela u oku. U epitelu se razvijaju
zamucenja s mjehuri¢ima. Mjehuri¢i brzo pucaju i ostavljaju defekte razli€itih oblika
poput tockica, granéica, zvjezdica... Ceste su mije$ane injekcije praéene smanjenom
osjetljivoS¢u roznice uz popratnu bol koja se javlja kao cilijarna retrobulbarna
neuralgija. Regeneracijom epitela moze doci do spontana izljeCenja, medutim,
infekcija se moze prosSiriti u stromu roznice i izazvati stromalni keratitis i uveitis.
Histolo$ki se vidi nestanak povrsinskog epitela, edem i nekroza, a promjene mogu
zahvatiti Bowmanovu membranu i stromu sve do endotela. Glavni zastitni mehanizmi
u ovoj bolesti su makrofazi, interferon i NK stanice dok se specificna imunoloska
reakcija razvija kasnije kada viSe nema vidljivih lezija i virusa. Prvo se javljaju IgM,

a potom IgG antitijela dok su koli€ine IgA povecane u suzama. Za dijagnozu je
vazna klinicka slika, a moguca je izolacija virusa iz brisa spojnice, iz suza ili s dna
ulkusa kod ulkusnog keratitisa. U lije€enju se koriste virostatici lokalno i sistemski,
debridment, antibiotici i vitamini.

Kod herpeti¢ne upale dubljih slojeva roznice bolest se moze javiti bez fotofobije

i blefarospazma uz izrazenu hiposenzibilnost roznice i slabljenje vidne ostrine i
diskoidni edem srediSnjeg dijela roznice. Bolest se moZze javiti u dvama oblicima:

1. kao rani ili serozni oblik s centralnim edemom i precipitacijskim prstenom
(Wesselyjev prsten) ili kao 2. kasni oblik s upalnom reakcijom strome uz popratnu
neovaskularizaciju. Precipitacijski prsten oCituje se u obliku bijelo-sivkasta
intrakornealnoga kruga nastala precipitacijom kompleksa antigen-protutijela. U
prednjoj o€noj sobici mogu se vidjeti njezni, upalni retrokornealni precipitati koji
potje€u iz endotela, strome ili celularnih elemenata prednje sobice. Ti precipitati
mogu biti znak endotelitisa (35,36). Osim opisanih, postoje jos i drugi oblici bolesti
kao Sto su razli€iti infiltrati strome, sirasta nekroza roznice i metaherpeti¢ne ulceracije
roznice kao i oblik neuroparalitickog keratitisa. Dijagnoza se moze postaviti analizom
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cirkulirajucih antitijela, antitijela u sekretu suza, kulturama, imunofluorescentnom
pretragom ostruganog epitela ili reakcijom vezanja komplementa.

Za lijeCenje se koriste lijekovi kao i kod povrSinskog keratitisa dok je kod stromalnih
oziljaka roznice s neovaskularizacijom ili bez neovaskularizacije roznice koji dovode
do znacajna pada vida, indicirana perforativna transplantacija roznice (37).

Slika 7. a) Biomikroskopska prijeoperacijska snimka bolesnika s vaskulariziranim
leukomom roznice nakon herpeti¢nog keratitisa:
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c) Nakon 12 mjeseci

1.3.3.2. Opekline roznice

Opeklina ili kombustija ozljeda je tkiva nastala djelovanjem visoke temperature koja
prelazi granicu tolerancije organizma (45 °C). Uzroci opeklinama mogu biti termicka
djelovanja ultravioletnih, ionizirajucih i infracrvenih zraka, elektri¢na struja i kemijska
sredstva. To je hitno medicinsko stanje, a ako je opeklina uzrokovana kemijskim
tvarima, kiselinama ili luzinama, posebno je opasna. Stupanj oSteéenja tkiva ovisi o
koli€ini, koncentraciji pH Stetnog agensa te o duZini djelovanja i uc€inkovitu lijeCenju.

Klini¢ki opekotine dijelimo u tri stupnja:

1. stupanj pokazuje izrazeno crvenilo koze vjeda, ograniceno ili difuzno crvenilo
spojnice s izrazenom fotofobijom, epiforom i blefarospazmom. Na roznici je zamucen
epitel i nastaju sekundarne erozije.

2. stupanj na koZi vijede obiljeZzava stvaranje mjehurica te otok vjeda, ptoza, epifora,
fotofobija i blefarospazam. Nakon pasivna otvaranja vjeda nade se obilna kemoza i
ograni¢eno bjelkasto ishemi¢no podrucje oko limbusa rozZnice. Na roznici je parenhim
bjelkasto-siv, zamucen i zadebljan. Na epitelu su velike erozije.

3. stupanj tesko se razlikuje od 2. stupnja. Sivkasto-bijelo zamucenje roznice je kao
u ,kuhane ribe“ i pregled je otezan. Brzo nastaje sekundarni glaukom s popratnim
neuralgi¢nim bolovima (4).

Patohistoloski, opeklina kiselinom uzrokuje koagulaciju bjelancevina u epitelu roznice
Cime se ograniCava daljnja penetracija kiseline pa su opekline nastale djelovanjem
kiseline obi¢no povrsinske. Luzine penetriraju u tkiva bolje nego kiseline te su stoga
opekline luzinama teze od onih uzrokovanih kiselinama. Luzine koje najCeSce
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uzrokuju opekline oka su: amonijak, natrij-hidroksid, kalij-hidroksid, magnezij-hidroksid
itd.. Ireverzibilne promjene pri opeklini luzinama nastaju pri pH viSem od 11,5 (38).
Hidroksidni ion (OH) hidrolizira glikozaminoglikane, denaturira kolagen te izaziva
saponifikaciju masnih kiselina stani¢nih membrana Sto dovodi do lize stanice. To se
naziva likvefakcijska nekroza. Kation reagira s karboksilnom skupinom bjelancevina,
ponajvise kolagenih vlakana i glikozaminoglikana u stromi roznice i zasluzan je za
penetrantnost luzina u tkivo roznice (39). Posljedi¢na hidracija glikozaminoglikana
kolagenih vlakana rezultira promjenom njihove konfiguracije Sto rezultira smanjenjem
prozirnosti roznice. Obi¢no najviSe stradaju povrSinski slojevi oka, epitel spojnice
i roznice te vrCaste stanice spojnice koje su prve u kontaktu s luzinom, no luzine
relativno brzo (3 — 5 minuta) prodiru prema dubljim slojevima pa tako mogu biti osteceni
I stromalni keratociti, Zziv€ani zavrSetci i krvne Zile, endotel rozZnice, epitel leCe, cilijarno
tijelo i trabekularna mreza. OSteceno tkivo stimulira upalnu reakciju u sklopu koje se
luCe protuupalni Cimbenici i proteolitiCki enzimi €ijim djelovanjem dolazi do daljnjeg
oStecenja tkiva, formiranja fibrovaskularnog panusa i sterilne ulceracije roznice (40,
41). Upala roznice potice luCenje Cimbenika rasta vaskularnog endotela $to Cesto
rezultira vaskularizacijom roznice, ovisno o stupnju oStecenja roznice. Polimorfonukleari
stvaraju infiltrate u opec€enoj roznici ve¢ 12 — 24 sata, a u teSkih opeklina najintenzivnija
pregradnja tkiva roznice zabiljezena je izmedu 14. i 21. dana nakon kombustije, a traje
sve dok roznica u potpunosti ne epitelizira, odnosno dok ima nekroti¢nog tkiva (42,
43). Stupanj oStecenja roznice u kemijskih opeklina ovisi o zahvacenoj povrsini, dubini
penetracije i relativnoj toksi¢nosti kemikalije, odnosno o pH, duljini izlozenosti, koli€ini
i penetrabilnosti kemijske tvari. Inicijalno lijec¢enje opeklina uzrokovanih djelovanjem
luzina je hitno; treba smanijiti koli€inu i koncentraciju luzine na povrsini oka, Sto se
postiZze obilnim i dugotrajnim ispiranjem oka vodom ili fizioloSkom otopinom (20 — 30
minuta) i primjenom blagih kiselina (citrata) sve do neutralizacije pH (44). U teskih
opeklina uputno je uciniti odstranjenje nekroticnog tkiva (debridman). Terapijski pristup
ovisi o stupnju opekline te o klinickom tijeku oporavka. U blazih opeklina osnovno
je omoguciti ponovnu reepitelizaciju roznice i sprijeCiti pojavu infekcije dok epitel
ne zaraste te lijeCiti svaki uveitis i glaukom koji nastaje kao komplikacija. U svrhu
poticanja reepitelizacije najceSce se koriste nadomjestci suza (umjetne suze) i meke
kontaktne le¢e. Ako se radi o teZzim opeklinama, potrebno je sprijeciti pojavu ulceracija
roznice, a to se najceSce postize uporabom vitamina C, antibioticima, cikloplegicima
te je opisana uporaba tetraciklina i inhibitora kolagenaza u tu svrhu. Za kontrolu
upale kod tezih stupnjeva opeklina najcesce se koriste kortikosteroidi, nesteroidni
protuupalni lijekovi (NSAID) i citrat. Kortikosteroidi se primjenjuju lokalno tijekom
prvin 7 — 10 dana s polaganim smanjenjem doze od 10 do 14 dana radi supresije
upalnih stanica i proteolitickin enzima. Ako se navedenim konzervativnim nacinima
ljeCenja u konkretnom slu€aju ne ocCekuje ili ne postize izljeCenje, moze se pokusati
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kirurSkim metodama kao $to su konjunktivoplastika (prepariranom spojnicom prekrije
se oSteCena roznica), transplantacija amnijske membrane, transplantacija limbalnih
stanica i perforativna keratoplastika (45-47).

Slika 8. lzgled roznice nakon ozljede luzinom

1.3.3.3. Perforacijske ozljede oka

Ozljede su oka razmjerno Ceste i vodeci su uzrok sljepoce u djece i mladih odraslih
te znaCajan uzrok sljepoce u starijih osoba. PovrSinske su ozljede oka najcesSce, a
samo 5 % ¢&ine perforativne ozljede koje zahvacaju dublje oéne strukture. Zivotna dob
ozlijedenih pretezito je izmedu 15 i 60 godina, a 80 % su muskarci (48).

Perforativne ozljede mogu se klasificirati prema mehanizmu nastanka na ozljede
ostrim predmetom, tupe ozljede i ozljede projektilima. Ozljede ostrim predmetima
ukljuCuju ozljede olovkom, nozem, staklom i ostalim vrstama probadajuceg oruzja.
Tupe povrede ukljuCuju povrede nastale najcesce udarom golf-loptice, daskom za
surfanje i tupim dijelovima motora. Ozljede su projektilima ozljede nastale djelovanjem
eksplozivnog stakla i dijelova raketa. Ozljede se mogu Kklasificirati i s obzirom na
prisutnost ili odsutnost stranog tijela, vrstu izvedenoga operativnog zahvata, te duzinu
poslijeoperacijskog tretmana (49).

Zbrinjavanjem ozljeda roznice pokuSava se uspostaviti integritet oka s najmanje
oziljaka koji bi mogli smetati vidu. Radi prevencije upale i stvaranja $to manje oziljaka,
daju se lokalno i sustavno antibiotici, a ponekad i kortikosteroidi. Nove metode lijeCenja
zasnivaju se na blokadi utjecaja vaskularnoga endotelnog ¢imbenika rasta.
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Vaskularizacija koja prati stvaranje oziljka jedan je od glavnih uzroka komplikacija nakon
perforativne ozljede i smanjenja vidne ostrine te razlog za transplantaciju roznice.

TeSke povrede oka Cesto imaju razarajuce djelovanje na prednji i straznji o¢ni segment.
Velike perforacije s gubitkom Sarenice, lece i staklovine, udruzene s krvarenjem,
retinalnom i horioidalnom ablacijom preduvjet su za proliferativhu vitreoretinopatiju
(PVR). Povlacenje retine od membrana PVR-a vodi daljnjoj ablaciji i ¢esto rezultira
ftizom bulbusa i sljepo¢om. U mnogim sluCajevima zamucenja roznice uzrokovane
ozljedom i sekundarnom dekompenzacijom smanjuje vidljivost i onemogucuje
vitreoretinalnu operaciju. Kombinirani zahvati transplantacije roznice i vitreoretinalne
kirurgije rijeSenje su za ovakve sluCajeve. lako su napredovale operativne tehnike
tijekom godina, prognoza ovakvih ozljeda jako je lo$a (49, 50).

Slika 9. Bolesnik s traumatskom povredom oka

1.4. Transplantacija roznice:

Transplantacija roznice jedna je od najljepSih, najefektnijih, najizazovnijih, ali i
najkompliciranijih operacija u oftalmologiji. Prvu uspjesSnu transplantaciju roznice

u Covjeka obavio je austrijski oftalmolog E. Zirm 1905. godine, a prvi pacijent s
uspjesno transplantiranom roZnicom bio je Alois Gloger. Danas je transplantacija
roznice naj¢esc¢a i najuspjesnija od svih transplantacija tkiva i organa. U razvijenim
zemljama, kao Sto je SAD, izvodi se viSe od 40 000 transplantacija roznice godisnje,
u Europi oko 35 000, a u Hrvatskoj oko 150. Indikacije za transplantaciju roznice
mogu biti:
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1. Opticke - kada se operacija izvodi radi poboljSanja vida

2. Tektonske - ispravljanje oStecene strukture roznice (stanjenja i perforacije)
3. Terapeutske - zamjena tkiva zbog refraktorne bolesti

4. KozmetiCke - poboljSanje izgleda oka bez o€ekivanja vidne funkcije.

U osnovi, svako konzervativnim putem neizlje€ivo zamucenje roznice, uz
pretpostavku zdrava straZznjeg segmenta, pretpostavlja indikaciju za operaciju
roznice.

U niskorizi¢noj skupini pacijenata, uspjesnost transplantacije iznosi preko 90 % (12).
Taj izvanredni uspjeh prisutan je zbog toga $to je rozZnica ,imunoloski privilegirano
tkivo”. Anatomske osobine koje uvjetuju razvitak i odrzanje imunoloskog privilegija
roznice su:

Centralni dio roznice ne posjeduje stanice za prezentaciju antigena (APC). Jedine
profesionalne APC u roznici su Langerhansove stanice (LS) koje su smjeStene
isklju€ivo u limbalnom dijelu. Vecina (95 %) LS-a smjestena je u epitelu roznice,
stroma ne sadrzi stanice koje mogu igrati ulogu APC-a (samo pokoja se LS moze
naci u prednjoj stromi).

Zdrava roznica nema krvnih Zila koje ju povezuju s krvnim i s limfnim sustavom te je
njezina mo¢ u slanju i primanju imunoloskih informacija znatno oslabljena. Stanice
roznice luCe brojne citokine i neuropeptide koji spre€avaju aktivaciju aloreaktivnih
T-limfocita na odredeni antigen, potiskuju efektorsku akciju aktiviranih makrofaga i
modificiraju preradu i prezentiranje antigena od strane profesionalnih APC-a. Da bi
se odrzao tzv. angiogeni-imunolo$ki privilegij, u roznici postoji ravnoteza izmedu
proangiogenih i antiangiogenih ¢imbenika. Proangiogeni ¢cimbenici ukljuuju ¢imbenik
rasta fibroblasta (FGF), ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (VEGF), trombocitni
gimbenik rasta (PDGF) i angiopoetin. Cimbenici s antiangiogenim svojstvima su:
endostatin, angiostatin, trombospondin i dr. Vecina patoloskih procesa u roznici koji
dovode do NV-a moze se sazeti u tri kategorije: hipoksija, upala i gubitak limbalnih
stanica, odnosno limbalne barijere (51-54). Prisutnost aberentnih krvnih Zila u rozZnici
dovodi do rozni€nog edema, stvaranja lipidnih depozita, krvarenja i oziljkavanja, $to
u konacnici dovodi do smanjenja prozirnosti roznice i gubitka vidne ostrine (55, 56).
Osim krvnih Zila, u reakciji se odbacivanja transplantata uloga dijelom moZe pripisati

i kliniCki nevidljivim limfnim zilama koje naruSavaju imunoloski privilegij roznice (57).
lako etiologija i mehanizmi NV-a u roznici nisu u potpunosti jasni, krajnji je rezultat
slom angiogene barijere. Razli€iti angiogeni i antiangiogeni ¢imbenici dokazano
utjeCu na razvoj NV-a roznice, ali se VEGF smatra presudnim.
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U slu€ajevima upalnih bolesti roZnice, infekcija ili autoimunih bolesti angiogeni-
imunolos$ki privilegij se gubi i tada stopa prezivljavanja transplantata drasti¢no pada
30 % — 50 %. U visokorizi¢nu skupinu ubrajaju se pacijenti koji imaju vaskulariziranu
roznicu u dvama i viSe kvadranata, pacijenti koji idu na rekeratoplastiku, hitni pacijenti
u slucaju traume ili infekcije, pacijenti s prijasnjom virusnom ili bakterijskom upalom
roznice te pacijenti s bilateralnom transplantacijom. Opci ¢imbenici koji povecavaju
rizik transplantacije su: prethodna transfuzija krvi, prethodna transplantacija drugih
organa ili tkiva, ozbiljna sustavna bolest (diabetes mellitus, kroni¢ne infekcije) i
reimunizacija (tetanus, tifus).

Studije su pokazale da je prijeoperacijska vaskularizacija roznice jedan od klju¢nih
Cimbenika za uspjeh transplantacije. Naime, pacijenti koji imaju NV roznice u dvama
kvadrantima ubrajaju se u visokorizi€nu skupinu, a pacijenti s NV-om u Cetirima
kvadrantima imaju dvostruko vecu Sansu za odbacivanje transplantata. To je nedavno
potvrdila metaanaliza koja je pokazala da Sto je veci broj kvadranata zahvac¢en s NV-
om, ¢e&¢i je broj reakcija odbacivanja i veci je broj odbacenih transplantata (51).

Slika 10. Pacijent s reakcijom odbacivanja transplantata

a) epitelna reakcija
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b) endotelna reakcija

Slika 11. Pacijent s odba¢enom roznicom

1.5. Angiogeni €¢imbenici u roznici:

1.5.1. Cimbenik rasta vaskularnog endotela (VEGF)

Cimbenik rasta vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial growth factor; VEGF)
naziv je za obitelj Cimbenika rasta koji pripadaju skupini trombocitnog ¢imbenika

rasta (eng. platelet derived growth factor; PDGF). VEGF najvazniji su i najpoznatiji
¢imbenici rasta krvnih zila, a to im je ujedno i najznacajnija uloga. Djelujuci na ciljne
stanice, VEGF mogu poticati njihov rast, migraciju i dijeljenje, odnosno vaskulogenezu
I angiogenezu te inducirati vaskularnu propusnost (58). Uz navedeno, regulira retinalnu
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leukostazu i sudjeluje u neuroprotekciji (59-61).

VEGF skupina ¢imbenika rasta obuhvaca viSe po strukturi i djelovanju sli¢nih, ali ipak
razliCitih ¢imbenika rasta koji obuhvacaju placentarni ¢imbenik rasta (eng. placenta
growth factor PIGF) te ostale Cimbenike rasta vaskularnog endotela obiljezene slovima
abecede VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D.

VEGF-A najbolje je istrazen i budu¢i da je udruzen s angiogenezom, u posljednje se
vrileme najviSe primjenjuje u anti-VEGF terapiji (62, 63).

VEGF-B okruzuje VEGF R1 i sudjeluje u smanjivanju ekstracelularne tvari, u stani¢noj
adheziji i migraciji.

VEGF-C i VEGF-D okruzuje VEGF R2 i R3 i regulira limfangiogenezu, a VEGF-C
ukljucen je u procese cijeljenja rane.

PLGF okruzuje VEGF R1 i najviSe je eksprimiran ¢lan VEGF obitelji u endotelnim
stanicama, a moze povecati VEGF-A inducirajuci endotelnu stani¢nu proliferaciju (64).

Postoji virusom kodiran protein koji nalikuje na VEGF, a nazvan je VEGF-E te sli¢an
spoju u otrovu nekih zmija, nazvan VEGF-F, a navedeni, takoder, pripadaju skupini
VEGF.

Dosada su u literaturi opisane tri vrste VEGF receptora, obiljezene rednim brojevima
(VEGFR-1, VEGFR-2 i VEGFR-3) te dvije vrste koreceptora nazvanih neuropilini (NRP-
1 i NRP-2) koji moduliraju djelovanje VEGF (65,66). VEGFR receptori su povrsinski
stanicni receptori s tirozin-kinaznom aktivnoS¢u. Vezanjem dimera VEGF na molekulu
receptora dolazi do dimerizacije receptora te se on time aktivira transfosforilacijom.
VEGFR sastoje se od ekstracelularnoga, transmembranskoga i intracelularnog dijela
molekule. Ekstracelularni dio VEGFR-a ima sedam imunoglobulinima sli¢nih domena
koji sujednom transmembranskom regijom povezani s intracelularnim dijelom VEGFR-a
s tirozin-kinaznom aktivnos¢u. VEGF-A veze se samo na VEGFR-1 i VEGFR-2.
VEGFR-2 (FIk-1/KDR) receptor je putem kojega se ostvaruje vecina djelovanja VEGF-a
(67). Uloga VEGFR-1 (Flt-1) vjerojatno je modulacija funkcije VEGFR-2 i njegova
funkcija dolazi do izrazaja u vaskulogenezi, na primjer, njegovim djelovanjem dolazi do
pojacane osjetljivosti endotelnih stanica na TNF (68,69). VEGFR-3 (Flt-4), na koji se
vezu samo VEGF-C i VEGF-D, nuzan je za vaskulogenezu u embrionalnom razvoju, a
kasnije postaje kljuénim regulatorom limfangiogeneze (70).
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Slika 12. Receptori za VEGF, njihovi supstrati i najvaznije djelovanje

VEGF-B VEGF-A VEGF-E VEGF-C
PLGF-1,2 VEGF-D

A TG e
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/ membrana
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VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3
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1.5.1.1. Cimbenik rasta vaskularnog endotela A

Najvazniji predstavnik skupine VEGF ¢imbenika rasta je VEGF-A koji je prvi otkriven pa
se Cesto naziva samo VEGF (u daljnjem tekstu VEGF) i kljucni je regulator angiogeneze.
To je heparin-vezujuéi glikoprotein, a kodiran je genom VEGF-A koji je u ljudima
smjesten na 6. kromosomu. Razliitim spajanjem mRNA, nastalim prepisivanjem 8
egzona VEGFA gena, nastaju razliCite izoforme VEGF koje se, s obzirom na mjesto

spajanja egzona 8 u molekuli dijele u dvije skupine; onu s proksimalnim mjestom
spajanja egzona 8 (obiljezava se kao VEGF , gdje xxx oznacava broj aminokiselina u

XX

molekuli) i onu s distalnim mjestom spajanja egzona 8 (obiljezava se kao VEGF _ b) ].

Kod ljudi je pronadeno devet osnovnih oblika VEGF-A, i to su: VEGF 121, VEGF 145,
VEGF 148, VEGF 162, VEGF 165, VEGF 165 B, VEGF183, VEGF 189, VEGF 206. Ti
oblici dobiveni su iz humanog VEGF-A gena na kromosomu 6P21.3 (70).

VEGF 165 najviSe je eksprimiran VEGF-A oblik i ima ulogu u angiogenezi. Jedno
istraZivanje pokazuje da je VEGF 121 vise mitogen nego VEGF 165 ili 189 (72, 73).
Uloga VEGF 110 poticanje je endotelnoga stani¢nog rasta i indukcija vaskularne
propusnosti, ali njegov mitogeni potencijal manji je nego u VEGF 165.

Najpoznatija je funkcija VEGF-A stimulacija proliferacije, migracije i proteoliticke
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aktivnosti endotelnih stanica (74-78). Zahvaljujuéi sposobnosti inhibicije apoptoze
I kapilarne regresije odrzava endotelne stanice na zivotu (79, 80). Takoder, izaziva
vazodilataciju i povecava perfuziju tkiva putem indukcije dusi¢nog oksida (NO), §to
prethodi angiogenezi (81). Kao medijator povec¢ane vaskularne propusnosti VEGF-A
poznat je i kao Cimbenik vaskularne permeabilnosti (82). U tumorskih je stanica
pokazano da VEGF utjeCe na pojacanu ekspresiju matriks-metaloproteinaza (83).

1.5.2. Cimbenik rasta fibroblasta (FGF)

Cimbenik rasta fibroblasta je heparin, vezuci peptid koji stimulira migraciju i
proliferaciju endotelnih stanica (84, 85). Ima vaznu ulogu u mnogim aspektima
embrionalnog razvoja. Tijekom razvoja oka, leca i epitel roznice razvijaju se iz istoga
povrsnoga ektodermalnog tkiva. Prijenos signala preko FGF-receptora vazan je

za diferencijaciju i opstanak stanica lec¢e, ali njegova uloga u razvoju roznice jo$

nije u potpunosti razjasnjena. Istrazivanja upucuju da FGF ima ulogu u proliferaciji

i diferencijaciji stanica roznice. U kraljeznjaka su identificirana ¢ak 22 FGF (86,

87). FGF-signalizacija aktivira se vezanjem Cimbenika rasta na njegove receptore
na stani¢noj povrsini, potiCe dimerizaciju receptora, aktivaciju receptorne tirozin-
kinaze te u konacnici dovodi do aktivacije razli€itih nizvodnih kaskada prijenosa
signala (88). Cetiri gena FGF receptora (FGFR) FGFR1 do FGFR4 identificirani su u
sisavaca. RazliCite izoforme FGFR-a mogu nastati alternativnim splicingom primarnih
transkripata, a razlikuju se u strukturi i afinitetu vezanja liganda. Tijekom razvoja
roznice, FGF-7 i FGF-10 luGe se iz roznicnih mezenhimalnih stanica i oba se vezu
za HER2 receptorne (FGFR2-1lIb) izoforme, koje su uglavnom izrazene u limbalnom
dijelu oka i srediSnjemu rozni¢nom epitelu (89-91). Ti obrasci ekspresije znace

da FGFR2-signalizacija moze promovirati proliferaciju limbalnih mati¢nih stanica i
sudjelovati u modulaciji obnove epitela roznice te homeostazi. In vitro funkcionalne
studije pokazale su da FGF-7 pojaCava rast i proliferaciju kultiviranih stanica epitela
roznice, ali ne utje€u bitno na motilitet (92, 93). Topikalna primjena FGF-7 pokazala je
in vivo i in vitro studijama da ubrzava cijeljenje rana epitela roznice (94-96).

1.5.3. Matriks-metaloproteinaze (MMP)

Proteinaze su enzimi koji razgraduju proteine, a dijele se na egzopeptidaze (razgraduju
krajeve molekule bjelanCevina) i endopeptidaze (razgraduju molekule bjelanCevina na
mjestima razli€itim od krajeva molekule). Endopeptidaze se mogu naci unutar stanica
(intracelularne endopeptidaze) te izvan stanica (ekstracelularne endopeptidaze).
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Intracelularne endopeptidaze djeluju u kiselom mediju unutar stani¢nih organela dok
ekstracelularne endopeptidaze djeluju u neutralnom mediju ekstracelularnog prostora.
Ekstracelularne endopeptidaze dijele se na serinske proteinaze i metaloproteinaze
(97).

Matriks-metaloproteinaze su ekstracelularne endopeptidaze koje imaju znacajnu
ulogu u medustani¢nim interakcijama i interakcijama stanica s ekstracelularnim
matriksom (ECM) (98). Vazne su za modificiranje strukture matriksa, za dostupnost
c¢imbenika rasta, funkciju povrSinskih signalnih sustava stanica Sto utjeCe na stani¢nu
diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu. Imaju vaznu ulogu u morfogenezi, zacjeljivanju
rana, popravku i remodeliranju tkiva kao odgovoru na ozljedu i progresiju bolesti.
Jedna od osnovnih funkcija im je pregradnja izvanstani¢ne tvari, a strukturno im je
zajedniCki motiv cystein switch u propeptidu i cink vezucéi motiv u katalitiCkoj domeni;
stoga pripadaju skupini metaloproteinaza. Do sada je opisano 28 tipova MMP, od
Cega 23 tipa u ljudi (97-99). Vecina je secernirana u obliku zimogena (proenzima) koje
aktiviraju proteaze. Propeptid, kataliticka domena i hemopeksinu sli¢na C-terminalna
domena, koja je s katalitiCkom domenom povezana fleksibilnim zglobom, zajednicke su
strukturne domene MMP-a. Supstrati MMP-a komponente su ECM-a, druge proteinaze
i njihovi inhibitori, latentni ¢imbenici rasta i njihovi vezujuéi proteini, kemotakti¢ne
molekule, citokini, povrsSinski receptori, stani¢ne adhezijske molekule, druge proteaze
itd. Djelovanjem na navedene supstrate MMP-i ne mijenjaju samo strukturu proteina
ECM-a i time arhitekturu tkiva, ve¢ razgradnjom strukturnih proteina ECM-a zapravo
utjeCu na opseg i razinu aktivnosti aktivnih i aktivaciju latentnih signalnih molekula i
time sudjeluju u biologiji stanica djelujuc¢i na kemotaksiju, proliferaciju, diferencijaciju
I prezivljavanje stanice (98). Navedenim mehanizmima MMP sudjeluje u regulaciji
mnogih bioloskih procesa.

Jedna od prvih otkrivenih i najbolje istrazenih MMP-ova je MMP9 poznata kao 92
kDa tip IV kolagenaze ili gelatinaza B (100,101). MMP 9 degradira denaturirani i
hidrolizirani kolagen — gelatin, i nativni kolagen tipa IV, V, VI, VII, X, X1 i XIV kao i druge
komponente ECM-a (proteoglikane, elastin, fibronektin, mijelin, fibrilin-1, prekursore
TNsFa i IL-1B). Dokazano je da ovaj enzim utjeCe na nekoliko aspekata epitelne
dinamike (102). Proizvode ga stanice epitela roznice, a njegova je aktivnost regulirana
Interleukinom 6 (116). Kod miSeva, MMP 9 korelira s povecanom proliferacijom
epitelnih stanica i izmijenjenim profilom upalnih citokina koji se javljaju pri eroziji
roznice. Nedostatak MMP9 u tim situacijama rezultira smanjenom sposobnos$¢u da
se ukloni privremeni fibrinski matriks koji se stvara u procesu cijeljenja te to rezultira
neprozirnoS¢u roznice i smanjenjem vidne ostrine. Prekomjerna ekspresija MMP-9
takoder je Stetna. U sluCajevima kroni¢ne necijeleCe erozije, neuspjeh reepitelizacije
povezuje se s povec¢anom ekspresijom MMP-9 te s oSte¢enjem u reparaciji bazalne
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membrane (103,104). Prekomjerna ekspresija MMP-9 takoder se pojavljuje i pri drugim
koZnim poremecajima i poremecajima povrsine oka kao $to su: bulozna epidermoliza,
cikatricijalni pemfigoid, epitelne erozije roznice i suhe oc€i (105-108). U buloznoj
keratopatiji izmjerene su poviSene razine MMP-9 i MMP-2 (109). MMP-9 aktivno
sudjeluje u procesu angiogeneze. Proteolizom ECM oslobada vezane izoforme VEGF
I time potiCe angiogenezu, a degradacijom bazalne membrane endotela kapilara
omogucéuje VEGF-om potaknuto urastanje endotelnih stanica u okolni ECM (110).
MiSevi s defektnim genom za MMP-9 imaju defektnu angiogenezu (111).

Ukratko, abnormalne koncentracije (i visoke i niske) MMP-9 koje producira povrsinski
epitel roznice moze biti Stetan za odrzavanje i popravak tkiva.

1.5.4. Trombocitni €éimbenik rasta (PDGF)

Trombocitni ¢imbenik rasta jedan je od brojnih ¢imbenika rasta ili proteina koji
reguliraju stani¢ni rast i diobu. Poznate su Cetiri izoforme PDGF A-D s tim da PDGF A
i B oblikuju homodimere i heterodimere (112, 113).

Homodimer PDGF-BB ima znacajnu ulogu u angiogenezi. Oslobadaju ga endotelne
stanice u visokoj koncentraciji u vrijeme formiranja kapilara kao odgovor na tkivhu
hipoksiju, ¢imbenike rasta, a sluzi u posredovanju regrutacije pericita (114, 115).
lako nije uklju€en u pocetnoj fazi formiranja krvnih zila, PDGF-BB ima ulogu u
stvaranju novih krvnih Zila i njihovoj stabilizaciji induciranjem stvaranja anastomoza
i regrutiranja pericita. Stabilizacija krvnih Zila ovisna je o ekspresiji PDGF beta-
receptora, koje eksprimiraju fibroblasti, endotelne stanice i stanice glatkih misica
(116, 117). PDGF-BB stimulira proizvodnju pericita kod proteina izvanstani¢noga
matriksa, ukljuCujuéi fibronektin, kolagen i proteoglikane, potrebne izgradnji bazalne
membrane kapilara. Osim toga, PDGF-BB povecava razinu ekspresije za VEGF u
stanicama i stimulira fibroblaste proizvoditi i lu€iti kolagenaze, kljuéne stanice za
migraciju u angiogenezi (118).

1.5.5. Angiopoetin

Angiopoetini (Ang) su Cimbenici rasta koji djeluju preko tirozin-kinaznih receptora i
vazni su u formiranju zrelih krvnih Zila. Angiopoetin-1 i Angiopoetin-2 sadrze 60 %
jednakih aminokiselina i vezu se s istim afinitetom na endotelne stanice receptora
tirozin-kinaze (1 Tie2, 2). Imaju karakteristiéne strukture proteina koji sadrze spiralno-
spiralne domene u aminoterminaloj regiji i fibrinogen domenu u karboksil-terminalnom
podrugju (1, 2). Ang 2 vazna je regulatorna molekula za angiogenezu, ali, takoder
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modulira i limfangiogenezu tijekom embrionalnoga i neonatalnoga razvoja te ima
klju€nu ulogu u sazrijevanju limfnih Zila u postnatalnom razvoju.

1.6. Antiangiogeni €éimbenici u roznici

1.6.1. Topivaforma VEGF receptorali 3 (sVEGFR 11 3)

VEGF receptor 1 transmembranski je receptor koji veze VEGF, posebice VEGFA s
visokim afinitetom i pokrece unutarstaniéno signaliziranje. Alternativho povezivanje
VEGF receptora i mRNA rezultira u proizvodnji topivoga oblika VEGF receptora
(sVEGFR1). Taj topivi receptor endogeni je inhibitor VEGF signala i dokazano je
prisutan u normalnoj ljudskoj roznici te se nalazi u ve¢im koli€inama u epitelu i stromi
blize limbusu (13).

Ambati i suradnici pokazali su da je sVEGFR1 vazan za avaskularnost roznice

na razli¢itim animalnim modelima te da se njegovo antiangiogeno djelovanje
zasniva na tome da djeluje kao mamac za VEGF, ali i inaktivira VEGF receptor
heterodimerizacijom (14, 119-121). Topivi VEGFR1 sastoji od prvih Sest domena
transmembranskog VEGF receptora 1 i jedinstvene 31 aminokiseline na ,repu” Cija
je svrha nepoznata. sSVEGFRu nedostaju proksimalne membranske imunoglobulinu
nalik domene dok transmembransko podrucje i medustanicna tirozin-kinazna
domena nastaju alternativnim povezivanjem (122, 123).

Taj endogeni inhibitor angiogeneze pokazao je terapijsku ucinkovitost kada se
primjenjuje egzogeno u eksperimentalnom lijecenju nekoliko bolesti, ukljuCujuci artritis,
neovaskularizaciju mreznice, rak $titnjace i gusteraCe. U svakom od tih slucajeva,
SVEGEF je povezan s znacajnim smanjenjem patoloSke neovaskularizacije ¢ak do 97,5
%, ali bez utjecaja na prethodno postojece Zile (124-128).

VEGFC imaznacajnu ulogu u limfangiogenezi roznice i doprinosifiziolo§koj angiogenezi
te djeluje preko VEGFR2 i 3. Studije su pokazale da se u rozZnici nalazi i topiva
forma VEGFR3 (sVEGFR3) receptora koja, takoder, djeluje kao ,mamac” za VEGFC
te blokira njegovo djelovanje. sVEGFR3 potiskuje hemangiogenezu blokiranjem
VEGFC-inducirane fosforilacije VEGFR2 (129-132). Na misjim je modelima dokazano
da prekomjerna ekspresija SVEGFR3 inhibira limfangiogenezu i hemangiogenezu te
povecava peterostruko prezivljavanje transplantata dok njegova odsutnost dovodi do
pojacane hemangiogeneze i limfangiogeneze u roznici (129).
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1.6.2. Angiostatin

Angiostatin je 38 kDa proteoliticki fragment plazminogena i antiangiogeni Cimbenik koji
nalazimo u ljudskim roznicama, u epitelu (133). VeZe se za ATP sintazu i smanjuje
vaskularnu endotelnu stani¢nu proliferaciju i migraciju. Takoder, veZe se na integrin av3
I utjeCe na angiogenezu i neovaskulogenezu (134, 135). Inducira apoptozu endotelnih
stanica krvnih Zila koje su zaustavljene u G2 / M fazi. Studije na miSevima pokazale su
da je angiostatin ucinkovit i netoksi¢an inhibitor NV-a koji nema sistemsko citotoksi¢no
djelovanje (136, 137).

1.6.3. Endostatin

Endostatin je 20 kDa proteoliticki fragment kolagena XVIII koji se povezuje s
tropomiozinom, integrinima, VEGF receptorima, MMP-om i glipikanima u antimigratornim
I proliferativnim ucincima na stanicama endotela krvnih Zila (138, 139). Endostatin
uzrokuje zastoj endotelnih stanica u G1 fazi stani¢nog ciklusa. Vezivanje endostatina za
tropomiozin ima vazne uloge u razli¢itim staniénim funkcijama, uklju€ujuéi kontrakcije,
citokinezu, unutarstanicni transport, sekreciju, motilitet, morfogenezu i stani¢nu
transformaciju. Endostatin, takoder, blokira VEGF-induciranu tirozin fosforilaciju KDR

/ FIk-1 i aktivaciju ERK, p38 MAPK i p125FAK, Ciji su koraci vazni za prijenos signala i
mitogene aktivnosti VEGF-a u vaskularnim endotelnim stanicama. On inhibira vezanje
VEGF-a za vaskularne endotelne stanice i za njegove povrsinske stani¢ne receptore
KDR / FLK-1 (140). LijeCenje endostatinom povec¢ava aktivnost unutarstanicne proteaze
kaspaze 3 povecavajuci na taj nacin broj apoptoza vaskularnih endotelnih stanica (141).

1.6.4. Pigmentni epitelni €éimbenik (PEDF)

PEDF pripada obitelji serin proteinaze i prisutan je u visokim koncentracijama u

o¢nom tkivu, uklju€ujuéi roznicu (rozni¢ni epitel i endotel), staklasto tijelo i retinalni
pigmentni epitel (142, 143). PEDF takoder nalazimo u velikom broju fetalnoga i
odrasloga ljudskog tkiva te u gotovo svim mozdanim regijama. PEDF izvorno je
identificiran kao neurotrofni Cimbenik, a kasnije je dokazano njegovo antiangiogeno
djelovanje (144-146). Pokazao se kao prijeko potreban ¢imbenik u odrzavanju
avaskularnosti roznice i staklastoga tijela, a smanjene razine PEDF-a dovode do NV-a
roznice, retine i stvaranja pterigija (147, 148). Djeluje tako Sto suprimira VEGF, FGF

i IL-8 / CXCL8 posredovanu vaskularnu migraciju i proliferaciju endotelnih stanica i
njihovu apoptozu (149).
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1.7. Terapijski pristupi u spre€avanju neovaskularizacije roznice

Trenutni terapijski pristupi u spre€avanju NV-a roznice uklju€uju lokalnu i sistemsku
kortikosteroidnu terapiju, imunosupresivne lijekove (Ciklosporin A) anti VEGF terapiju
(bevacizumab i ranibizumab), nesteroidne protuupalne lijekove, transplantaciju
amnijske membrane te rjede koriStene: lasersku fotokoagulaciju i fotodinamsku
terapiju.

1.7.1. Kortikosteroidi

Kortikosteroidi su hormoni nadbubrezne Zlijezde, a medu njima su najvazniji
glukokortikosteroidi koji se koriste u terapiji alergijskih i imunoloskih bolesti.
Najpoznatiji sinteticki glukokortikoidi su: prednizon, prednizolon, metilprednizolon,
triamcinolon, betametazon, deksametazon. Kortikosteroidna terapija najCesce se
koristi za prevenciju odbacivanja transplantata, kao i u lije€enju samog odbacivanja
transplantata roznice.

Kortikosteroidi imaju antialergijsko, protuupalno i imunosupresivno djelovanije.
Protuupalno djelovanje nastaje zahvaljujuci inhibiciji fosfolipaze A2 (preko lipokortina)
koji dovodi do supresije metabolizma arahidonske kiseline i sinteze upalnih
medijatora (leukotriena, prostaglandina, prostaciklina i tromboksana). Osnovni u€inak
kortikosteroida na imunolo$ki odgovor je supresija aktivnosti limfocita blokadom
metabolizma, inaktivacijom i lifocitolizom. Oni blokiraju destrukciju fagocitnih

stanica u makrofazima tako da je oStecena prezentacija antigena i smanjena
produkcija IL-1 i IL-2. Takoder, smanjuju i broj eozinofila. Na molekularnoj razini,
glukokortikoidi djeluju pasivno ulazedi u ciljne stanice i brzo se vezZu na intracelularne
citoplazmatske steroidne receptore. Nakon Sto se kompleks steroid-receptor
podvrgnuo konformacijskim promjenama koje se nazivaju aktivacija, on prelazi
nuklearnu membranu i veze se na DNA izravno na mjesta znana kao elementi
glukokortikoidnog odgovora (eng. Glucocorticoid Respone Elements-GLE). GRE
veza kontrolira prepisivanje specificnih gena ili promocijom ili inhibicijom produkcije
specifitne mMRNA. Steroidi se isklju€ivo inaktiviraju u jetri.

Topicki oftalmolo$ki kortikosteroidni preparati razlikuju se po svojoj sposobnosti

prodiranja u roznicu. Acetati najlakSe prolaze kroz epitel roznice. Alkoholni derivati su
na drugom mjestu, a fosfati, koji su topivi u vodi, na treCem.

Standardni protokol lije¢enja pacijenata nakon transplantacije uklju¢uje kombinaciju
antibiotika i kortikosteroida (Tobradex ili Maxitrol kapi), umjetnih suza i gelova za
podmazivanje i vlazenje oka.
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U slucajevima reakcije odbacivanja transplantata koriste se jaCe doze kortikosteroida
(Dexamethason) u obliku svakodnevne primjene subkonjunktivalnih injekcija tijekom
najviSe 10 — 14 dana, a ako je takvo lijeCenje neuspjesno, potrebna je sistemska
kortikosteroidna terapija u obliku tableta Medrola (metilprednizolon) u po¢etnoj dozi
od 1 mg/1 kg. Doze se postupno smanjuju svaki Cetvrti dan za 8 miligrama (2, 12).

Kortikosteroidna terapija moze izazvati sljedecCe nuspojave: oftalmolosSke (mrena,
povisenje intraokularnog tlaka), poremecaj elektrolita i tekucine (hipertenzija), misi¢no-
koStane (osteoporoza, patoloski prijelomi kostiju), dermatoloSke (oteZano cijeljenje
rana, avaskularna nekroza), metabolicke, neurolosSke, endokrine

(manifestacija latentnog dijabetes melitusa, povec¢ana potreba za inzulinom ili oralnim
hipoglikemicima), imunoloSke (oportunistiCke infekcije, aktivacija latentnih infekcija).

1.7.2 Ciklosporin A

Ciklosporin A snazan je imunosupresivni agens izoliran iz jedne vrste gljivica. On je
ciklicki polipeptid koji se sastoji od 11 aminokiselina i topiv je u lipidima i organskim
otapalima (150). U primarnoj imunoloskoj reakciji blokira produkciju antitijela i stani¢ni
odgovor, a u kasnijoj fazi inhibira sekreciju limfokina bez djelovanja na sintezu
antitijela. Djeluje na poCetku imunoloskog odgovora kao i u procesiranju antigena.

Predominantno je djelovanje ciklosporina protiv T-pomagackih limfocita (CD4+)
prevenirajuci produkciju limfokina, posebno inteleukina IL2. T-supresjeke stanice
relativno su otporne na djelovanje ciklosporina. Ciklosporin inhibira i sintezu
limfokina: ¢imbenika inhibicije migracije, gama-interferon, ¢imbenik rasta B stanica.
Ima inhibitorni u€inak na produkciju inteleukina IL-1 iz makrofaga i inhibira sintezu
medijatora upale iz ljudskih bazofila i masnih stanica. Veze se unutar citosola

za ciklofilin (citoplazmatski protein s cis-trans prolil izomeraznom aktivnoScu).

Taj kompleks inhibira transkripciju mMRNA na IL2 i druge limfokine. Veze se i na
kalcineurin, ¢ime inhibira djelovanje fosfataze i translokaciju citoplazmatskih
komponenti NF-AT iz citosola u nukleus, prevenirajuci na taj nacin transkripciju IL-2-
MRNA.

U krvi se 33 % — 47% ciklosporina nalazi u plazmi, 4 % — 9 % u limfocitima, 5

% — 12 % u granulocitima a 41 % — 58 % u eritrocitima. Metabolizira se gotovo u
cijelosti u jetri, izluCuje ponajprije putem zuci, a tek 6 % oralne doze izlu€i se urinom.
Poluvrijeme krajnje eliminacije iz krvi priblizno je 19 sati neovisno o dozi i na€inu
primjene.

Ciklosporin A moZe se davati oralno (kapsule, oralna otopina), intravenski (infuzija),
topicki (kapi za oc€i). S ciklosporinom se povezuju sljede¢e komplikacije: povecanje
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razine serumskog kreatinina i uree, strukturalne promjene u bubrezima, povecanje
serumskog bilirubina i jetrenih enzima, lagano povecanje krvnih lipida, povremena
hiperkalijemija. Nuspojave mogu biti: bubrezne (nefrotoksi¢nost, hemoliticki
uremicki sindrom), jetrene (hepatotoksi¢nost), neoplasticke (limfomi, fibroadenom
dojke, skvamozni karcinom), dermatoloske (osip, hipertrihoza), gastrointestinalne
(anoreksija i mucnina), neuroloske (tremor, konvulzije, depresija), metabolicke
(hiperuricemija, hiperkalijemija, hipomagnezijemija) i kardiovaskularne (Raynoldov
fenomen, intravaskularna koagulacija) (151).

Ciklosporin A uglavnom se daje oralno kod visokorizi¢ne skupine bolesnika za
prevenciju reakcije odbacivanja roznicnog presatka. Do sada joS uvijek ne postoji
standardizirana doza i postoje razliciti protokoli. Obi¢no se zapoc€inje terapijskom
dozom od 15 mg/kg tjelesne tezine dnevno podijeljeno u dvije doze. U nasoj klinici
teZi se postici terapeutska doza od 100-200 ug/L u krvi koju nakon 4-6 mjeseci
postupno snizavamo. Ciklosprin A moze se davati u kombinaciji sa sistemskim
kortikosteroidima kada je inicijalna doza znatno niza (3-6 mg/kg tjelesne tezine) (152-
154).

1.7.3. Anti VEGF protutijela

1.7.3.1. Bevacizumab (Avastin)

Bevacizumab je rekombinantno polivalentno monoklonalno humanizirano anti-VEGF
protutijelo molekularne tezine od 149 kD koji prepoznaje sve izoforme VEGF-a i koji
je 2004. godine odobrila Food and Drug Administration u Sjedinjenim Americ¢kim
Drzavama za lijeCenje kolorektalnog karcinoma, a od tada je odobren i za lijeCenje
drugih malignih bolesti (155). U oftalmologiji se u posljednjih nekoliko godina koristi
u “off label” primjeni u lije€enju dijabetiCke retinopatije, neovaskularne senilne
makulopatije, okluzije centralne retinalne vene, neovaskualrnoga glaukoma te kod
visokorizi¢nih pacijenata s transplantiranom roznicom i NV-om roznice. U lijeCenju
transplantiranih pacijenata koristi se lokalno u vidu subkonjunktivalnih injekcija prije
operativnog zahvata, na dan operacije ili u poslijeoperacijskom oporavku te topicki u
kapljicama.

Primjena bevacizumaba inducira involuciju novih krvnih Zila i prekida upalni odgovor
u roznici $to rezultira oporavkom rozni¢ne funkcije (156). SpreCava nastanak trajnih
epitelnih promjena, stromalnih mutnina i NV-a roZnice koja nastaje kao rezultat limbalne
insuficijencije. Ispitivanja su pokazala da je bevacizumab netoksi¢an za ljudski roznicni
epitel i fibroblaste (157). UCinkovito inhibira roznicnu NV samo ako se primjenjuje u
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ranom nastanku NV-a kad nema pericita i glatkih miSi¢nih stanica dok kod kroni¢ne
NV-a nema znacCajan utjecaj. Bevacizumab moze sprijeCiti infiltraciju makrofaga u
ranoj fazi, ali ne i u kasnoj fazi upale.

1.7.3.2. Ranibizumab

Ranibizumab je humanizirani izotip 1gGI kappa fragment monoklonalnog antitijela koji
se veze na aktivna mjesta svih izoformi molekula VEGF-A i time spreava vezanje
VEGF-A za njegove receptore na stanicama vaskularnog endotela ¢ime negativno
djeluje na stani¢nu proliferaciju, propusnost krvnih zZila i stvaranje novih krvnih Zila.
Ima molekularnu teZinu od 48kD, Sto je otprilike jednu tre¢inu veliine bevacizumaba
I teorijski omogucuje bolje prodiranje u roznicu (158). Ranibizumab zapravo je Fab-
fragment s istog antitijela koji se koristi u stvaranju bevacizumaba, ali je ,afinitetno
sazrio“ tako da se veze isklju€ivo na VEGF-A sa znacajno ve¢im afinitetom nego
bevacizumab.

1.7.4. Transplantacija amnijske membrane (TAM)

Amnijska se membrana sastoji od jednog sloja epitelnih stanica, bazalne membrane
i avaskularnog matriksa (ili strome). Dokazano je da AM pospjeSuje zacjeljivanje
defekata epitela roznice spreCavanjem infiltracije upalnih stanica, smanjenjem
apoptoze u keratocitima i sekrecijom raznih ¢imbenika rasta. Epitel AM proizvodi
c¢imbenik rasta fibroblasta, ¢imbenik rasta hepatocita i transformirajuci ¢imbenik rasta.
Debela bazalna membrana sluzi kao idealan supstrat za rast epitelnih stanica, olakSava
njihovu migraciju, pojacava njihovo prianjanje, potice diferencijaciju te odrzava njihovu
sposobnost umnazanja. Stroma AM-a sadrzi tvar koja spreCava TGF-B3 signaliziranje
koje, kada je aktivno, dovodi do diferencijacije normalnih ljudskih fibroblasta roznice
i limbusa u miofibroblaste. Diferencijacija u miofibroblaste kliniCki znaci stvaranje
stromalnih oZiljaka roznice. Spre€avanjem formacije miofibroblasta AM-a spreCava
stvaranje oziljaka roznice i reducira stvaranje rozni¢nih mutnina. Avaskularni matriks,
takoder, spreCava nakupljanje upalnih stanica u roznici jer pomocu inhibitora proteaze
uzrokuje brzu apoptozu upalnih stanica. Time se objasnjava klini¢ki u¢inak membrane,
tj. pojava da nakon njezine transplantacije dolazi do smanjenja upalnih simptoma na
roznici i smanjena neovaskularizacije (33).
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Slika 13. Izgled oka nakon transplantacije amnijske membrane

1.7.5. Laserska fotokoagulacija

Laserom inducirana fotokoagulacija postupak je kojim se snop svjetlosti selektivho
usmjerava na odredenu krvnu zilu $to uzrokuje koagulaciju izazvanu toplinom i
dovodi do okluzije krvne zile (159). Argon, Nd: YAG i zuti laseri mogu se koristiti u tu
svrhu lije€enja, medutim, istrazivanja su pokazala da laserom inducirano ostecenje
tkiva moze stimulirati oslobadanje proangiogenih ¢imbenika koji poti€u stvaranje
nove kolateralne cirkulacije. Potencijalno rjeSenje za taj problem kombinirana je
uporaba laserske fotokoagulacije i drugih metoda npr. uporaba anti-VEGF tvari
(160). Laserska fotokoagulacija je opcija lije¢enja, ali rjede koriStena zbog sljedecih
mogucih komplikacija: neuobi€ajeno krvarenje i stanjenje roznice, atrofija Sarenice i
nekrotizirajuci skleritis (161).

1.7.6. Fotodinamska terapija

Fotodinamska terapija ambulantni je postupak u kojemu se koriste fotosenzibilne tvari
koje se aktiviraju putem svjetla odredene valne duljine. Postupak se provodi tako da
se fotosenzibilne tvari tipa fluoresceina, varteporfirina ili dihematoporfirina ubrizgaju u
venu na ruci (162-166). Tvari se akumuliraju u abnormalnim krvnim Zilama roznice, a
djelovanjem lasera na to podrucje dolazi do oStecenja endotelnih stanica krvnih zila i
tromboze krvnih Zila (167). Kao i kod terapije laserskom fotokoagulacijom, ta metoda
moze potaknuti stvaranje novih kolateralnih krvnih Zila te se u kombinaciji s anti-VEGF
ljekovima (bevacizumabom) mozZe povecati uCinkovitost te terapije (168). lako nema
znacajnih nuspojava, cijena te terapije ograni¢ava njezinu klinic¢ku uporabu.
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2. HIPOTEZA

Solubilni VEGF 1 i 3 receptori u humanim roznicama blokiraju angiogeni u€inak
VEGF-Ai VEGF-C te Ce stopa preZivljenja transplantata biti ve¢a u pacijenata
Cije roznice sadrze niske razine VEGF-a i viSe razine sVEGFR-a u usporedbi s
roznicama s visokim VEGF-om i niskom razinom sVEGFR-a.

Pri postavljanju hipoteze vodila nas je ideja i spoznaja da poremecaj ravnoteze
proangiogenih i antiangiogenih ¢imbenika i upalnih citokina u roznici dovodi do upale,
NV-a roznice i u konacnici do ,visokorizicnih slu€ajeva za transplantaciju roznice“ kod
kojih je uspjesnost operacije samo 20 % — 40 %. Da bismo dokazali hipotezu, uzorci
bolesnih roznica pacijenata i kontrolnih zdravih roznica testirani su na prisutnost

i koli€¢inu VEGF-A i VEGF-C koji su dokazani kao glavni induktori angiogeneze,
vaskulogeneze te limfogeneze u normalnim i u patoloskim stanjima roznice. Isto tako,
uzorci su roznica testirani na solubilne receptore sVEGF-R1 i 3 jer su istrazivanja na
uzorcima misjih roznica pokazala da topiva forma VEGF-R1 receptora, koji se nalazi
u rozni¢nom epitelu, djeluje tako da ponistava djelovanje VEGF-A, a topiva forma
VEGF-R3 djeluje kao ,mamac® za VEGF-C i VEGF-D te tako neutralizira njihovo
djelovanje. Smatramo da ovo istrazivanje moze dovesti u korelaciju prijeoperacijsku
koncentraciju VEGF- Ai VEGF-C te njihovih sVEGFR 1 i 3 i na takav nacin moze
.predvidjeti (biti prijeoperacijski pokazatelj) uspjeSnost transplantacije roznice,

moze pretkazati izglede prezivljenja transplantata i u skladu s tim moze se prilagoditi
svakom pacijentu najbolja poslijeoperacijska terapija.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ: Istraziti koji su angiogeni i antiangiogeni ¢imbenici VEGF skupine
prisutni u humanim roznicama da bi se na temelju te spoznaje mogla planirati ciljana
antiangiogena terapija, smanjiti stopa NV-a, a time i povecati uspjeSnost preZivljenja
transplantata u ljudi.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti ELISA metodom razinu VEGF-A i VEGF-C te SVEGF-R1, 2 i 3 u uzorku
tkiva zdravih i bolesnih roznica s keratokonusom, buloznom keratopatijom i
vaskulariziranim leukomom prikupljenim tijekom transplantacije roznice.

2. Kvantificirati odstupanja i korelacije u razini promatranih citokina izmedu zdravih i
bolesnih roznica.

3. Klini€ki pratiti uspjeSnost transplantacije i usporediti poslijeoperacijsku stopu NV-a
i uCestalost reakcije odbacivanja s kolicinom angiogenih ¢imbenika i njihovih
receptora na dan operacije.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Eti€ki aspekti istrazivanja

U Kilinici Svjetlost pacijenti su odabrani za transplantaciju roznice, informirani
o operativhom zahvatu i istrazivanju, preoperativno obradeni i operirani. Tijekom
operativnog zahvata uzeto je tkivo roznice za daljnja istrazivanja.

Svi medicinski podatci, koji su prikupljeni od pacijenata, u skladu su s
bioetiCkim standardima te osiguravaju privatnost i anonimnost ispitanika uklju¢enih
u istraZivanje. Svaki je ispitanik upoznat s istrazivanjem, a svoj pristanak na
sudjelovanje u istrazivanju potvrdio je potpisivanjem informirane suglasnosti.
Obavijest je sastavljena u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN 121/03) i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04). Istrazivanjem je osigurano postivanje bioeti¢kih standarda, odnosno
Cetiriju temeljnih bioetiCkih principa (osobni integritet - autonomnost, pravednost,
dobrocinstvo i nesSkodljivost), kao i onih iz njih izvedenih, a u skladu s Nurnberskim
kodeksom Helsinske deklaracije.

4.2. Ispitanici:

Pacijenti su prema stupnju rizika i prognozi uspjeha operacije podijeljeni u tri
skupine:

1. Niskorizi€na skupina uklju€uje pacijente s keratokonusom
2. Srednjorizi¢na skupina: pacijenti s buloznom keratopatijom

3. Visokorizi€na skupina: pacijenti s vaskulariziranim leukomom roznice
koji nastaje kao posljedica herpeticnog keratitisa, traume, opekline ili odbacenog
transplantata.

Kontrolnu - etvrtu skupinu u ovom istrazivanju Cinile su zdrave roznice iz certificirane
Oc¢ne banke KBC Rebro, Zagreb. To su donorske roznice koje se smatraju
neprikladnima za klini¢ku uporabu zbog premala broja i/ili promijenjene morfologije
endotela.

Prije operacije izlijeCene su sve eventualne upale prednjega onog segmenta i vjeda,
a kod pacijenta koji su imali herpeti¢ni keratitis uvedena je profilakti¢ka terapija
tabletama Aciklovira 2x400 mg dva tjedna prije operacijskog zahvata.
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4.3. Preoperativna mjerenja

Svim su bolesnicima ucinjena sljedeca prijeoperacijska mjerenja:

» odredivanje nekorigirane i najbolje korigirane vidne ostrine prema Snellenovim
tablicama obavlja se na standardan nacin da su tablice postavljene na Sest
metara udaljenosti

* prijeoperacijski astigmatizam (Sell Nidek OPD-Scan Il Wavefront abberometar i
Pentacam Wavelight Allegro Oculyzer)

* mjerenje o¢nog tlaka (Reichert ATP Auto Non Contact Tonometer)

» mjerenje debljine roZnice opticCkom koherentnom tomografijom prednjega dijela
oka (Zeiss Visante™ OCT)

* topografska analiza prednje i straznje povrSine roznice (Wavelight Allegro
Oculyzer- Pentacam)

* pregled oCne pozadine (ako je moguc)
« ultrazvuk oka (Ultrascan imaging system, Alcon surgical)

* Svi bolesnici fotodokumentirani su uz pomo¢ biomikroskopa s prikljuéenom
digitalnom kamerom (CSO Digital vision).

Donorsko rozni¢no tkivo pribavljeno je iz certificirane O¢ne banke Klini¢kog bolni¢kog
centra Rebro (KBC Rebro) u Zagrebu. Kiriteriji po kojima su odabrana donorska tkiva
bili su gusto¢a endotelnih stanica roznice > 2600 stanica/mm? te dobna uskladenost
izmedu primatelja i davatelja < 20 godina.

4.4. Operativna tehnika i postoperativno pracenje

KirurSka tehnika koja je upotrijebljena u svih bolesnika je parcijalna peforativna
keratoplastika. Operativni zahvat ucinjen je u op¢oj anesteziji u 52 pacijenta dok

je kod osmero uc€injen u lokalno potenciranoj anesteziji uz parabulbarni blok zbog
pridruzenih sistemskih bolesti pacijenta i kontraindikacija za op¢u anesteziju. Svi su
pacijenti preoperativno primili intravenozno 250 ml manitola, a lokalno su kapane
antibiotske kapi i pilokarpin.

Isijecanje primateljeva prstena obavljeno je s vakuum trepanom (Hessburg-Barron
Radial Vacuum Corneal Trephine, Katena Products, Sjedinjene Americke Drzave
-SAD), a donorska roznica isjeCena je s Barron trepanom (Katena products, SAD)
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s disparitetom veliine od 0,5 mm. Disperzivni viskoelastik (Celoftal, Alcon, SAD)
koriSten je za punjenje i formiranje prednje ocne sobice prije trepanacije, kao i zastitu
endotela tijekom cijele operacije te je na kraju operacije temeljito ispran. Cetiri do
osam pojedinacnih Savova postavilo se za pravilno pozicioniranje donorske roznice,
a potom se postavio jedan produzeni Sav 20 — 24 uboda 10,0 Nylon koncem (Alcon,
SAD), a kod visokorizi¢nih pacijenata postavljeni su pojedinacni Savovi.

Isje€ena primateljeva roznica (koja predstavlja bioloski otpad) iskoriStena je u ovom
istrazivanju. Postupak nije uklju€ivao nikakve invazivne pretrage za pacijente. Pod
operacijskim je mikroskopom razdijeljena na epitel, stromu i endotel i stavljena

u tkivni hranjivi medij (Cornea Max, Eurobio, Francuska) te u inkubator na 37

°C tijekom 24 sata, a potom na — 80 °C do daljnjeg ispitivanja na Institutu Ruder
Boskovic.

Postoperativno su bolesnici lijeceni lokalnom kombinacijom antibiotskih i
kortikosteoridnih kapljica i masti (Tobradex sol, Alcon, USA), umjetnih suza (Blink
sol., Abbot, SAD) te deksapantenola - gela za podmazivanje oka (Recugel, 5 %,
Bausch and Lomb, PharmaSwiss) dok su visokorizi¢ni pacijenti bili i na oralnoj
terapiji kortikosteroidima (Medrol). U slu€ajevima reakcije odbacivanja transplantata
koriStene su jaCe doze kortikosteroida (Dexamethason, 4 mg/ml, Krka Slovenija) u
vidu svakodnevne primjene subkonjunktivalnih injekcija tijekom najvise 10 —14 dana,
a ako je takvo lijecenje bilo neuspjesno, primijenila se sistemska kortikosteroidna
terapija u obliku tableta metilprednizolona (Medrol, Pfizer, Italija) u po€etnoj dozi od 1
mg/1 kg. U slu€ajevima perzistirajucega epitelnog defekta ucinjena je transplantacija
amnijske membrane. U sluCajevima neovaskularizacije koridtena je terapija u vidu
subkonjunktivalne aplikacije Bevacizumaba od 0,5 (25 mg/ml, Avastin, Genentech/
Roche, SAD) na kraju operativnog zahvata i topicki u obliku kapljica Cetiri puta
dnevno (25 mg/ml) ne dulje od 12 tjedana.

Bolesnici su prac¢eni u po€etku na dnevnoj osnovi prvih tjedan dana, potom na tjednoj
tijekom prvoga postoperativhog mjeseca, pa ha mjesecnoj bazi do kraja prve godine
te na tromjese€noj bazi do kraja druge godine, a po potrebi i CeSce.

U postoperativhom tijeku u razdoblju od dvije godine (na ve¢ navedenoj aparaturi)
pracena je:

* bistrina transplantata
* najbolja korigirana vidna ostrina
* postoperativni astigmatizam

* promjena broja endotelnih stanica u odnosu na pocetni broj endotelnih stanica
donorske roznice (CSO, Specular Microsope)
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* pojava neovaskularizacije roznice
* uCestalost reakcije odbacivanja transplantata
* poviSen ocni tlak

* uCestalost odbacenog transplantata s nepovratno zamuc¢enom roZnicom unatoC
maksimalnom lijeCenju

e nastanak mrene.

4.5. Laboratorijski dio istrazivanja

Na Institutu Ruder BoSkovi¢ provodila se analiza roznica na sljedeci nacin:

Odredivanje VEGFa i sVEGFR metodom ELISA-om sastojalo se od obrade uzoraka
prikupljenih u Klinici Svjetlost i kontrolnih donorskih roznica iz O¢ne banke KBC
Rebro koji su bili inkubirali u 500 ul medija za pohranu roznice (Cornea Max, Eurobio,
France) 24 sata u inkubatoru na 37 °C. Nakon inkubacije 100 ul od svakog uzorka
koriSteno je za analizu. ImunoloSkom kvantifikacijom odredena je koli¢ina VEGF-A i
SVEGFR-a roznice u bolesnika i kontrolnih uzoraka (ELISA, R & D Systems, USA).

4.5. StatistiCcka obrada podataka

Koncentracija u cijeloj roznici je izraCunata kao vagana aritmeti¢ka sredina
koncentracija citokina i receptora u njenim dijelovima. Dakle: (konc. u epitelu x
volumen epitela) + (konc. u stromi x volumen strome) + (konc. u endotelu x volumen
endotela). Taj zbroj je podijeljen s volumenom cijele roznice koja je zbroj volumena
epitela, strome i endotela. Tako se dobije realna prosjeCna koncentacija u cijeloj
roznici i ona je najbliza koncentraciji u stromi jer je volumni udio strome najveci u
roznici.

Statisticke metode:
Podatci su prikazani aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom ili medijanom i

rasponom, ovisno o normalnosti distribucije.

Razlike izmedu nekoliko skupina ispitanika testirane su analizom varijance za
nezavisne uzorke (kod normalne raspodjele) ili neparametrijskom Kruskal-Wallisovim
ANOVA-om (podatci kod kojih je SD bila ve¢a od 1/3 linija sredine).

Razlike izmedu dvaju skupina ispitanika testiranih t-testom (kod normalnih
distribucija), odnosno Mann-Whitneyjevim U-testom (varijable koje nisu normalno
distribuirane).

Razlike izmedu pojedinih mjerenja testirane su ANOVA-om za zavisne uzorke (za
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normalne distribucije), odnosno neparametrijskom Friedmanovom ANOVA-om za
zavisne uzorke (varijable s nenormalnom distribucijom).

Razlike izmedu pojedinih dvaju mjerenja unutar svake skupine testirane su t-testom
za zavisne uzorke, odnosno Wilcoxonovim testom parova.

Promjene vrijednosti varijabli u viSe vremenskih toCaka za viSe skupina ispitanika
testirane su analizom varijance s ponovljenim mjerenjima.

StatistiCka analiza napravljena je na osobnom racunalu u programu Statistica for
Windows 6.0.

41



5. REZULTATI

Prikaz rezultata sastoji se od:

o ekperimentalnog dijela gdje su ELISA metodom odredivane koncentracije
VEGF-Ai VEGF-C te sSVEGF-R1, R2i R3.

* klinickog dijela u kojem su u postoperativhom tijeku praceni:

— najbolje korigirana vidna ostrina pacijenata

— pojava neovaskularizacije roznice

— reakcija odbacivanja transplantata

— nastanak mrene i dr. komplikacije

— pad broja endotelnih stanica roznice.

5.1. Kvantitativne vrijednosti VEGF citokina u roznici mjerene

metodom ELISA

5.1.1. VEGF-A

Tablica 2. Koncentracija VEGF-A u isjeCenome rozni¢nom prstenu u pacijenata
iz skupine: visokorizicnih slu€ajeva, bulozne keratopatije, keratokonusa i kontrola
odredena u epitelu, stromi i endotelu te u svim trima slojevima zajedno (ukupna

roznica)

KONCENTRACIJA VEGF-A (pg/ml)

SKUPINA

EPITEL
Medijan (raspon)

STROMA
Medijan (raspon)

ENDOTEL
Medijan (raspon)

UKUPNA ROZNICA
Medijan (raspon)

VISOKORIZICNI SLUGAJEVI 343 (98 — 465) 643 (383 — 1385) 64 (37 — 414) 599 (380 - 1264)
BULOZNA KERATOPATIJA 113 (49 — 804) 319 (63 — 879) 70 (34 — 629) 321 (68 — 868)
KERATOKONUS 268 (53 — 364) 311 (56 — 483) 261 (31 — 486) 308 (56 — 469)
KONTROLA 95 (49 — 950) 81 (39 — 522) 60 (40 — 521) 102 (40 — 548)
K-W ANOVA* p = 0,3765 p = 0,0266 p=0,7621 p = 0,0459

Koncentracija VEGF-A u punoj debljini isje¢enog uzorka najveca je u viskorizicnoj
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skupini 599 (380 - 1264) pg/ml, a najniza u kontrolnoj skupini 102 (40 — 548) pg/ml
te se statistiCki zna€ajno razlikuje koncentracija izmedu visokorizi€nih pacijenata i
kontrola (p = 0,0104) te visokorizi¢ne skupine i keratokonusa (p = 0,0251).

U stromi postoji statistiCki znacajna razlika u koli€ini VEGF-A izmedu visokorizi¢nih
pacijenata i kontrola (p = 0,0066) te skupine visokorizicnih i keratokonusa (p =
0,0250). U epitelu i u endotelu nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu pojedinih
skupina bolesnika.

Slika 14. prikazuje koncentraciju VEGF-A u punoj debljini isjeCenoga rozni¢nog
prstena u pacijenata iz skupine: visokorizicnih slucajeva, bulozne keratopatije,
keratokonusa i kontrola na dan operativhog zahvata.

Kruskal-Wallis ANOVA: p = 0,0459
1400 r r .
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Napravljena je neparametrijska analiza varijance (Kruskal-Wallisova ANOVA) za
nezavisne uzorke. Razlike izmedu pojedinih skupina bolesnika testirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom.
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5.1.2. VEGF-C

Tablica 3. Koncentracija VEGF-C u isjeCenome roznicnom prstenu u pacijenata iz
skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije, keratokonusa i kontrola odredena
u epitelu, stromii endotelu te u svim trima slojevima zajedno (ukupna roznica).

KONCENTRACIJA VEGF-C (ng/ml)

SKUPINA EPITEL STROMA ENDOTEL UKUPNA ROZNICA
Medijan (raspon) Medijan (raspon) Medijan (raspon) Medijan (raspon)
VISOKORIZIENI SLUCAJEVI 9,75 (8,21- 10,76) 8,17 (7,18-9,63) 8,94 (8,06-9,86) 8,49 (7,88-9,82)
BULOZNA KERATOPATIJA 7,81 (4,63-9,30) 6,92 (4,33-9,75) 7,32 (5,94-9,15) 7,02 (4,38-9,70)
KERATOKONUS 6,10 (5,49- 6,69) 5,72 (4,34-6,09) 6,67 (5,68-7,66) 5,76 (4,91-6,87)
KONTROLA 9,53 (6,84-11,27) 4,70 (4,59-5,86) 4,74 (3,88-6,65) 5,23 (4,82-6,24)
K-W ANOVA* p = 0,0681 p = 0,0964 p=0,0387 p = 0,0354

Postoji statistiCki znaCajna razlika u koncentraciji citokina VEGF-C medu

pacijentima s razliCitim dijagnozama, i to u roznici kao cjelini (p = 0,0354) i u endotelu
(p = 0,0387).

U ukupnoj roznici, visokorizini pacijenti imaju statistiCki znacajno vecu koncentraciju
VEGF-C nego keratokonusi i kontrole (p = 0.0345; p = 0.0033; Mann-Whitneyjev
U-test).

U endotelu visokorizi€ni pacijenti imaju statistiCki znacajno vecCu koncentraciju
VEGF-C nego kontrolna skupina (p = 0.0321; Mann-Whitneyjev U-test).
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Slika 15. prikazuje koncentraciju VEGF-C u punoj debljini isje€enoga rozni¢nog
prstena u pacijenata iz skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije,
keratokonusa i kontrola na dan operativhog zahvata.

Kruskal-Wallis ANOVA: p = 0,0354
11 r : :
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* Napravljena je neparametrijska analiza varijance (Kruskal-Wallisova ANOVA) za
nezavisne uzorke. Razlike izmedu pojedinih skupina bolesnika testirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom.



5.2. Kvantitativne vrijednosti SVEGF-R u roznici mjerene

metodom ELISA

5.2.1. sVEGF-R1

Tablica 4. Koncentracija SVEGF-R1 u isjeCenome roznicnom prstenu u pacijenata
iz skupine: visokorizicnih slu€ajeva, bulozne keratopatije, keratokonusa i kontrola

odredena u epitelu, stromi i endotelu te u svim trima slojevima zajedno (ukupna

roznica).

KONCENTRACIJA s VEGF-R1 (ng/ml)

SKUPINA

EPITEL
Medijan (raspon)

STROMA
Medijan (raspon)

ENDOTEL
Medijan (raspon)

UKUPNA ROZNICA
Medijan (raspon)

VISOKORIZICNI SLUCAJEVI

0,99 (0,59 — 2,30)

1,85 (0,76 — 6,39)

1,16 (0,48 — 2,31)

1,80 (0,75 — 5,88)

BULOZNA KERATOPATIJA 1,46 (0,56 —2,33) | 2,02(1,27-2,54) | 098(0,73-1,23) | 1,97 (1,27 —2,43)
KERATOKONUS 1,64 (1,18-3,59) | 2,43 (1,47-11,79) | 1,67 (1,13-3,80) | 2,11 (1,45-11,14)
KONTROLA 1,04 (0,69 -4,08) | 2,65(0,83—7,84) | 0,94 (0,46-2,08) | 2,49 (0,85—7,33)
K-W ANOVA* p = 0,0798 p =0,2315 p = 0,0083 p = 0,2295

Koncentracija SVEGF-R1 u cijelom uzorku roznice najveca je u kontrolnoj skupini
2,49 (0,85-7,33) ng/ml dok je u viskoriziénoj skupini najmanja 1,80 (0,75-5,88) ng/ml.

Analiza varijance pokazala je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u koncentraciji
VEGF-R1 izmedu svih triju skupina bolesnika i kontrole u epitelu i u stromi kao

ni u roznici u cjelini. Razlika postoji samo u endotelu (p = 0,0083). No, kada su
analizirane razlike izmedu dviju pojedinih skupina za svaki dio roZnice, pokazalo se
da je koncentracija receptora SVEGF-R1 statisti¢ki znacajno vec¢a kod keratokonusa
nego kod kontrola, i to u epitelu (p = 0,0349) i u endotelu (p = 0,0056). Keratokonusi,
takoder, imaju vecu koncentraciju SVEGF-R1 nego visokorizi¢ni, i to u epitelu (p
=0,0211) i u endotelu (p = 0,0250). U endotelu je, takoder, SVEGF-R1 statisticki
znacajno vedi kod keratokonusa nego kod bulozne keratopatije (p = 0,0007).
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Slikal6. prikazuje koncentraciju SVEGF-R1 u punoj debljini isjeenoga rozni¢nog
prstena u pacijenata iz skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije,
keratokonusa i kontrola na dan operativhog zahvata.

Kruskal-Wallis ANOVA: p = 0,2295
12 : r :
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*Napravljena je neparametrijska analiza varijance (Kruskal-Wallisova ANOVA) za
nezavisne uzorke. Razlike izmedu pojedinih skupina bolesnika testirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom.



5.2.2. SVEGF-R2

Tablica 5. Koncentracija sSVEGF-R2 u isjeenome rozni¢nom prstenu u pacijenata iz
skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije, keratokonusa i kontrola odredena
u epitelu, stromi i endotelu te u svim trima slojevima zajedno (ukupna roznica).

KONCENTRACIJA sVEGF-R2 (ng/ml)

SKUPINA

EPITEL
Medijan (raspon)

STROMA
Medijan (raspon)

ENDOTEL
Medijan (raspon)

UKUPNA ROZNICA
Medijan (raspon)

VISOKORIZICNI SLUCAJEVI

1,04 (0,37 - 1,36)

1,14 (0,99 — 2,13)

1,21 (0,98 — 1,26)

1,12 (0,53 - 1,79)

BULOZNA KERATOPATIJA 1,44 (0,30 -2,10) | 1,73(0,60-6,15) | 1,63(0,24-2,61) | 1,65 (0,57 —5,71)
KERATOKONUS 2,10 (0,25-2,89) | 2,25(0,49-311) | 1,98(0,23-3,06) | 2,19 (0,47 —2,77)
KONTROLA 1,49 (0,23 -4,44) | 2,40(0,66—4,28) | 2,08(0,25-3,96) | 2,71(0,70—4,12)
K-W ANOVA* p =0,9110 p = 0,3286 p = 0,7287 p=0,1282

Postoji statistiCki znacajna razlika koncentracije sVEGF-R2 u ukupnoj roznici izmedu
visokorizi¢nih slu¢ajeva i pacijenata s buloznom keratopatijom (p = 0,0308).
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Slika 17. prikazuje koncentraciju SVEGF-R2 u punoj debljini isje€¢enoga rozni¢nog
prstena u pacijenata iz skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije,
keratokonusa i kontrola na dan operativhog zahvata.

Kruskal-Wallis ANOVA: p = 0,1282
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* Napravljena je neparametrijska analiza varijance (Kruskal-Wallisova ANOVA) za
nezavisne uzorke. Razlike izmedu pojedinih skupina bolesnika testirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom.



5.2.3. sVEGF-R3

Tablica 6. Koncentracija SVEGF-R3 u isje€enome rozni¢nom prstenu u pacijenata

iz skupine: visokorizicnih slu€ajeva, bulozne keratopatije, keratokonusa i kontrola
odredena u epitelu, stromi i endotelu te u svim trima slojevima zajedno (ukupna

roznica).

KONCENTRACIJA sVEGF-R3 (ng/ml)

SKUPINA

EPITEL
Medijan (raspon)

STROMA
Medijan (raspon)

ENDOTEL
Medijan (raspon)

UKUPNA ROZNICA
Medijan (raspon)

VISOKORIZICNI SLUCAJEVI

0,76 (0,43 —1,54)

0,63 (0,28 — 1,42)

0,26 (0,15 — 1,43)

0,63 (0,30 —1,42)

BULOZNA KERATOPATIJA 1,21 (0,57 -2,02) | 1,03(0,30-1,64) | 1,05(0,15-1,42) | 1,04 (0,34 —1,61)
KERATOKONUS 1,91(0,48-4,82) | 1,63(027-942) | 1,87(0,15-4,09) | 1,62 (0,28 —9,04)
KONTROLA 1,43(0,94-2,72) | 1,92(0,88-3,36) | 1,33(0,62-4,39) | 1,93 (0,98 —3,20)
K-W ANOVA* p = 0,0606 p =0,0019 p =0,0332 p = 0,0040

Koncentracija SVEGF-R3 u ukupnom uzorku roznice najveca je u kontrolnoj skupini
1,93 (0,98 — 3,20) ng/ml dok je u visokorizi¢énoj skupini najmanja 0,63 (0,30 — 1,42)

ng/ml.

Analiza varijance pokazala je da postoji statistiCki znacajna razlika u koncentraciji
SVEGF-R3 izmedu svih triju skupina bolesnika i kontrole, i to u stromi (p = 0,0019), u

endotelu (p = 0,0332) i u ukupnoj roznici (p = 0,0040).

U epitelu postoji statistiCki zna€ajna razlika izmedu visokorizi¢nih slu¢ajeva i

kontrolne skupine (p = 0,0178) te grani¢no znacajna razlika izmedu visokorizi¢nih

pacijenata i pacijenata s keratokonusom (p = 0,0500).

U endotelu je, takoder, dokazana samo razlika izmedu visokorizi¢nih pacijenata i
kontrolne skupine (p = 0,0070).

U stromi su dokazane sljedece razlike: VR vs. KK (p = 0,0143), BK vs. KK (p =

0,0176), VR vs. K (p = 0,0027) i B vs. K (p = 0,0046).

U ukupnoj roznici dokazane su sljedece razlike: VR vs. KK (p = 0,0243), BK vs. KK (p
=0,0330), VR vs. K (p = 0,0043) i B vs. KK (p = 0,0069).
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Slika 18. prikazuje koncentraciju SVEGF-R3 u punoj debljini isje¢enoga rozni¢nog
prstena u pacijenata iz skupine: visokorizi¢nih slu€ajeva, bulozne keratopatije,
keratokonusa i kontrola na dan operativhog zahvata.

Kruskal-Wallis ANOVA: p = 0,0040
10 r : :

sSVEGF R3 (ng/ml)
(2]

’ ] '
B 5%
0 . : . : T Min-Max
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*Napravljena je neparametrijska analiza varijance (Kruskal-Wallisova ANOVA) za
nezavisne uzorke. Razlike izmedu pojedinih skupina bolesnika testirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom.



5.3. POVEZANOST VEGF-A | sVEGF-R1

a) U EPITELU KOD KERATOKONUSA

Spearman Rank Correlations: R = 0,4836; p = 0,0307
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U epitelu roznice postoji statistiCki znacajna povezanost VEGF-Ai receptora R1 u skupini
keratokonusa. Veza je pozitivna, $to znadi da je uz veéu koncentraciju VEGF-A vezana i

veca koncentracija receptora R1. U ostalim skupinama takva veza nije dokazana.

b) U EPITELU KOD VISOKORIZICNIH PACIJENATA

Spearman Rank Correlations: R =-0,4758; p = 0,0339
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U epitelu roznice postoji statisticki znacajna povezanost VEGF-A i receptora R1 u
visokorizi¢noj skupini. Veza je negativna, §to znaci da je uz vecu koncentraciju VEGF-A
vezana i manja koncentracija receptora R1.

5.4. POVEZANOST VEGF- C | sVEGF-R3

a) U ENDOTELU KOD KERATOKONUSA

Spearman Rank Correlations: R = 0,5077; p = 0,0223
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U endotelu roznice postoiji statistiCki znacajna povezanost VEGF-C i receptora R3
u skupini keratokonusa. Veza je pozitivha, sto znacCi da je uz vecCu koncentraciju
VEGF-C vezana i veéa koncentracija receptora R3
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b) U ENDOTELU KOD VISOKORIZICNIH PACIJENATA

1,6

Spearman Rank Correlations: R = - 0,6649; p = 0,0014

14 |
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U endotelu roZnice postoji statistiCki znacajna povezanost VEGF-C i receptora R3
u visokorizi¢noj skupini. Veza je negativna, Sto znaci da je uz vecu koncentraciju
VEGF-C vezana i manja koncentracija receptora R3.

5.5. Odredivanje i usporedba vidnih funkcija prije i poslije operacije

Tablica 7 i Slika 19. Najbolja korigirana prijeoperacijska vidna ostrina (NKVO) u
skupinama: keratokonus, bulozna keratopatija i visokorizi¢ni sluCajevi te promjene

vidne ostrine u poslijeoperacijskom razdoblju od dvije godine.

NKVO

e KERATOKONUS BULOZNA KERATOPATIJA VISOKORIZICNI SLUCAJEVI
aritm. sred. + SD aritm. sred. + SD aritm. sred. £ SD
prijeoperacijsko 0,11 + 0,09 0,09 +£0,10 0,03 £ 0,04
1 mjesec 0,66 + 0,25 0,43 +0,19 0,38 £0,17
6 mjeseci 0,81 0,21 0,61+0,23 0,57 £0,22
12 mjeseci 0,83+ 0,21 0,62 £ 0,27 0,55 + 0,29
24 mjeseca 0,84 +£ 0,22 0,66 + 0,30 0,48 £ 0,32
ANOVA p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,0000
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Najbolju vidnu ostrinu od 0,84 nakon dvije godine pracenja postigli su pacijenti iz
skupine keratokonusa.

Napravljena je statistiCka analiza testom ANOVA s ponovljenim mjerenjem koja je
dala sljedece rezultate:

— znacajno je povecanje vidne ostrine tijekom cijeloga promatranog razdoblja od dvije
godine (p = 0,0000)

— znacajna je razlika u vidnoj ostrini izmedu skupina bolesnika u promatranom
razdoblju (p = 0,0000)

— znacajne su razlike u promjenama vidne ostrine u odnosu na skupine bolesnika
(p = 0,0058), sto znaci da se vidna ostrina u svakoj od skupina mijenjala statisticki
znacajno razlicito.

Vidna je ostrina u skupini keratokonusa u svakoj toCki mjerenja statistiCki znacajno
viSa nego u skupini pacijenata s buloznom keratopatijom (od prijeoperacijskog
mjerenja do 24 mjeseca).

— NKVO u skupini keratokonusa statisticki je zna¢ajno viSa nego u skupini
visokorizi¢nih pacijenata u svim to¢kama mjerenja, osim prijeoperacijskoga.
Nema statistiCki znacajne razlike izmedu NKVO-a medu pacijentima s buloznom
keratopatijom i visokorizi€nim slu¢ajevima ni u jednoj to¢ki mjerenja.
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5.6. Promjena broja endotelnih stanica

Tablica 8. i Slika 20. prikazuju pocetni broj endotelnih stanica (ES) donorske roznice
na operativni dan te promjene u broju endotelnih stanica u skupinama visokorizi¢nih
pacijenata, bulozne keratopatije i keratokonusa u postoperativnom razdoblju u
pracenju od dvije godine.

GES - gustoca endotelnih stanica

ES ES ES ES
BULOZNA VISOKORIZICNI
VRIJEME KERATOKONUS . SVE SKUPINE
) KERATOPATIJA SLUCAJEVI aritm. )
aritm. sred. £ SD . aritm. sred. + SD
aritm. sred. + SD sred. £ SD
prijeoperacijsko 2932 + 283 2799 + 282 2866 * 277 2874 + 281
1mj. 2621 + 276 2415 + 286 2425 + 304 2494 + 302
6 mj. 2428 + 317 2190 + 347 2234 + 368 2296 + 356
12 mj. 2270 £ 286 2061 + 324 2061 £ 399 2133 £ 358
24 mj. 2049 £ 322 1861 £ 276 1907 £ 409 1945 + 360
ANOVA p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,0000
3400
3200
—o— KK
—— VR
2800
£ 2600
£
S 2400
2
0
G 2200
2000
1800
1600
1400
preoperativna 1 6 12 24
mjeseci

Postoji statistiCki znaCajan pad broja endotelnih stanica tijekom cijeloga promatranog

razdoblja u svakoj skupini bolesnika (ANOVA). Dokazan je statistiCki znacajan pad

endotelnih stanica izmedu dvaju mjerenja u svakoj skupini bolesnika (t-test).
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Napravljena je statistiCka analiza testom ANOVA s ponovljenim mjerenjem koja je
dala sljedece rezultate:

— znacajan je pad vrijednosti endotelnih stanica tijekom promatranog razdoblja od

dvije godine (p = 0,0000)

— pad broja endotelnih stanica u skupini KK nakon dvije godina pracenja je 30,12

%, u skupini BK je 33,51 % i 33,46 % u VR skupini. Nema statisticki znacajne

razlike u vrijednostima pada broja ES izmedu skupina bolesnika u promatranom

razdoblju (p = 0,0509).

— nema statisticki zna€ajne razlike u kretanju vrijednosti ES u promatranom
razdoblju s obzirom na skupine bolesnika (p = 0,8493), Sto znaci da su se
vrijednosti pada broja ES u svakoj od skupina kretale na isti nacin.

Razina statistiCke znacCajnosti razlike medu skupinama na granici je znacajnosti

(p = 0,0509). Stoga je napravljeno i testiranje medu skupinama za svako mjerenje.
Dobiveni su sljedeci rezultati:

— preoperativno nema razlika izmedu skupina

— nakon mjesec dana i nakon Sest mjeseci bolesnici s KK-om imali su veci broj
ES nego pacijenti sa BK i VR

— nakon godinu dana KK su imali veéi broj ES nego BK i VR pacijenti

— nakon dviju godina nije bilo statisti¢ki zna€ajnih razlika izmedu pojedinih
skupina bolesnika

— tijekom cijelog pracenja nije bilo razlika izmedu skupina BK i VR.

5.7. Reakcija odbacivanja transplantata

U promatranome postoperativhom razdoblju od dvije godine reakcija odbacivanja
transplantata javila se u 17 od ukupno 60 pacijenata (28,3 %).

Promatrajuci svaku skupinu pojedinaéno, reakcija se odbacivanja javila u Cetvero
pacijenata (20 %) iz skupine keratokonusa, petero (25 %) iz skupine buloznih
keratopatija i osmero (40 %) iz visokorizicne skupine.
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5.7.1. Korelacija koncentracije VEGF-A i reakcije odbacivanja
transplantata

Tablica 9. Usporedba koncentracije citokina VEGF-A u roznici (u svakome pojedinom
sloju) kod pacijenata koji su imali i koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantata.

KONCENTRACIJA VEGF-A (pg/ml)

SLOJEVI ROZNICE ODI?ACIVANJE BEZ O"DBACIVANJA Mann-Whitneyjev U-
Medijan (raspon) Medijan (raspon) test

EPITEL 448 (86 — 950) 84 (49 — 345) p = 0,0016

STROMA 181 (337 - 1129) 100 (39 — 1385) p =0,0138

ENDOTEL 445 (39 — 629) 59 (34 — 92) p = 0,0059

UKUPNA ROZNICA 477 (362 — 1046) 109 (40 — 1264) p = 0,0206

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja rozZnice, imali su u prosjeku statisticki
znacajno vecéu koncentraciju citokina VEGF-A u roznici (i u svakome pojedinom sloju
roznice) nego bolesnici koji nisu imali reakciju (Mann-Whitneyjev U-test).

Slika 21. Usporedba koncentracije citokina VEGF-A u cijeloj roznici kod pacijenata
koji su imali i pacijenata koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantata.

Mann-Whitney U test: p = 0,0206
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5.7.2. Korelacija koncentracije VEGF-C i reakcije odbacivanja
transplantata

Tablica 10. Usporedba koncentracije citokina VEGF-C u roznici (u svakom pojedinom
sloju) kod pacijenata koji su imali i koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantata.

KONCENTRACIJA VEGF-C (ng/ml)

SLOJEVI ROZNICE ODI?ACIVANJE BEZ O"DBACIVANJA Mann-Whitneyjev
Medijan (raspon) Medijan (raspon) U-test
EPITEL 6,69 (5,49 — 10,76) 9,53 (6,84 — 11,27) p =0,2752
STROMA 6,09 (5,34 — 8,89) 4,70 (4,59 — 5,86) p = 0,1266
ENDOTEL 7,66 (5,68 — 9,86) 4,74 (3,88 — 6,65) p = 0,1266
UK. ROZNICA 6,06 (4,91 — 9,01) 5,23 (4,82 — 6,24) p = 0,2506

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja imali su u prosjeku ve¢u koncentraciju
citokina VEGF-C u roZnici, nego bolesnici koji nisu imali reakciju. Razlike nisu
statistiCki potvrdene (Mann-Whitneyjev U-test).

Slika 22. Usporedba koncentracije citokina VEGF-C u ukupnoj roznici kod pacijenata
koji su imali i pacijenata koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantata.

Mann-Whitney U test: p = 0,2506
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5.7.3. Korelacija koncentracije sVEGF-R1 i reakcije odbacivanja

transplantata

Tablica 11. Prikazuje usporedbu koncentracije SVEGF-R1 u roznici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata koji su imali i koji nisu imali reakciju odbacivanja

transplantata.

KONCENTRACIJA sVEGF-R1 (ng/ml)

SLOJEVI ROZNICE

ODBACIVANJE
Medijan (raspon)

BEZ ODBACIVANJA
Medijan (raspon)

Mann-Whitneyjev U-
test

EPITEL 1,86 (0,94 — 4,08) 1,09 (0,59 — 3,58) p =0,0131
STROMA 2,21 (1,80 — 5,95) 2,61 (0,76 — 11,79) p = 0,9665
ENDOTEL 1,29 (1,04 — 1,54) 1,14 (0,46 — 3,80) p=05716
UK. ROZNICA 2,23 (1,76 — 5,56) 2,46 (0,75 — 11,14) p = 0,8567

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja, imali su neSto manju koncentraciju s
VEGF-R1 nego pacijenti koji nisu imali reakciju. Razlike nisu statisti¢ki potvrdene.

(Mann-Whitneyjev U-test)

5.7.4. Korelacija koncentracije sVEGF-R2 i reakcije odbacivanja
transplantata

KONCENTRACIJA sVEGF R2 (ng/ml)

. ODBACIVANJE BEZ ODBACIVANJA Mann-Whitneyjev
SLOJEVI ROZNICE
Medijan (raspon) Medijan (raspon) U-test
EPITEL 1,44 (0,28 — 2,89) 1,50 (0,23 — 4,44) p = 0,9379
STROMA 2,65 (0,60 — 6,15) 1,56 (0,49 — 4,06) p = 0,0637
ENDOTEL 2,09 (0,24 — 3,06) 1,65 (0,23 — 3,96) p = 0,3157
UK. ROZNICA 2,51 (0,57 —5,71) 1,87 (0,47 — 4,09) p = 0,1394

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja nove roznice, imali su u prosjeku nesto
vecéu koncentraciju receptora sVEGF-R2 u epitelu nego bolesnici koji je nisu odbacili,
no razlike nisu statistiCki znacajne.




5.7.5. Korelacija koncentracije sVEGF-R3 i reakcije odbacivanja
transplantata

Tablica 12. Usporedba koncentracije SVEGF-R3 u roznici (u svakome pojedinom
sloju) kod pacijenata koji su imali i koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantata.

KONCENTRACIJA sVEGF-R3 (ng/ml)

ODBACIVANJE BEZ ODBACIVANJA Mann-Whitneyjev
SLOJEVI ROZNICE ; .

Medijan (raspon) Medijan (raspon) U-test
EPITEL 1,24 (0,48 — 2,84) 1,25 (0,84 — 4,82) p =0,6321
STROMA 0,40 (2,27 — 1,48) 1,64 (0,94 —9,42) p = 0,0006
ENDOTEL 0,34 (0,15 — 2,06) 1,24 (0,59 - 4,39) p =0,0079
UK. ROZNICA 0,49 (0,28 —1,62) 1,61 (0,93 —9,04) p =0,0018

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja, imaju niZe vrijednosti sSVEGF-R3 nego
pacijenti koji nisu imali reakciju. Razlike su statistiCki znaCajne za cijelu rozZnicu te
za stromu i endotel posebno, dok u epitelu nema statisticki znacajne razlike (Mann-
Whitneyjev U-test).
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5.8 Korelacija koncentracije VEGF-A i C i pojave neovaskularizacije
kod pacijenata nakon transplantacije

U postoperativhom pracenju pacijenata, krvne Zile na transplantatu su se pojavile u
sedmero od Sezdesetero pacijenata (11,66%), i to u petero od dvadesetero (25 %)
pacijenata iz visokorizicne skupine i u dvoje (10%) pacijenata iz skupine bulozne
keratopatije.

Tablica 13. Prikazuje usporedbu koncentracije VEGF-A u roznici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata kojima se postoperativno pojavila neovaskularizacija
na roznici u odnosu na one kojima je transplantat ostao bistar.

KONCENTRACIJA VEGF-A (pg/ml)

NV NG KR."VNE ZILE B."EZ K.Z. Mann-Whitneyjev
Medijan (raspon) Medijan (raspon) U-test
EPITEL 431 (86 — 950) 140 (49 — 804) p =0,2235
STROMA 440 (389 — 522) 243 (39 — 1385) p =0,3657
ENDOTEL 317 (71 - 521) 62 (34 — 629) p = 0,1594
UK. ROZNICA 405 (392 — 548) 280 (40 — 1264) p =0,4273

Tablica 14. Prikazuje usporedbu koncentracije VEGF-C u roznici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata kojima se postoperativno pojavila neovaskularizacija
na roznici u odnosu na one kojima je transplantat ostao bistar.

KONCENTRACIJA VEGF-C (ng/ml)

EPITEL 8,12 (5,49 — 10,76) 8,18 (6,69 — 11,27) p =0,6434
STROMA 7,49 (6,09 — 8,89) 5,02 (4,59 — 5,86) p =0,0641
ENDOTEL 8,76 (7,66 — 9,86) 5,21 (3,88 — 6,65) p =0,0641
UK. ROZNICA 7,54 (6,06 — 9,01) 5,34 (4,94 — 5,96) p =0,0641

Koncentracija citokina VEGF-A i C u cijeloj roznici veca je u bolesnika kojima se
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postoperativno pojavila NV na rozZnici nego kod pacijenata kojima je ostao bistar
transplantat. Razlika nije statisticki potvrdena.

5.9. Korelacija koncentracije sVEGF-R1, R2 i R3i pojave
neovaskularizacije kod pacijenata nakon transplantacije

Tablica 15. Prikazuje usporedbu koncentracije SVEGF-R1 u roznici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata kojima se postoperativno pojavila neovaskularizacija
na roznici u odnosu na one kojima je transplantat ostao bistar.

KONCENTRACIJA sVEGF-R1 (ng/ml)

EPITEL 1,37 (0,59 — 1,72) 1,18 (0,67 — 4,08) p=0,7720
STROMA 2,25 (1,08 - 10,10) 2,56 (0,76 — 11,79) p =0,8155
ENDOTEL 1,18 (1,04 — 2,31) 1,16 (0,46 — 3,80) p =0,3115
UK. ROZNICA 1,82 (1,06 — 2,57) 2,40 (0,75 — 11,14) p = 0,3902

Tablica 16. Prikazuje usporedbu koncentracije SVEGF-R2 u roZnici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata kojima se postoperativno pojavila neovaskularizacija
na roznici u odnosu na one kojima je transplantat ostao bistar.

KONCENTRACIJA sVEGF-R2 (ng/ml)

SLOJEVI ROZNICE

KRVNE ZILE
Medijan (raspon)

BEZK. Z.
Medijan (raspon)

Mann-Whitneyjev U-
test

EPITEL 0,31 (0,25 — 2,10) 1,51 (0,23 — 4,44) p = 0,2008
STROMA 1,07 (0,49 — 1,73) 2,39 (0,66 — 6,15) p = 0,0290
ENDOTEL 0,25 (0,24 — 1,73) 1,80 (0,23 — 3,96) p =0,1657
UK. ROZNICA 1,08 (0,47 — 1,62) 2,41 (0,70 — 5,71) p =0,0262

Pacijenti koji su imali krvne Zile u roznici, imali su u prosjeku nizu koncentraciju

receptora SVEGF-R2 nego bolesnici koji nisu imali vidljive krvne Zile u roznici. Razlike

su statisti¢ki znacajne u roznici kao cjelini (p = 0,0262) i u stromi (p = 0,0290).




Tablica 17. Prikazuje usporedbu koncentracije SVEGF-R3 u roznici (u svakome
pojedinom sloju) kod pacijenata kojima se postoperativno pojavila neovaskularizacija
na roznici u odnosu na one kojima je transplantat ostao bistar.

KONCENTRACIJA sVEGF-R3 (ng/ml)

SLOJEVI ROZNICE

KRVNE ZILE
Medijan (raspon)

BEZK. Z.
Medijan (raspon)

Mann-Whitneyjev U-
test

EPITEL 1,13 (0,86 — 2,72) 1,28 (0,48 — 4,82) p =0,5145
STROMA 1,24 (0,41 — 2,94) 1,52 (0,27 — 9,42) p = 0,5440
ENDOTEL 0,79 (0,16 — 1,41) 1,20 (0,15 — 4,39) p =0,1020
UK. ROZNICA 1,17 (0,45 — 1,46) 1,58 (0,28 — 9,04) p = 0,2594

Pacijenti kojima su se postoperativno pojavile NV na roznici imali su u prosjeku nizu
koncentraciju receptora sSVEGF-R1, R2 i R3 nego bolesnici koji nisu imali vidljive
krvne zile u roznici. Razlika nije statistiCki potvrdena.

5.10. Kratkoro€ne i dugoro¢ne komplikacije penetrantne
keratoplastike

Kratkotrajne komplikacije nakon penetrantne keratoplastike definirane su kao one
koje su reverzibilne unutar 14 dana.

— Defekt epitela na transplantatu javio se u desetero pacijenata (6,6 %), od toga
je u petero (8,3 %) preSao u perzistirajuci epitelni defekt (PED), i to u dvoje
iz skupine visokorizi¢nih, dvoje iz skupine buloznih keratopatija i jednoga iz
skupine keratokonusa.

Epitelni se defekt javio 1417 dana u troje pacijenata i nakon 1,5 mjesec u
preostalim dvama slucajevima.

— Prosjec€na vrijednost postoperativhog astigmatizma iznosila je 3,50 + 2,55 dcyl
dok je visoki postoperativni astigmatizam(> 4dcyl) nakon Sest mjeseci imalo 26
(43,3 %) pacijenata.

Dugotrajne su komplikacije definirane kao one koje su zahtijevale medikamentozni ili
Kirurski tretman.
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— U postoperativhom razdoblju od dvije godine, sedmero je (11,6 %) pacijenata
razvilo mrenu i od njih je troje operirano (5 %).

— Povecan oc¢ni tlak imalo je desetero pacijenata (16,6 %), od toga petero iz
skupine bulozne keratopatije, troje iz skupine visokorizi¢nih pacijenata i dvoje iz
skupine keratokonusa.

5.11.1. Uspjesnost transplantacije

U promatranom razdoblju doSlo je do nepovratna odbacivanja transplantata u dvoje
pacijenata iz skupine visokorizi¢nih pacijenata (10 %).

Slika 23 Kaplan Mayer krivulja uspjeSnosti transplantacije
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6. RASPRAVA

Bolesti roznice vodeci su uzrok sljepoce i slabovidnosti diliem svijeta i transplantacija
roznice primarni je i jedini nacin vracanja vidne funkcije. Danas je to ujedno i najcesci i
najuspjesniji operativni zahvat od svih transplantacija solidnih tkiva (169).

Ukupna je uspjesnost preZivijenja transplantata jednu godinu, nakon perforativne
keratoplastike ¢ak 86 % iako se ne provodi rutinski HLA tipizacija tkiva niti koristi
sistemska imunosupresivna terapija kao kod drugih transplantacijskih zahvata.
Medutim, nakon 15 godina uspjeSnost pada na 55 % $to je sli¢no stopi prezivijenja

kao kod drugih solidnih tkiva (170, 171). Ono $to je vaznije jest da je petogodisSnja
uspjesSnost transplantacije kod visokorizi¢nih pacijenata 54,2 % u usporedbi sa 91,3

% kod niskorizi¢nih sluajeva bez upale. Visokorizi¢ni slu€ajevi ukljucuju pacijente

s ve¢ odbacenim transplantatom ili s roznicom koja ima vaskularizaciju u najmanje
dvama kvadrantima (172, 173). Nazalost, bilo koji prethodni upalni odgovor roznice

na infekcijsku bolest poput herpesa ili trahoma, na teSku traumu ili kemijsku ozljedu
povecava rizik primatelja na ponovnu vaskularizaciju roznice nakon operacije. Hicks
(174) i koautori predlozili su Risk Score System koji se temelji na ¢imbenicima koji
smanjuju uspjesnost preZivljenja transplantata u prvoj postoperativnoj godini. Sedam je
rizicnih Cimbenika: prijeoperacijska dijagnoza, stanje lece, okularna inflamacija, povisen
oc¢ni tlak, neovaskularizacija roznice, broj ranijih transplantacija i transfuzija krvi.

Nadalje, visokorizi¢ni slucajevi ne samo da imaju manju uspjesnost transplantacije
nego oni imaju i CeSc¢e akutne reakcije odbacivanja na koje utje€u i intraoperativne
komplikacije, predoperativni glaukom, nedostatak limbalnih stanica, zamucenje
roznice nakon traume (posebno alkalijama), stanje donorske roznice i sl. (175).
Pojavnost prve reakcije odbacivanja transplantata nakon PK-a kre¢e se ukupno do
20 %, a ocekivano odbacivanje transplantata nakon reakcije transplantata kre¢e se
od 7 % do 20 % (175-178).

U nasSem istrazivanju, u postoperativnom razdoblju od dvije godine, reakcija
odbacivanja transplantata javila se u 17 pacijenata (28,3 %), i to u Cetiriju pacijenata
iz skupine keratokonusa, pet iz skupine buloznih keratopatija i osam iz visokoriziCne
skupine. U tom je razdoblju do$lo do nepovratna odbacivanja transplantata u

dvoje pacijenata iz skupine visokorizi¢nih pacijenata (3,3 %). Vrijeme odbacivanja
transplantata bilo je u prosjeku oko 162 dana nakon operativhog zahvata.

lako su najozbiljnija komplikacija PK-a reakcije odbacivanja transplantata roznice
postoperativni problemi, koji kompliciraju oporavak, reverzibilni epitelni defekt

transplantata, visok postoperativni astigmatizam, mrena, postoperativni glaukom,
infekcije i dr.
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Epitel roznice poznat je po svojoj brzoj regeneraciji, medutim, kada je normalno
cijeljenje epitelnog defekta onemogucéeno, dolazi do patoloskog stanja koje
karakterizira sporo cijeljenje defekta u vidu perzistirajucega epitelnog defekta
(PED-a) ili Cestih recidivirajucih erozija; javlja se kroni¢na stromalna infiltracija,
rozni¢na neovaskularizacija te konjunktivalizacija roznice (33). Dohlman (179) je jo$
1957. opisivao poremecaje epitela roznice koji su reverzibilni obi¢no od 6 do 10 dana
nakon operacije jer zbog izrazite aktivnosti bazalnih stanica epitela roznice, oCekuje
se totalna reparacija stanica epitela roznice. Neki podatci pokazuju da se promjene
epitela u ranome postoperativnom razdoblju mogu naci u ¢ak 63 % bolesnika (180).
Kod transplantiranih pacijenata u postoperativnom razdoblju, cijeljenje dodatno
komplicira denervacija nove roznice, poremecaj suznog filma, Cesta primjena topickih
steroida i ponekad anatomski nesklad izmedu vjeda i roznice, potom upale vjeda

te dobi i hormonskog statusa primatelja. U slu€aju dugotrajna defekta rozZnice, koji

ne pokazuje znakove cijeljenja, zapravo govorimo o epitelnom odbacivanju roznice
koji zahtijeva lijeCenje u vidu primjene meke terapeutske kontaktne leCe, Cesta
vlaZenja roZnice pomoc¢u umijetnih suza i gelova za podmazivanje roznice, primjene
subkonjunktivalnih injekcija dexamethasona, transplantacije amnijske membrane,
uvodenja oralnih kortikosteroida, primjene topikalnih ¢imbenika rasta ili permanentne
tarzorafije.

U naSem istrazivanju PED se javio u petero (8,3 %) pacijenata, i to u dvoje iz
skupine visokorizi¢nih, dvoje iz skupine buloznih keratopatija i jednoga iz skupine
keratokonusa.

Epitelni se defekt javio 1417 dana u troje pacijenta i nakon 1,5 mjesec u preostalim
dvama sluc€ajevima. S obzirom da nakon dva tjedna epitelni defekt nije zacijelio,
unatoC pojacanoj lokalnoj terapiji, kod svih je pacijenata ucinjena transplantacija
amnijske membrane koja je u konacnici dovela do cijeljenja defekta i zaustavljanja
reakcije odbacivanja.

Visoki postoperativni astigmatizam (> 4dcyl) Cesta je komplikacija PK-a. U podatcima
iz literature, prosjec€ni astigmatizam nakon PK-a krece se u rasponu od Cetiri do Sest
dioptrija (181). U naSem istrazivanju, prosjecna vrijednost astigmatizma iznosila je
3,50 + 2,55 dcyl dok je visoki postoperativni astigmatizam nakon

Sest mjeseci imalo 26 (43,3 %) bolesnika, a uspjesno je rijeSen noSenjem polutvrdih
kontaktnih le¢a. Uzroci koji mogu pridonijeti postoperativnome visoku astigmatizmu
su: stanjena i nepravilna roznica primatelja prije transplantacije zbog traume ili
keratokonusa, neovaskularizacija roznice primatelja, ekscentri¢no trepanirana
roznica donora ili primatelja, astigmatizam donora roznice, broj Savova roznice,
njihov raspored, napetost, duzina i dubina (182).
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Unutar prvih pet godina poslije transplantacije roznice gotovo se u 25 % bolesnika
razvije odredeni stupanj nuklearne ili kortikalne mrene. Primjena lokalnih ili sistemskih
kortikosteroida u postoperativhom razdoblju i intraoperativna

manipulacija Sarenice mogu pridonijeti razvoju katarakte (183, 184). Savjetuje se
da se operacija mrene radi godinu dana poslije transplantacije, nakon stabilizacije
roznice i dioptrije te nakon vadenja Savova. U danasnje vrijeme prednost operacije
mrene kod ovakvih pacijenata je moguénost rjieSavanja dioptrije, kako sferne
komponente tako i astigmatizma ugradnjom monofokalnih tori¢nih leca. U nasem je
istraZivanju sedmero (11,6 %) pacijenata razvilo mrenu i od njih je troje operirano
(5 %) u razdoblju od dvije godine poslije operacije.

Postoperativni glaukom, koji nastaje nakon PK-a, vazan je kliniCki problem zbog svoje
uCestalosti pojavljivanja (u gotovo 21 % slucajeva), poteSkoce u prepoznavanju i
pracenju te slozenosti lijeCenja i kontroliranja (185, 186).

Etiologija i patogeneza viSeuzrocCna je i za sada je uoCena snazna povezanost izmedu
preoperativhoga glaukoma i afakije i posttransplantacijskoga glaukoma. Olson i
Kaufman (187) navode da na poslijeoperacijski nastanak glaukoma mogu utjecati:
retransplantacija, preoperativna dijagnoza bulozne keratopatije i trauma, potom
¢imbenici koji mogu utjecati na strukturu ocnog kuta i cirkulaciju o¢ne vodice, kao

Sto su precvrsti Savovi, dugacki Savovi, jednaka veliina trepanacije primateljeve i
davateljeve roznice 21. Za ovaj je tip glaukoma karakteristicno da je Cesto rezistentan
na medikamentoznu terapiju, a kirurSke alternative mogu dovesti do pojave reakcije
odbacivanja ili kona€na odbacivanja transplantata. Ako glaukom ostane nekontroliran,
dolazi do progresivha ostecenja vidnog zivca i nepovratna gubitka vida, a prozirnost
transplantata moze biti ugrozena oste¢enjem endotelnih stanica (188).

Prakti¢na definicija glaukoma nakon PK-a intraokularni je tlak ve¢i od 21 mmHg, s
pridruzenim gubitkom vidnog polja i bez njega ili promjena vidnog Zivca, $to zahtijeva
medikamentoznu terapiju. Goldberg (189) u svojem istrazivanju navodi javljanje
poviSena intraokularnog tlaka u 23 % slu€ajeva u ranome postoperativnom razdoblju
(unutar prvih triju mjeseci), a dugoro¢no gledano u 27 % ociju nakon keratoplastike.

Simmons i kolege (190) izvijestili su u€estalost kroni€no poviSena intraokularnog tlaka
u 34 % ociju nakon keratoplastike koju je operirao jedan kirurg. Prosjecno vrijeme

do prvoga zabiljeZzenog povecéanja intraokularnog tlaka bilo je Sest mjeseci, mnogo
dulje nego u drugim istrazivanjima. U samo 2 % ociju, u ovom radu, bila je potrebna
kirurSka terapija. Povecan ocCni tlak, nakon perforativne keratoplastike u naSem
istraZivanju, imalo je 16,6 % (n = 10) od toga petero iz skupine bulozne keratopatije
koja se, kao $to je navedeno, smatra jednim od vodecih rizi¢nih ¢imbenika.

Prisutnost NV-a roznice domacina jedan je od najjacih ¢imbenika rizika za
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odbacivanje transplantata. U o€ima s opseznom vaskularizacijom i/ili upalom gubi se
angiogeni-imunoloski privilegij roznice te stopa uspjesSnosti transplantacije pada na
samo 20 % — 40 %, Cak i uz koriStenje maksimalne dosad poznate lokalne i sustavne
terapije. Nazalost, Citavo se stoljeCe postoperativna terapija za lijeCenje ovakvih
sluCajeva nije znaCajno promijenila te se i dalje bazira na lokalnoj i sistemskoj
primjeni samih kortikosteroida ili u kombinaciji s ciklosporinom. PokuSava se

pronaci i donorsko tkivo koje se HLA podudara s primateljem i koriste se sistemski
imunosupresivi (npr. mikofenolat mofetil, sirolimus) koji povecavaju stopu uspjesSnosti
transplantacije, ali zbog sistemskih nuspojava ti su lijekovi strogo indicirani samo kod
malog broja pacijenata uz Ceste kontrole (2).

Posljednje desetljece intenzivna istrazivanja vaskularizacije roznice dovelo je do
spoznaje da je angiogeneza roznice regulirana putem nekoliko posrednika, a jedan
od kljuénih regulatora je VEGF Cimbenik rasta koji proizvode epitelne stanice,
makrofagi i fibroblasti u roznici. Istrazivanja ukazuju da je VEGF vazan za indukciju
angiogeneze, vaskulogeneze i limfogeneze u normalnim i patoloskim stanjima u
raznim organima pa tako i u roznici (191). Pregledom literature primjecuje se da su
se znanstvenici opsezno bavili prou¢avanjem VEGF-a u ishemijskim bolestima retine
tipa dijabetiCke retinopatije, sekundarnim neovaskularizacijama kod okluzije sredisSnje
vene i retinopatije prematurusa (192-195). Sto se tice same roZnice, istraZivanja su
pokazala da je povecana ekspresija VEGFa kod razli€itih bolesti roznice, ponajprije
kod upalnih stanja, ali i kod keratokonusa i bulozne keratopatije u odnosu na zdrave
roznice (196,197). Zheng i Sekelj (198,199) pokazali su da su koncentracije VEGFa
znatno povisenije u vaskulariziranim roZznicama u odnosu na normalne roznice.
VEGF moze se nadi u svim slojevima roznice, vaskularnim endotelnim stanicama
limbalnih krvnih Zila i keratocitima. Ekspresija je znatno povecana u epitelnim
stanicama upalnih roznica, vaskularnim endotelnim stanicama, makrofagima i
fibroblastima. Shoshani (197) je pronaSao poveéanu ekspresiju VEGF, IL -13; IL — 8;
MMP -1 i MMP - 9 u rozni€cnom epitelu bolesnika s buloznom keratopatijom, u
odnosu na zdrave roznice. S obzirom na dosadas$nja istrazivanja koja su pokazala
da se VEGF nalazi i u normalnim roZznicama, a da mu se ekspresija potice prije
svega upalnom reakcijom, oc¢ekivali smo pojacanu ekspresiju VEGF-A u patoloski
promijenjenim roznicama s neovaskularizacijom, $to smo i dokazali u istrazivanju.

U naSem ispitivanju cijelog uzorka roZnice uoCena je statisticki znacajno veca
koncentracija VEGF-A u visokorizi¢nih pacijenata u odnosu na kontrole (p = 0,0104)
te u visokorizi¢nih pacijenata u odnosu na keratokonuse (p = 0,0251). Takoder, u
stromi postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu visokorizi¢ne i kontrolne skupine (p
= 0,0066) i visokorizi¢nih pacijenata i keratokonusa (p = 0,0250).

U nasim ranijim istraZivanjima, pratili smo transplantirane pacijente i iz uzoraka
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njihovih roznica odredili smo koncentraciju VEGF-A koji se pokazao kao dobar
prognosticki Cimbenik kasnijeg odbacivanja roznice (199). Potom smo poceli lijeCenje
visokorizi¢nih pacijenata s anti - VEGF terapijom, odnosno subkonjunktivalnom
primjenom bevacizumaba nakon operativhog zahvata. Bevacizumab je
monoklonalno humanizirano anti - VEGF protutijelo koje se posljednjih nekoliko
godina koristi u “off label” primjeni u lijeCenju dijabetiCke retinopatije, neovaskularne
senilne makulopatije, okluzije centralne retinalne vene, neovaskularnoga glaukoma
te kod visokoriziCnih pacijenata s transplantiranom roznicom i NV-om roznice. lako
je vecina dosadasnjih studija pokazala ucinkovitost u smanjenju neovaskularizacije,
jo$ uvijek doza bevacizumaba i nac€in primjene (kapljino, intrastromalno,
subkonjunktivalno) nije standardiziran. U nasem istraZivanju, koje je pratilo
visokorizi¢ne pacijente, koji su nakon transplantacije dobili injekciju bevacizumaba
od 0,5ml (25 mg/ml) i lije€eni dodatno lokalno kapljicama tri mjeseca, uspjesSnost
prezivljenja transplantata povecala se na ¢ak 70 % (2).

Buduci da su studije na transgeni¢nim miSevima dokazale ulogu VEGF-C u
limfangiogenezi i upali, u ovom smo istrazivanju uz VEGF-A istrazivali i VEGF-C.
Hajrasouliha (200) navodi da VEGF-C ima klju¢nu ulogu u proliferaciji i stvaranju
limfnih endotelnih stanica tijekom embriogeneze i Zivota interakcijom sa svojim
receptorom VEGFR-3. Preko istog receptora se uz limfangiogenezu ostvaruje

i angiogeneza s tim da VEGF-C ima mogucnost vezanja i za VEGFR-2 koji je

vrlo potentan angiogeni receptor. Autor je primijetio da se u reakciji odbacivanja
transplantata znac¢ajno povecava koncentracija VEGF-C, ali i njegova receptora
VEGFR-3. Primjenom VEGF-C blokirajucega monoklonskog protutijela, suprimira se
angiogena reakcija, inhibira se sazrijevanje antigen prezentirajuéih stanica roznice i
znacajno poboljSava prezivljenje transplantata. U naSem istrazivanju, koncentracija
VEGF-C citokina pratila je trend VEGF-A te je najveéa koncentracija i statisticki
potvrdena pronadena u visokorizi¢noj skupini dok je najnizu koncentraciju imala
skupina keratokonusa i kontrola (p = 0.0345; p = 0.0033).

Istrazivali smo i tri prirodna VEGF antagonista, a to su solubilni receptori sSVEGF-R1,
R2 i R3 koji se u svojoj topivoj formi kompetitivno vezu za VEGF-A i VEGF-C i na
taj nacin spre€avaju njihovo vezanje za membranski receptor te posljedi¢no koce
njihovo djelovanje. Topivi VEGFR-1 ima visok afinitet prema VEGF-A i bitan je za
odrzavanje avaskularnosti roznice tijekom razvoja. Ranije studije pokazale su jaku
ekspresiju sVEGFR-1 u epitelu roznica dobivenih od ostataka isje€enih roznica za
transplantaciju, njegovu slabu izrazenost u stromi i slabu izrazenost u roznicama

s jakom neovaskularizacijom. Pojacana ekspresija sVEGF-R2 zabiljezena je u
roznicama kod kojih je upala inducirana stavljanjem rozni¢nih $avova. Topiva

forma sVEGFR-2 inhibira limfangiogenezu i poboljSava uspjeSnost prezivljenja
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transplantata blokiranjem aktivnosti VEGF-C, ali nema afinitet prema VEGF-A i

ne moze suzbiti angiogenezu posredovanu s VEGF-A. Topivi VEGF-R3 veze se

za VEGF-C i moze utjecati na smanjenje limfangiogeneze. Kod trauma roznice i u
slu€ajevima kada su postavljeni Savovi na roznici, uoCene su niske koncentracije
SVEGFR-3 i visoke koncentracije VEGFR-3 na mjestu i u okolnom tkivu oko Savova.
Topivi VEGFR-3, kada je eksprimiran u endotelu, ima zadatak vezati angiogene
C¢imbenike rasta VEGF-C i D i inhibirati angiogenezu induciranu upalom. Kada je
SVEGFR-3 izraZzen u epitelu moze, takoder, pokazivati antiangiogena svojstva
djelujuc¢i kao ,mamac receptor®. Reguliraju¢i angiogenezu roznice sVEGFR-3 klju¢an
je za odrzavanje prozirnosti roznice i epitela te je sSVEGFR3 fizioloSka zamka za
spreCavanje stvaranja NV-a kod stanja oka s malim stupnjem upale.

U istrazivanju Philipsa (201) i njegovih suradnika, nije bilo znac¢ajne ekspresije
SsVEGFR-1 u normalnoj roznici, za razliku od Ambatijeva istrazivanja (13, 14)

kod kojega je SVEGFR-1 bio u znatno vecoj koncentraciji u normalnoj roznici.

Taj se rezultat podudara i s nasim istrazivanjem u kojem koncentracije solubilnih
receptora SVEGFR-1, 2 i 3 pokazuju suprotan trend od citokina Ai C te su
najvece koncentracije pronadene u kontrolnoj skupini, a najnize u visokorizi¢noj
skupini. U naSoj kontrolnoj skupini roznica koncentracija sSVEGFR-1 je poviSena u
svakom pojedinom sloju roznice, a statistiCki znaajno samo u endotelu u odnosu
na visokorizi¢ne roznice. Niske koncentracije sVEGFR-2 prate, takoder, niske
koncentracije drugih topivih receptora u visokorizi¢noj skupini, ali bez statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrole.

U ovom istrazivanju pronasli smo korelaciju VEGF-A i sVEGFR-1 u epitelu
visokorizi¢ne i niskoriziCne skupine. Koncentracija VEGF-A statisticki je zna¢ajno
veca kod visokorizi€nih roznica dok je koncentracija sSVEGFR-1 znac¢ajno smanjena
u usporedbi sa slu¢ajevima niskoga rizika (p <0,05). U skupini keratokonusa, veza
izmedu citokina i njegova solubilnog receptora pozitivna je, $to znaci da je uz vecu
koncentraciju VEGF-A vezana i ve¢a koncentracija receptora sVEGF-R1. U epitelu
visokorizicne skupine korelacija je negativna, Sto znaci da je uz vecCu koncentraciju
VEGF-A vezana manja koncentracija solubilnog receptora. Niske koncentracije
SVEGFR-1 ne mogu heterodimerizacijom inaktivirati receptore VEGF-R1 i 2 pa se
time poveéava koncentracija i aktivnost VEGF-A koja vodi patoloskoj NV i vecoj
Sansi odbacivanja transplantata.

Takoder, pronasli smo povezanost izmedu VEGF-C i sSVEGF-R3 u visokorizi¢noj

i niskorizi€noj skupini pacijenata, i to u prvom redu u endotelu gdje je ponovno
uocena pozitivna veza izmedu VEGF-C i sSVEGF-R3 kod keratokonusa, a negativha
korelacija kod visokorizi¢nih pacijenata. Stresna stanja i tkiva s NV-om proizvode
vece koncentracije VEGF-A i C, Sto troSi razinu njihovih topivih receptora, Cija je
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koncentracija ionako patoloski smanjena u visokoriziCnim slucajevima. PoviSena
regulacija izmedu VEGF-a i njegovih topivih receptora, koja je normalna u fizioloSkim
okolnostima i kod niskorizi¢nih slu¢ajeva, mijenja se u negativnu korelaciju gdje

se visoka koncentracija VEGF-A i C poc€etno neutralizira ve¢ prisutnom malom
koncentracijom s R1 i R3, ali nakon nekog vremena smanjena koncentracija topivih
receptora ne moze viSe vezati i neutralizirati visoku koncentraciju VEGF. Ravnoteza
se mijenja u korist VEGF-A u bolesnim tkivima. Najvece koncentracije VEGFa imaju
najmanju koncentraciju receptora za vezanje i neutralizaciju i obrnuto. Ti su omjeri
potvrdeni i u kliniCkom dijelu naseg istrazivanja gdje je uoCena izravnha povezanost
izmedu reakcije odbacivanja transplantata i koncentracije VEGF-A i C citokina te
njihovih topivih receptora. Kod svih pacijenata s reakcijom, razina proangiogenih
citokina bila je povecCana dok je koncentracija solubilnih receptora bila snizena.

Neovaskularizacija na hovom transplantatu, koja se pojavila u postoperativhom
razdoblju i kod nekih pacijenata, bila je dio klinicke slike reakcije odbacivanja
presatka, povezana je s prisutnoscu visih razina VEGF-Ai C i nizom koncentracijom
SVEGFR-1, 2 3, ali bez statistiCke znacajnosti.

U zakljuCku mozemo reci da neovaskularizacijom roznica gubi svoj imunoloski
privilegij i naruSena je ravnoteza izmedu proangiogenih i antiangiogenih ¢imbenika.
Prikazani rezultati ove humane prospektivne studije nadovezuju se na prve rezultate
istrazivanja solubilnih VEGF receptora na animalnim modelima. Dokazano je da
solubilni receptori sluze kao mamac za VEGF citokine i da heterodimerizacijom
inaktiviraju njihove receptore. Stoga bi upravo ti solubilni receptori mogli biti ,meta“
sljedec¢im istrazivanjima za neke nove terapijske moguénosti lijeCenja visokorizi¢nih
sluCajeva.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju ovog istraZivanja donose se sljedeci zakljucci:

Koncentracija proangiogenog citokina VEGF-A u cijelom uzorku roznice na
dan perforativne keratoplastike najveca je u viskorizi€noj skupini pacijenata,
potom kod pacijenata s buloznom keratopatijom i keratokonusom dok su
najnize koncentracije ovog citokina pronadene u kontrolnoj skupini. Jednaki
trend pokazuje i koncentracija VEGF-C citokina s najviSom koncentracijom
u visokorizi¢noj skupini dok je u kontrolnoj skupini pronadena najniza
koncentracija.

Koncentracije solubilnih receptora sVEGFR-1, 2 i 3 pokazuju suprotan trend

od citokina A i C te su najvece koncentracije pronadene u kontrolnoj skupini,

najnize u visokorizicnoj skupini.

Najbolju vidnu ostrinu postiZu pacijenti iz skupine keratokonusa koji ujedno
imaju i najmanji broj postoperativnih komplikacija u promatranom razdoblju.

Reakcija odbacivanja transplantata naj¢esc¢e se javlja kod visokorizi¢nih
pacijenata kod kojih je u dvama sluc¢ajevima, u ovom istraZivanju, doslo i do
ireverzibilnog odbacivanja transplantata.

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja roznice, imali su statistiCki
znacajno vecu koncentraciju citokina VEGF-A u roznici dok je koncentracija
citokina VEGF-C takoder bila vec¢a u toj skupini pacijenata, ali nije statistiCki
potvrdena. Isti pacijenti imali su manju koncentraciju sVEGF- R1, R2 i R3
nego pacijenti koji nisu imali reakciju. Razlike nisu statistiCki potvrdene osim
kod sVEGFR-3.

Pacijenti kojima se postoperativno javila NV na novoj roznici imali su i
preoperativno vece koncentracije citokina VEGF-A i C u cijeloj roznici i nize
koncentracije njihovih solubilnih receptora sVEGF-R1, 2 i 3. Razlika nije
statisticki potvrdena osim kod sVEGF-R2.

a

73



7.1. ZNANSTVENI DOPRINOS

Neovaskularizacija roznice i upala i dalje se smatraju glavnim ¢imbenicima rizika za
odbacivanje roznice zbog €ega visokorizi¢ni bolesnici, za razliku od onih s niskim
rizikom, trebaju agresivniju postoperativnu imunosupresivnu terapiju, kako lokalnu
tako i sustavnu $to uvijek nije moguce zbog ozbiljnih nuspojava tih lijekova. Cak

i lokalna kontinuirana uporaba steroida moze uzrokovati prijevremeni nastanak
mrene, glaukom, usporiti cijeljenje rane te pogodovati nastanku infektivnog
keratitisa. Gotovo sto godina terapija se nakon transplantacije roznice nije mijenjala i
zasnivala se na kortikosteroidima. Posljednjih nekoliko godina intenzivna istrazivanja
vaskularizacije roznice dovelo je do spoznaje da je angiogeneza regulirana putem
nekoliko posrednika, a jedan od klju¢nih regulatora je VEGF. Novi terapijski lijekovi
koji se baziraju na anti-VEGF agensima, kao $to je bevacizumab, pokazuju odli¢ne
rezultate, ali to€na doza i nacin primjene joS uvijek su upitni.

U ovoj humanoj prospektivnoj studiji, koja korelira s rezultatima drugih znanstvenika
na zivotinjskim uzorcima, primije¢ena je povezanost izmedu VEGF-A i C citokina

i njegovih topivih receptora sVEGFR-1, R2 i R3, kao i njihov utjecaj na stvaranje/
suzbijanje postoperativnih krvnih zZila i u€estalost reakcije odbacivanja. Mehanizam
na kojem solubilni receptori zasnivaju svoje djelovanje je taj da sluze kao mamac
za VEGF citokine i inaktiviraju njihove receptore te tako smanjuju limfangiogenezu i
angiogenezu. Taj bi mehanizam djelovanja mogao biti osnova i za neki novi topicki
lijek protiv NV-a i odbacivanja transplantata $to bi pridonijelo veéoj uspjesnosti
lijeCenja visokorizi¢nih transplantiranih pacijenata.
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8. SAZETAK

Roznica je prednji prozirni dio oka i svako konzervativnim putem neizljeivo zamucenje
roznice, uz pretpostavku zdrava straznjeg segmenta, predstavlja indikaciju za
transplantaciju. Transplantacija roznice jedna je od najljepsih, najefektnijin, najizazovnijih,
ali i najkompliciranijih operacija u oftalmologiji. To je naj¢eS¢a i najuspjesnija operacija

od svih transplantacija tkiva i organa i u primateljevu oku kod kojeg nema upale ili NV
roznice. UspjeSnost operacije viSa je od 90 %. Kod pacijenata koji imaju aktivnu upalu ili
NV roznice, transplantacije su operacije viSeg rizika sa stopom uspjeha od samo 20 %

— 40 %. Tipicni su primjeri visokorizi¢nih slu€ajeva vaskularizirani leukomi roznice nakon
opeklina, herpeti¢nog keratitisa, nakon ulkusa roznice, odbaceni transplantati i Stevens-
Johnsonov sindrom. Rizik od odbacivanja nove rozZnice kod takvih pacijenata korelira s
brojem kvadranata roznice zahvaéenih s NV-om. Dosadasnje su studije pokazale da je
glavni promotor NV-a u razli¢itim patoloskim stanjima roznice VEGF. Djeluje tako Sto utjeCe
na ciljne stanice, poti¢e njihov rast, migraciju i dijeljenje. Posebno, VEGF-A ¢imbenik
vazan je za dijeljenje i migraciju endotelnih stanica. VeZe se za receptore s tirozin-
kinaznom aktivno$éu: VEGF-R1 i VEGF-R2. VEGF-C i VEGF-D djeluju preko VEGFR-3
receptora i vazni su u nastanku i razvoju limfnih Zila. Od antiangiogenih ¢imbenika u roznici
najpoznatiji su: pigmentni epitelni ¢imbenik, angiostatin, endostatin i trombospondini, a
novije klinicke studije na animalnim modelima pokazuju da i topiva forma VEGF receptora
ima antiangiogeno djelovanje.

Cilj ovog rada je istraziti: 1) koji su angiogeni i antiangiogeni ¢imbenici VEGF skupine
prisutni u humanim roznicama. 2) odrediti ELISA metodom razinu VEGF-A i VEGF-C te
SVEGFR1, R2 i 3 u uzorku tkiva zdravih i bolesnih roznica 3) kvantificirati odstupanja

| korelacije u razini promatranih citokina izmedu pojedinih skupina 4) klini¢ki pratiti
uspjesnost transplantacije i usporediti postoperativnu stopu NV-a i u€estalost reakcije
odbacivanja s koli¢inom angiogenih ¢imbenika i njihovih receptora na dan operacije.

Istrazivanje je ukljucilo 60 pacijenata koji su prema stupnju rizika i prognozi uspjeha
operacije podijeljeni u tri skupine: 1) Niskorizicna skupina ukljuCuje pacijente s
keratokonusom (n = 20). 2) Srednjoriziénu skupinu ¢ine pacijenti s buloznom keratopatijom
(n = 20). 3) Visokorizi¢na skupina su pacijenti s vaskulariziranim leukomom rozZnice koji
nastaje kao posljedica herpeticnog keratitisa, traume, opekline ili odbacenog transplantata
(n = 20). Kontrolnu, €etvrtu skupinu u ovom istrazivanju Cinile su zdrave roznice iz
certificirane O¢ne banke KBC ,Rebro“ u Zagrebu. To su donorske rozZnice koje se smatraju
neprikladnima za kliniCku uporabu zbog premalog broja i/ili promijenjene morfologije
endotela. Klinicki je dio disertacije proveden u Specijalnoj bolnici za oftalmologiju
,ovjetlost* u Zagrebu, Klinici za oftalmologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci dok
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je na Institutu ,Ruder Boskovic* proveden laboratorijski dio istraZivanja.

Podatci su prikazani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ili medijanom i
rasponom, ovisno o0 normalnosti distribucije. Razlike izmedu nekoliko skupina ispitanika
testirane su analizom varijance za nezavisne uzorke (kod normalne raspodiele) ili
neparametrijskom Kruskal-Wallisovom ANOVA-om. Razlike izmedu dviju skupina ispitanika
testirane su t-testom (kod normalnih distribucija) odnosno Mann-Whitneyjevim U-testom
(varijable koje nisu normalno distribuirane). StatistiCka analiza napravljena je u programu
Statistica for Windows 6.0.

Dobiveni su rezultati pokazali da je koncentracija proangiogenog citokina VEGF-A u
cijelom uzorku roznice na dan perforativne keratoplastike bila najveca u viskorizi¢noj
skupini pacijenata (599 pg/m) potom kod pacijenata s buloznom keratopatijom i
keratokonusom dok su najnize koncentracije ovog citokina pronadene u kontrolnoj skupini
(102 pg/ml). Jednak trend pokazuje i VEGF-C s najviSsom koncentracijom u visokorizi¢noj
skupini (8,49 ng/ml) dok je u kontrolnoj skupini pronadena najniza koncentracija (5,23
ng/ml). Koncentracije solubilnih receptora SVEGFR-1, 2 i 3 pokazuju suprotan trend od
citokina Ai C te su najvece koncentracije pronadene u kontrolnoj skupini (2,49; 2,71; 1,93
ng/ml), a najnize u visokorizi¢noj skupini (1,80; 1,12; 0,63 ng/ml). Najbolju vidnu ostrinu
postizu pacijenti iz skupine keratokonusa (0,84 * 0,22) koji ujedno imaju i najmaniji broj
postoperativnin komplikacija u promatranom razdoblju. Reakcija odbacivanja transplantata
najCesce se javlja kod visokorizi¢nih pacijenata (40 %) kod kojih je u dvama slu€ajevima
(10 %) u ovom istrazivanju doslo i do ireverzibilna zamuéenja transplantata.

Pacijenti koji su imali reakciju odbacivanja roznice, imali su statistiCki znacajno veéu
koncentraciju citokina VEGF-A (477 pg/ml) u roznici dok je koncentracija citokina VEGF-C
(6,06 ng/ml) takoder bila vec¢a u toj skupini pacijenata, ali nije statisticki potvrdena. Isti
pacijenti imali su manju koncentraciju sSVEGF- R1,R2 i R3 (2,23; 2,51; 0,49 ng/ml) nego
pacijenti koji nisu imali reakciju. Pacijenti kojima se postoperativno javila NV na novoj
roznici imali su i preoperativno vece koncentracije citokina VEGF-A i C (405 pg/ml; 7,54 ng/
ml) u cijeloj roznici i nize koncentracije njihovih solubilnih receptora SVEGF-R1,2 i 3 (1,82;
1,08; 1,17 ng/ml).

U ovoj humanoj prospektivnoj studiji, koja korelira s rezultatima drugih znanstvenika na
Zivotinjskim uzorcima, primijec¢ena je povezanost izmedu VEGF-Ai C citokina i njegovih
topivih receptora SVEGFR-1, R2 i R3, kao i njihov utjecaj na stvaranje/suzbijanje
postoperativnih krvnih Zila i uCestalost reakcije odbacivanja. Mehanizam kojim solubilni
receptori zasnivaju svoje djelovanje, a to je da sluze kao mamac za VEGF citokine i
inaktiviraju njihove receptore, smanjuju limfangiogenezu i angiogenezu, mogao bi biti i
mehanizam za neki novi lijek u buduénosti protiv NV-a i odbacivanja transplantata Sto bi
pridonijelo vecoj uspjesnosti lijeCenja transplantiranih pacijenata, posebno visokorizi¢nih
slucajeva.
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9. SUMMARY

Title: The role of pro-angiogenic cytokines and its receptors in development of
corneal neovascularization after penetrating keratoplasty

Author: Maja Pauk Guli¢

Zagreb, 2018

PURPOSE: To evaluate correlation of vascular endothelial growth factor (VEGF)
and its soluble receptors quantity in the recipient cornea at the time of penetrating
keratoplasty (PK) and its potential influence on graft rejection.

METHODS: Study included 60 eyes scheduled for PK, equally distributed (n=20)

by corneal pathology into 3 risks groups: low, medium, high and controls. Quantity
of VEGF-A and C, sVEGFR-1, R2 and R3 was analysed in total cornea and its
layers using an enzyme-linked immunosorbent assay; correlated and compared with
neovascularization rate and frequency of graft reaction/rejection in 2 postoperative
years.

RESULTS: Highest concentrations of VEGF-A and C in total cornea were in high

risk cases (599 pg/ml; 8.49 ng/ml) and the lowest in controls (102 pg/ml; 5.23ng/ml).
Soluble VEGFR-1 and sVEGFR-3 were significantly higher in low risk patients (2.11
ng/ml; 1.62 ng/ml) as compared to high risk group in total cornea (1.8 ng/ml; 0.63 ng/
ml). There were 2 graft rejections, both in high risk group. Eyes with graft reaction
had significantly higher VEGF-A (477 pg/ml) and VEGF-C (6.06 ng/ml) and lower
SVEGFR-1 (2.23 ng/ml) and R3 (0.49 ng/ml) as compared to clear grafts. Statistical
analysis was done by Kruskal-Wallis ANOVA non-parametric test and difference
between groups was analysed by Mann-Whitney U-test.

CONCLUSION: Our data implicate that graft reaction occurs more often in corneas
with increased VEGF-A and C and decreased soluble forms of their receptors.
Novelty is that soluble VEGF receptors in human corneas may suppress rejection
acting as a VEGF sink; thus potentially also serve as anti-rejection therapy.
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11. ZIVOTOPIS

Maja Pauk Guli¢, dr. med; specijalist oftalmolog

Rodena sam 06. 06.1982 godine u Puli. Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu za-
vrSila sam 2007. godine. Godine 2012. upisala sam Znanstveni poslijediplomski studij
,Biomedicina i zdravstvo“ Medicinskog fakulteta u Zagrebu, a 2014. Obranila

sam temu doktorske disertacije pod nazivom ,Uloga pro-angiogenih citokina i njihovih
receptora u nastanku neovaskularizacije kod presadene roznice“ pod mentorstvom
prof. dr. sc lve Dekaris. SpecijalistiCki poslijediplomski studij iz oftalmologije pohada-
la sam 2011/2012 godine. Od 2009. godine zaposlena sam u Specijalnoj bolnici za
oftalmologiju ,Svjetlost” u Zagrebu kao specijalizant oftalmologije, a od 2013. godine
kao specijalist oftalmolog. Pohadala sam nekoliko edukacija u inozemstvu iz podru-
¢ja prednjeg segmenta oka, refrakcijske kirurgije i transplantacija roznice te redovno
sudjelujem na medunarodnim i domacim oftalmoloskim skupovima kao predavac. Do
sada sam objavila 6 znanstvenih radova u ¢asopisima indeksiranim u Current Con-
tentsu, te preko 30 kongresnih saZetaka. Clan sam Europskog udruZenja za katarak-
tu i refrakcijsku kirurgiju (ESCRS), Europskog udruZenja za o€no bankarstvo (EEBA)
te Hrvatskog drustva za kirurgiju katarakte i refraktivnu kirurgiju (CSCRS).
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12. PRILOZI

12.1. Informirajuéi obrazac pristanka

OBAVIJEST ZA ISPITANIKA

1. NAZIV ZNANSTVENOG ISTRAZIVANJA:

Uloga pro-angiogenih citokina i njihovih receptora u nastanku neovaskularizacije
kod presadene roznice

2. POZIV

Postovana/postovani  ------------mmmmmm e pozivamo Vas da sudjelujete u
znanstvenom istrazivanju, u kojem ¢&e se istrazivati uloga pro-angiogenih citokina i
njihovih receptora u neovaskularizaciji presadene roznice. Cilj ove obavijesti je
pruziti Vam podatke o istraZivanju, ciljevima i mogu¢em doprinosu. Molimo da
pazljivo procCitate ovu obavijest. Ukoliko u ovoj obavijesti ne razumijete neke
rijeci, pitajte lijeCnike koji sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju.

3. CILJ/'SVRHA ZNANSTVENOG ISTRAZIVANJA

PokusSati bolje shvatiti mehanizme reakcije odbacivanja | patoloske
neovaskularizacije roznice u pacijenata nakon transplantacije roznice u svrhu
pronalaska specifi€nih antiangiogenih faktora ili pak lijeka pomoc¢u kojeg bi se
povecala stopa prezivljenja transplantata.

4. VASA ULOGA ISPITANIKA U OVOM ZNANSTVENOM ISTRAZIVANJU

Istrazivanje Ce se provesti na uzorcima bolesnickih roznica koje su prikupljene za
vrijeme operativnog zahvata transplantacije roznice, gdje oni predstavljaju bioloSki
otpad. Njihovo odstranjenje je dio procedure kirurS§kog zahvata u kojem se bolesni
dio roznice zamijeni sa zdravim donorskim tkivom. Ovo istrazivanje ne ukljuCuje
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nikakve druge invazivne pretrage.

. KOJE SU MOGUCE PREDNOSTI SUDJELOVANJA ZA ISPITANIKA

U ovom istraZivanju mozda necete imati osobne koristi, ali spoznaje do kojih ¢e
se do¢i mogu pomoci u u otkrivanju potencijalnog topi¢kog lijeka za prevenciju
neovaskularizacije a time i lijeka za supresiju reakcije odbacivanja transplantata.

. KOJI SU MOGUCI RIZICI SUDJELOVANJA U OVOM ISTRAZIVANJU

Nema rizika sudjelovanja. Uzorci bolesni¢kih roZnica koje su prikupljene za vrijeme
operativnog zahvata transplantacije rozZnice i koje predstavljaju bioloski otpad bi se
iskoristile u znanstveno istrazivanje.

. MORA LI SE SUDJELOVATI?

Na Vama je da odlugite zeli sudjelovati ili ne. Ako se odlucite sudjelovati dobiti cete
na potpis ovu obavijest (jedan primjerak zadrzite). Vase sudjelovanje je dobrovoljno
i mozete se slobodno i bez ikakvih posljedica povuci u bilo koje vrijeme, bez
navodanja razloga. Ako odlucite prekinuti sudjelovanje, molim da o tome na vrijeme
obavijestite glavnog istrazivaCa i njegove suradnike.

. POVJIERLJIVOST | UVID U DOKUMENTACIJU

Vasi ¢e se osobni podatci obradivati elektronicki, a glavni istrazivaC i njegovi
suradnici pridrzavati ¢e se postupaka kojim ¢e se zastiti VaSa privatnost. U bazu
podataka bit ¢ete uneseni pomoc¢u koda i prema inicijalima. Vasu medicinsku
dokumentaciju ¢e pregledavati glavni istrazivaC i njegovi suradnici. Vase ime
nikada nece biti otkriveno. Pristup dokumentaciji mogu imati predstavnici
EtiCkog povjerenstva u Ustanovi u kojoj se lijeCite (lokalno etiCko povjerenstvo)
i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta.

. ZA STO CE SE KORISTITI PODACI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Podaci iz ovog istraZivanja mogu biti od prakti¢ne koristi, ali i znanstvene. Stoga ¢e
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se objavljivati u znanstvenim publikacijama. Vas identitet Ce ostati anoniman.

10. TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA ISPITIVANJE

Ministarstvo znanosti, obrazovanja i Sporta.

11. TKO JE PREGLEDAO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje je pregledalo Eti¢ko povjerenstvo medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, koje je nakon uvida u odredenu dokumentaciju odobrilo istraZivanje.

Ispitivanje se provodi u sladu sa svim primjenljivim smjernicama, Ciji je cilj osigurati
pravilno provodenje i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom
istrazivanju, uklju€ujuci Osnove dobre klinicke prakse i HelsinSku deklaraciju.

12. KOGA KONTAKTIRATI ZA DALINJE OBAVIJESTI?

Ako trebate dodatne podatke, slobodno se obratite glavnom istrazivacu ili njegovim
suradnicima:

Ime i prezime glavnog istrazivaCa: Maja Pauk Guli¢, dr. med, specijalist oftalmolog
Specijalna bolnica za oftalmologiju ,Svjetlost®

Heinzelova 39, Zagreb

Ime i1 prezime mentora glavog istrazivaCa: prof.dr.sc.lva Dekaris, specijalist
oftalmolog

Specijalna bolnica za oftalmologiju ,Svjetlost®

Heinzelova 39, Zagreb

13. KOGA JOS OBAVIJESTITI O ISTRAZIVANJU?

Vas$ obiteljski lije¢nik bit e obavijeSten o Vasem sudjelovanju u ovom znanstvenom
istrazivanju. (Ako u istrazivanju sudjeluje psihijatrijski bolesnik kao ispitanik,
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obavijest o sudjelovanju treba dobiti i odrasli ¢lan obitelji).
14. O PISANOJ SUGLASNOSTI ZA SUDJELOVANJE U ISPITIVANJU

Presliku dokumenta (potpisne stranice) koji ¢ete potpisati ako zelite sudjelovati
u istrazivanju, dobit cete Vi i glavni istrazivac. Originalni primjerak dokumenta ¢e
zadrzati i Cuvati glavni istrazivac.

Hvala $to ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom
istrazivanju.

Ova obavijest je sastavljena u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN 121/03) i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04).
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12.2. Obavijest za ispitanika

SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE

1. Potvrdujem da sam dana _ , U Zagrebu procitao/procitala obavijest o
znanstvenom istrazivanju vezano uz transplantaciju roznice i uzimanje uzorka tijekom

operacije te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

2. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez

navodenja razloga i bez ikakvih posljedica po zdravstvenom ili pravnom pitanju.

3. Razumijem damojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci (istrazivac,
mentor i suradnici), ¢lanovi EtiCkog povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja te
Clanovi EtiCkog povjerenstva koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Dajem dozvolu

tim pojedincima za pristup mojoj medicinskoj dokumentaciji.

4. Pristajemdamojobiteljskilijecnik (odnosno ¢lan obitelji) bude upoznat s mojim sudjelovanjem

u navedenom znanstvenom istrazivanju.

5. Zelim sudjelovati u navedenom znanstvenom istraZivanju.

Ime i prezime ispitanika/ staratelja:

Potpis:_

Ime i prezime (Stampano)_

Datum:_

Osoba koja je vodila postupak obavijesti za ispitanika i suglasnost za sudjelovanje:
Potpis:_

Ime i prezime (Stampano)_

Datum:_
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