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POPIS OZNAKA | KRATICA

WSD Svjetski dan vida (World Sight Day)

WHO Svjetska  zdravstvena  organizacija  (World  Health
Organisation)

SAD Sjedinjene Americke Drzave

VEGF Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (Vascular Endothelial
Growth Factor)

mm milimetar

um mikrometar

SALK PovrSna anteriorna lamelarna keratoplastika (Superficial
anterior lamellar keratoplasty)

DALK Duboka anteriorna lamelarna keratoplastika (Deep anterior
lamellar keratoplasty)
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DS(A)EK Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty

DMA(A)EK Descemet’'s membrane automated endothelial keratoplasty
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CcDh Cluster of differentiation
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MHC Molekule tkivne podudranosti (Major Histocompatibility
complex)

HLA Humani leukocitni antigeni
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TNF Cimbenik tumorske nekroze (Tumor necrosis factor)

LS Langerhansove stanice

ACAID ImunoloSka devijacija vezana uz prednju sobicu (Anterior
Chamber Associated Immune Deviation)

NPR Neuropilini




CTGF Fakor rasta vezivhog tkiva (Connective Tissue Growth
Factor)

TGF Transforimiraju¢i Cimbenik rasta (Transforming Growth
Factor)
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b.i.d. Dva puta dnevno (Bis In Die)
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1. UVOD | SVRHA RADA

.,Mozda samo u svijetu slijepih bit ¢e stvari ono Sto uistinu jesu."

José Saramago, Sljepoca

Svjetski dan vida (WSD) obiljezava se svake godine drugi Cetvrtak u
mjesecu listopadu kako bi se usmjerila pozornost na globalno pitanje
izbjegavanja sljepoce i slabovidnosti te rehabilitacije slijepih osoba.

Sljepoc¢a je uvijek bila i bit e teSka invalidnost, a u Hrvatskoj je tim
invaliditetom pogodeno oko 5 800 osoba, a koje su registrirane pri Hrvatskom
savezu slijepih. Pravom sljepoc¢om se smatra oStecenje vida koje je dovelo do
totalnog gubitka vida, kada nema nikakvih vizualnih podrazaja, ostec¢enje vida s
kojim osoba ima osjet svjetla ili ostatak vida do 2% na boljem oku s korekcijom
ili bez nje.

Osim gore navedenog u kategoriju sljepoce spada i tzv. prakticna
sljepoca koja ukljuCuje ostatak vida od 2 do 5%, na boljem oku s korekcijom ili
bez korekcije. Takoder se slijepom osobom smatra i svaka ona osoba koja na
boljem oku ima suzenje vidnog polja na 5° i manje oko fiksacijske toCke, bez
obzira na ostatak ostrine vida.

Oko 285 milijuna ljudi ima vidne smetnje od toga je 3 9000 000 slijepih, a
246 milijuna slabovidnih. Oko 90% slabovidnih osoba Zivi u zemljama u
razvoju. Globalno, refrakcijske pogreSke su glavni uzrok smetnji vida, a
katarakta je vodeci uzrok slijepoce (47,9%). 65% slabovidnih, a 82% slijepih
osoba su starije od 50 godina.

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) broj ljudi s oste¢enjem
vida od zaraznih bolesti znatno je smanjen u posljednjih 20 godina i uglavhom
je jos prisutan u zemljama u razvoju. U razvijenim zemljama gdje su parazitske
bolesti manje ucestale i operacija katarakte dostupnija, vodeci uzroCnici
sliepo¢e su glaukom (12,3%), senilna makularna degeneracija (8,7%),
zamucenje roznice (5,1%) te dijabetiCka retinopatija (4,8%) (1).

Transplantacija roznice je kirurski postupak kojim se zamjenjuje segment
nezdrave ili zamuéene roznice primatelja (domacina) sa zdravom donorskom
roznicom. Samo donorsko tkivo ljudskog podrijetla se moze Koristiti u

transplantacijskoj kirurgiji roznice.



Transplantacija roznice je jedna od najizvodenijih ljudskih
transplantacijskih procedura. Od 1960. vise 800 000 transplantacija roznica (a
to su podaci samo za SAD i za perforativhu keratoplastiku) je ucinjeno u smislu
vracanja vida za muskarce, Zene i djecu u dobi od jednog dana do 103. godine
Zivota.

Poznato je da je vaskularizacija jedan od kljuénih ¢imbenika odbacivanja
transplantata roznice. IstraZivanja ukazuju da je vaskularni endotelni Cimbenik
rasta (VEGF) jedan od glavnih induktora angiogeneze i vaskulogeneze, u
normalnim i u patoloSkim stanjima (2).

Svrha ovog rada je praéenje kliniCkog tijeka transplantata roznice u

odnosu na analizu tog vaznog citokina u roznici primatelja.
1.1. Transplantacija roznice
1.1.1. Anatomija i morfologija roZnice
RozZnica je kompleksna struktura koja uz svoju protektivnhu ulogu Cini i %
refrakcijske moci oka. Ta vrijednost kod Covjeka iznosi priblizno 43 dioptrije.

Normalna roznica je prozirna, nema krvnih Zzila, a nutritijentima se

opskrbljuje difuzijom iz suza s vanjske strane i iz o€ne vodice s unutarnje strane

(Slika 1.).
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Slika 1. OptiCke i protektivnhe osobine roznice. Zasti¢ena je vjedama i suznim
filmom. Prozirnost joj osigurava nedostatak krvnih Zila i pravilna morfologija.

Najgusce je inervirano tkivo u tijelu sa subepitelnim i dubokim stromalnim
pleksusom koji dolazi od prve, oftalmiCke grane trigeminalnog Zivca.

ProsjeCni rozni¢ni promjer je 11.5 milimetara (mm) vertikalno i 12
milimetara (mm) horizontalno. Centralna debljina roznice je 540 mikrometara
(Mm), a postaje deblja prema periferiji.

Predniji radijus zakrivljenosti iznosi 7.8 mm, a straznji 6.6 mm.

RoZnica se sastoji od pet slojeva (Slika 2.) :
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Slika 2. Anatomija roznice: pet slojeva roznice.

1) _epitela koji je viSeslojan i nekeratinizirajuci. Prosje¢na debljina mu je 50
Mm. Sastoji se od tri razliCite vrste epitelnih stanica rasporedenih u pet

do Sest slojeva. Samo bazalne epitelne stanice roZnice mogu proliferirati



i diferencirati se u druge vrste epitelnih stanica. Procesom diferencijacije,
koji traje od 7 do 14 dana, stanice od bazalnih slojeva dolaze do povrsnih
slojeva odakle se odstranjuju putem suznog filma. Glavna funkcija epitela
roZznice je da Cvrstim vezama izmedu stanica ne dopusta prolaz stranih
tvari u samu roznicu.

Bowmanova membrana je acelularni sloj koji se sastoji od kolagena tipa

IV. i laminina. Debljine je 40 do 60 nanometara (nm).

Stroma c¢ini 90% roznicne debljine. Nema sposobnost regeneracije.
Sastoji se od keratocita koji odumiru i mijenjaju se svake dvije do tri
godine. Keratociti su sli¢ni fibroblastima, i u normalnoj roznici su mirni, ali
prema potrebi mogu se lako aktivirati u miofibroblaste pod utjecajem
razli€itih citokina da bi pospjesili cijeljenje rane. Keratociti zauzimaju 2 do
3% rozni¢ne strome, a ostalo Cine kolagen i proteoglikani. Kolagen je
prije svega zastupljen u tipu |, iako u manjim koliCinama ima i kolagena
tipa Ill, V, i VI. Promjer kolagenih vlakana i srednja udaljenost izmedu tih
vlakana u stromi roZnice je relativno homogen i manji od polovine valne
duljine vidljive svjetlosti (400 - 700 nm). Taj anatomski aranzman je
odgovoran za Cinjenicu da je rasipanje ulazne zrake svjetlosti na svako
kolagena vlakno pravilno, dopustajuci svjetlu da prode kroz roznicu. Ako
promjer ili udaljenost izmedu kolagenskih vlakana postaje heterogen
(kao Sto se dogada u fibrozi ili edemu), ulazne zrake se rasprsuju
nasumce i roZnica gubi transparentnost. Proteoglikan, glavna je matrica
koja se nalazi u prostoru izmedu kolagenskih vlakana u stromi roznice, a
sastoji se od jezgre proteina i lanaca glikozaminoglikana (3). S izuzetkom
hijaluronske kiseline, glikozaminoglikani roZnice su prisutni u obliku
proteoglikana. Najobilniji glikozaminoglikan u roznici je keratan sulfat
(65%). Preostali glikozaminoglikani su hondroitin sulfat i dermatan sulfat.
Glikozaminoglikani imati sposobnost apsorpcije i zadrzavanja velike
koli¢ine vode. lako hidratacija roznice je uglavhom regulirana od strane
endotelne crpke, ona je takoder pod utjecajem epitela roznice, povrsine
isparavanja, ocnog tlaka i tlaka edematozne strome.

Descemetova membrana je bazalna membrana endotelnog sloja

roznice. Za razliku od strome, Descementova membrana nacinjena je od

kolagena tipa IV, VIII i laminina. Kolagena vlakana u stromi su
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kontinuirana s onima u Bowmanovom sloju, ali ne i s onima u
Descemetovoj membrani. Descemetova membrana se Cvrsto pridrzava
na straznju povrSinu strome roznice i odrazava promjene u stromi.
Descemetova membrana se ne obnavlja nakon $to endotelne stanicama
prekriju podrucje rupture.

5) _Endotelni sloj lociran je posteriorno na roznici. Radi se o jednom sloju

poligonalnih stanica. Radi se o aktivnom sloju stanica koji sluzi da
izbacuje viSak tekucine iz strome. ProsjeCna gusto¢a stanica u odraslih
iznosi 2 500 stanica po kvadratnom milimetru (stanice/mm?). Broj stanica
opada za 0,6% godidnje, a susjedne stanice se povecavaju i mijenjaju
oblik kako bi popunile praznine jer se te stanice ne mogu regenerirati.
Kada broj stanica padne na otprilike 500 stanica/mm? razvija se roznicni

edem i smanjuje se prozirnost roznice (4).

1.1.2. Indikacije za transplantaciju roznice

Transplantacija rozZnice je prvi put predlozena kao oblik lije¢enja unutar
sustavnog udzbenika medicine u Egiptu, 1797.

Povijesno gledano, pojam keratoplastike je prvi put sluzbeno opisao
Franz Reisinger u publikaciji 1824. godine. Prvi pokusaji radeni su na zeCevima,
kokoSkama, golubovima te gazelama. Sve u svemu, ti  prvi pokusaju
transplantacije roznice bili su uglavnom neuspjesni.

Prvu lamelarnu keratoplastiku ucinio je 1888. von Hippel .

Eduard Zirm izveo je prvi dokumentirani, uspjesni, presadak ljudske
roznice 1906. (5,6). Ironi¢no, on je ucinkovito transplantirao roznicu u jednoj
od najtezih indikacija za transplantaciju, a radilo se o poljoprivredniku s
obostranim alkalijskim opeklinama (Zivim vapnom) roznice. Kao donora tkiva
koristio je enukleirane o€i 11-godiSnjaka za obje transplantacije. Donorsko tkivo
roznice ostalo je prozirno Sest mjeseci. Zirm je razradio nekoliko osnovnih
nacCela transplantacijske kirurgije roznice, ukljuCujuc¢i isklju€ivo koriStenje
zdravog, ljudskog donorskog tvoriva, postavljanje visoke razine sterilnosti,
zastite donorskog tkiva od bilo kakvih toksi¢nih kemikalija, postavljanje Savova i

pozornih odabira slu€ajeva (6).



Keratoplastika je operativni postupak u kojem se abnormalna rozZnica
domacina zamjenjuje zdravom donorskom roznicom.
Osnovne indikacije za transplantaciju roznice su:

1) _opticke: sluze za poboljSanje vida. Najvaznije indikacije su
pseudofaki¢na/afakicha bulozna keratopatija, keratokonus,
distrofije i degeneracije roznice i oZiljci roznice nakon traume ili
upale.

2) _tektoniCke: sluze da se odrZi integritet oka kod teskih strukturalnih
ostecenja (npr. descemetokela).

3) terapeutske: kod uklanjanja infektivhe roznice koja ne reagira na
antimikrobnu terapiju.

4) kozmetske: za popraviljanje ,izgleda“ oka, iako je to vrlo rijetka

indikacija (prije svega zbog nedostatka donorskog tkiva).

1.1.3. Tehnike transplantacije roznice

Transplantacija roznice je glavna metoda vidne rehabilitacije kada bolest
zahvati prozirnost roznice. Sredinom 50-ih godina 20. stoljeéa moderna era
keratoplastike bila je definirana perforativnom keratoplastikom uz postoperativni
tretman kortikosteroidima. Ta kombinacija predstavljala je standard lije¢enja
bolesti roZnice koje zahtijevaju operativni tretman transplantacije roznice (7).

Perforativha keratoplastika je tradicionalna metoda keratoplastike u kojoj

se presaduju svi slojevi roZznice. Puna debljina roznice domacina se ukloni te se
transplantira donorska roznica. Transplantat se ucvrSéuje Savovima koji se
skidaju nakon otprilike godinu dana. U novije vrijeme prakticira se uporaba
Jfemtosecond” lasera koji se pokazao kao siguran, precizan i efektan pri
izvodenju reza tijekom perforativne keratoplastike. Laser se koristi raCunalom
kako bi se omogucila vrhunska preciznost za podudarnost oblika uklonjenog i
donorskog tkiva. Prema novim studijama, uporaba istoga takoder rezultira
boljom vidnom os$trinom i brzim oporavkom bolesnika. Laser predstavlja veliki
izazov za nova tehnologijska dostignuca i ve¢ se radi na ostalim detaljima u
proSirenju njegove primjene. Naime, planira se uporaba novih oblika i vrsta

incizije pomocu lasera (8,9).



Poznato je da uspjeh perforativne keratoplastike ovisi o indikaciji za
transplantaciju i da je najbolji za keratokonus. 10-godiSnje prezivljenje
transplantata kod keratokonusa je 89%, Fuchsove rozni¢ne distrofije 73%,
neherpetitne roznicne ozilke 70%, herptiCne rozni¢ne ozilike 60%,
pseudofaki¢nih i afaki¢nih rozni¢nih edema 40%, a 37% kod retransplantacije
roznice (10).

Zadnjih nekoliko godina iz klinicke perspektive, napredovanje razlicitih
tehnika transplantacije i promjena indikacija za transplantaciju je poboljSala
operativni uspjeh. Tu se prije svega misli na lamelarnu keratoplastiku te danas
izrazito popularnu endotelijalnu keratoplastiku.

Lamelarna keratoplastika je presadivanje razliCite debljine strome

roznice, ostavljajuci Descemetovu membarnu i endotel. Jos se uvijek smatra da
je broj lamelarnih keratoplastika manji od ukupnog broja perforativnih
keratoplastika (7). Postoji povrSna anteriorna lamelarna keratoplastika
(Superficial anterior lamellar keratoplasty - SALK), te duboka anteriorna
lamelarna keratoplastika (Deep anterior lamellar keratoplasty - DALK). SALK
metoda je indicirana u sasvim povrsnim opacitetima roznice nakon refraktivne
kirurgije, infekcijama, degeneracijama, distrofiama. Standardni pojedinacni ili
kontinuirani Savovi se ne stavljaju u toj metodi transplantacije ve¢ samo
prekrivajuci Savovi koje se mogu skinuti nakon sedam dana. Oporavak kod
takve vrste operacije je brz i ve¢ nakon mjesec dana bolesnicima se mogu
ordinirati naocCale ili pak meke kontaktne leCe. Postoperativni astigmatizam je
nizak, maniji od Cetiri dioptrije (D) cilindra. DALK metoda je indicirana kod dubljih
postherpeti¢nih oziljaka, postinfektivnih opaciteta u roznici ili pak lezija nakon
ozljeda kiselinom ili luzinom. Uklanjanje bolesnog dijela roZnice se moze uciniti
koristeci razliCite veli€ine glave mikrokeratoma (200, 250 ili 300 um). Na kraju
takve operacije je potrebno staviti standardne Savove (pojedinacne ili
kontinuirane) $to u postoperativniom razdoblju stvara astigmatizam, a moguce
komplikacije tijekom operacije mogu dovesti do konverzije te metode u
perforativhu keratoplastiku. Postoperativni oporavak kod takve vrste operacije je
brzi u odnosu na perforativhu keratoplastiku, a nesto sporiji u odnosu na SALK
(11).

Postupak endotelijalne keratoplastike je u eksponencijalnom porastu,

posebno u zemljama izvan Europe pa podaci iz SAD-a kazu da su 2010. 44.9%
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roznicnih transplantacija bile endotelijalne za razliku od 2005. kad ih je bilo
samo 4-5% (12). Postupak se sastoji od transplantacije Descemetaove
membrane i endotela, s time da imamo dva glavna postupka a to su DS(A)EK
(Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty) i DMA(A)EK
(Descemet’'s membrane automated endothelial keratoplasty). U postupku
DMAEK-a transplantiraju se samo Descemetova membrana i endotel, za razliku
od DSAEK-a gdje se transplantira i dodatni tanki dio strome iznad Descemetove
mebrane (Slika 3).



Bowman's membrane

Epithelium

55" Endothelium

Descemet’s membrane 0

Slika. 3. Tehnike keratoplastike. (A) Normalna anatomija roznice. (B)

Penetrantna keratoplastika. (C) Prednja lamelarna keratoplastika. (D) DALK. (E)
DSAEK. (F) DMAEK.

Prednosti

DSAEK tehnike su znatno smanjenje

induciranog
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postoperativhog astigmatizma te svih drugih postoperativnih komplikacija koje
se javljaju postupkom perforativne keratoplastike (ili ¢ak lamelarne) (13).
Gubitak endotelnih stanica je poslije tog postupka Cak i veéi od perforativhe
keratoplastike, ali kao $to je u vecini studija, gubitak nakon 12 mjeseci je gotovo
jednak gubitku endotelnih stanica nakon perforativne keratoplastike (14).
Reakcija odbacivanja trasnplantata odgovara reakciji nakon perforativne

keratoplastike po sadasnjim podacima (15).

1.2. Imunologija oka

1.2.1. Opca imunologija

Uloga imunoloSkog sustav Covjeka je sprijeciti infekcije, prepoznati i
odgovarati na presadena tkiva i nove proteine te kao odbrana od tumora.
Mehanizmi obrane domacina sastoje se od urodene imunosti, koja posreduje u
ranoj zastiti od infekcija, i steCene imunosti, koja se razvija sporije, a odreduje
kasniju, ali joS efikasniju obranu. Prvu crtu obrane u urodenoj imunosti €ine
epitelne barijere te stanice poput fagocita, komplement, NK (natural Killer)
stanice koje blokiraju ulazak mikrorganizama. Mnogi mikroorganizmi koji su
patogeni za ljude su evaluirali da se odupru urodenoj imunosti. Obrana protiv
takvih mikororganizama je zadatak steCene imunosti. Postoje dva tipa steCene
imunosti, humoralna i stani¢na, i sastoji se od limfocita i njihovih produkata.
Humoralna imunost je imunost posredovana protutijelima. Protutijela se stvaraju
nakon ulaska nekog antigena u organizam, bilo slobodnog topljivog ili vezanog
uz povrsinu neke Cestice. Zavrsni oblici diferencijacije limfocita B, tj. kratkovjeke
plazma-stanice, sintetiziraju te glikoproteine i izluCuju ih u izvanstaniénu
tekucinu, u plazmu i u sekrete. One su izrazito bifunkcionalne molekule, koje
djeluju samostalno. Jedan dio molekule obavlja funkciju prepoznavanja, tj. veze
se nekovalentno reverzibilno sa svojim antigenom, a drugi dio ukljuCuje
nespecificne mehanizme za razaranje i odstranjenje antigena. Humoralna
imunost se moze prenijeti u neimunu jedinku prijenosom specifi€nog
antiseruma. StaniCna imunost je imunost posredovana stanicama, pretezno

limfocitima T i makrofagima. Ona se obi¢no javlja pri ulasku nekih
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unutarstani¢nih bakterija, virusa, stanica transplantata ili tumora. Osnovni
izvrSni mehanizam sastoji se u izravnhom citotoksicnom ekstracelularnom
djelovanju limfocita T ili djelovanju njihovih humoralnih produkata (limfokina) koji
na najrazlicitije naCine pridonose unistenju ciljnih stanica. Pored limfocita T, koji
su nositelji stani¢ne imunosti, u reakciji se ukljuCuju i makrofagi, pa i ostale
stanice koje zadobiju sposobnost lize, fagocitoze i/ili obuzdavanja rasta ciljnih
stanica. Prepoznavanje cilja ne ukljuCuje samo tude antigenske determinante
vec i istodobno prepoznavanje vlastitih antigena tkivne podudarnosti. Stani¢na
se imunost moze prenijeti iz imune u neimunu jedinku samo limfocitima T, a ne
serumom.

Dok mehanizmi urodene aktivnosti prepoznaju neke zajednicke strukture
odredenih klasa mikroorganizama, stanice stani¢ne imunosti, limfociti (B i T
limofciti), eksprimiraju receptore Kkoji specificno prepoznaju produkte
mikroorganizama, ali i neinfektivne molekule, takozvane antigene. lako su
limfociti medusobno morfolo$ki sli¢ni, oni su vrlo heterogeni po porijeklu, funkciji
i fenotipu i sposobni su za kompleksne aktivnosti i bioloSke odgovore. Osim
limfocita neophodno je spomenuti i druge bitne stanice imunoloskog sustava, a
to su antigen prezentirajuce stanice i efektorne stanice (neutrofili i eozinofili, te
efektorski limfociti). Limfociti sluze za prepoznavanje specificnog antigena,
antigen prezentiraju¢e stanice sluze radi hvatanja antigena i prikazivanja
antigena limfocitu, a efektorne stanice za eliminiranje antigena (16).

Znaci, limfociti su jedine stanice sa specificnim receptorom za antigene.
Razlikuju se po povrsinskim proteinima koji se mogu identificirati monoklonskim
antitijelima. Standardna nomenklatura za te proteine je CD (eng. cluster of
differentiation) i broj¢ana vrijednost koja opisuje tip stanice. Medu T limfocitima,
CD 4+ T stanice se zovu pomocnicke stanice jer pomazu B limfocitima u
produkciji antitijela i fagoctima unistiti ingestirane mikroorganizme. Neke CD 4+
pripadaju posebnoj populaciji koja spre€ava ili ograniCava imunoloski odgovor
pa se nazivaju regulatorni T limfociti. CD 8+ T limfociti nazivaju se citotoksi¢ni
limfociti jer unidtavaju stanice sa stranim antigenom u sebi.

Razli¢ite vrste limfocita prepoznaju razli€ite tipove antigena i diferenciraju
se u efektorske stanice Cija je funkcija eliminiranje antigena. Efektorske T
stanice nastaju aktivacijom naivnih T limfocita (oni koji do sada nikad nisu bili u
kontaktu s tim antigenom) u perifernim limfnim organima, i to uglavhom u
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limfnim C¢vorovima koji skupljaju limfu s mjesta ulaska stranog antigena.
Efektorske stanice su sposobne migrirati na mjesto ulaska stranog antigena.
Migraciju efektornih stanica kontroliraju razne adhezivne molekule i citokini.

Unutar populacije CD 4+ T limfocita postoji populacija pomoc¢nickih (CD
Tu1) koje prepoznaju antigene koje su fagocitirali makrofagi, Sto predstavlja
kljuénu komponentu stani¢ne imunosti. Te stanice otpustaju interferon y (IFN y)
koji stimulira daljnju pojacanu ekspresiju MHC |l molekula na antigen
predstavljaju¢im stanicama zbog Cega se pojaCava T stani¢ni odgovor. Ta
reakcija, u kojoj dolazi do aktivacije makrofaga koji su fagocitirali strane
antigene, se javlja u tzv. kasnoj reakciji preosjetljivosti, gdje se imunoloSka
reakcija moze dogoditi nakon ubrizgavanja stranog antigena u kozu osobe koja
je imunizirana tim antigenom prijasnjim kontaktom. Ta reakcija se koristi da bi
se utvrdilo je li osoba bila prije toga izloZena nekom antigenu, i bi li na njega
odgovorila. Ty2 stanice stimuliraju imunoloski odgovor posredovan eozinofilima,
a Ty17 stanice seceniraju IL-17 i IL-22, citokine koji su medijatori raznih
imunolo$kih reakcija, posebno autoimunih. CD 8+ T limfociti se diferenciraju u
citotoksi¢ne limfocte koji ubijaju stanice sa stranim antigenom, uglavhom
indukcijom apoptoze.

Na antigen predstavljajucoj stanici se nalaze membranski proteini Cija je
uloga prezentacija peptidnih antigena T limfocitima, a nativaju se MHC
(kompleks tkivne podudarnosti) molekulama. MHC proteini Covjeka nazivaju se
jo$ i humani leukocitni antigeni (HLA), posto su specificnim antitijelima otkriveni
kao antigeni na leukocitima. MHC lokus sadrzi dvije skupine polimorfnih gena,
skupina gena klase | MHC i skupina gena klase Il MHC. Svaki Covjek
eksprimira Sest alela MHC molekule klase I, a to su HLA-A, HLA-B, HLA-C, a
MHC molekule klase Il su HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR. To da su polimorfni
znaci da razliCite jedinke u populaciji imaju mnogo razli€itih alela. Polimorfizam
je toliko izraZen da obicno u populaciji ne postoje dvije osobe s potpuno istim
MHC genima i alelima.

MHC molekule klase | nalaze se na svim stanicama s jezgrom, dok su
molekule klase |l eksprimirane uglavhom na dendritiCckim stanicama,
makrofagima i B limfocitima (17).

Od pocetka transplantacije tkiva bilo je jasno da se u normalnim

populacijama jedinki, koje nisu visoko srodne, dogada odbacivanje
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transplantata druge jedinke. Odbacivanje je posljedica upalne reakcije koja
izaziva oStecenje presadenih tkiva. Istrazivanja provedena tijekom Cetrdesetih i
pedesetih godina 20. stoljeCa pokazala su da je odbacivanje transplantata
posredovano steCenim imunoloskim odgovorom, i posredovano je limfocitima.
Uskoro je ustanovljeno da je odbacivanje transplantata odredeno naslijedenim
genima (18). Jezik transplantacijske imunologije je evaluirao od tih istrazivanja
pa osoba koja daje transplantat naziva se davatelj (donor), a osoba u koju se
presaduje transplantat se zove primatelj (recipijent) ili domacin.

Antigeni transplantata koji predstavljaju glavne mete odbacivanja su
proteini kodirani MHC genima i to je jedan od najjaCih poznatih imunoloskih
odgovora.

Odbacivanje transplantata klasificira se kao:

1) hiperakutno: javlja se u minutama nakon presadivanja i
karakterizira ga tromboza krvnih ZzZila transplantata i ishemijska
nekroza transplantata. Posredovano je optoCnim protutijelima
specificnim za antigene na endotelnim stanicama transplantata
koja su prisutna i prije presadivanja. Ova antitijela su prisutna
zbog prijadnjeg izlaganja tim antigenima uslijed transfuzije krvi,
trudnoce ili prijasnjeg transplantacijskog postupka. Hiperakutno
presadivanje nije uobiCajen problem u transplantacijskoj kirurgiji
zato Sto se svaki primatelj testira na postojanje antitijela
specifiCnih za stanice potencijalnog davatelja.

2) Akutno odbacivanje: javlja se nekoliko dana ili tiedana nakon
transplantacije. Posredovano je T stanicama, koje mogu direktno
uniStavati stanice transplantata ili T stanice koje reagiraju protiv
endotelnih stanica krvnih Zila transplantata.

3) Kroniéno odbacivanje: javlja se mjesecima ili godinama nakon
transplantacije i dovodi do progresivhog gubitka funkcije
transplantata. Smatra se da su krivci T stanice koje luCe citokine
koje stimuliraju proliferaciju i aktivnost fibroblasta i endotelnih
stanica i stanica glatkih miSi¢a krvnih zila transplantata.

Sparivanje HLA alela davatelja i primatelja pomocu tipizacije tkiva imalo
je znatnu ulogu u smanjivanju odbacivanja transplantata prije nego Sto je

danasnja moderna imunosupresija (npr. ciklosporin) postala dostupna za
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klinicku primjenu. Medutim, sada je imunosupresija tako efikasna da se
podudaranje HLA ne smatra prijeko potrebnim za mnoge tipove presadivanja
organa (16).

Dugorocni cilj transplantacijskih imunologa je indukcija imunoloske

tolerancije specificne za antigene transplantata.

1.2.2. Imunobiologija roZnice

RozZnica je visokokvalitetan organ koji posjeduje izvrsnu samozastitnu i
reparativhu funkciju. Nespecificni i specificni obrambeni mehanizmi igraju
vaznu ulogu u funkciji o¢ne povrsine i €ini se da postoji regulacija odredenih,
potencijalno Stetnih imunoloSkih funkcija (19). RoZnica odrzava ravnotezu
izmedu ucinkovite obrane, ali pri tom i ograni¢ava potencijalno Stetne upalne
odgovore.

Roznica ima humoralnu i staniénu komponentu imunoloskog sustava
(20). Ljudska roznica sadrzi imunoglobuline koji su uglavnom ograni¢eni u
stromi roznice. Tu dolaze putem difuzije iz fenestriranih krvnih Zila limbusa
(21). To saznanje je potkrijeplieno €injenicom da uzroci poput molekularne
tezine reguliraju koli€inu i distribuciju imunoglobulina unutar roZznice. RoZni¢na
koncentracija imunoglobulina G (IgG (molekularne tezine 160 000 Daltona (Da),
ali ne i IgA, korelira s koncentracijama u seumu (22). IgM, visoke molekularne
tezine, (molekularna tezina 900 000 D) uglavhom je ogranicen na periferiju
roznice i vjeruje se da je prevelik da bi difuzijom doSao u srediSnju stromu.
Vazno je da se imunoglobulini u serumu stalno mijenjaju kao rezultat izlozenosti
raznim antigenima. Shodno tome, imunoglobulini u roznici su zrcalo te
promjene.

Osim toga, hidratacijsko stanje roznice moze utjecati na raspodjelu
imunoglobulina. Dekompenzirana roznica koja se prezentira edemom sadrzava
samo niske koncentracije IgG. Nasuprot tome, akutna upala uzrokuje brz priliv
serumskih proteina i povecanje koncentracije lgG-a u roznici (23). Ovi
mehanizmi su od vaznosti za manifestaciju nekoliko imunolo$ki posredovanih
bolesti roznice.

Rani imunoloski odgovor s brzom sintezom IgM-a javlja se nakon
primarnog izlaganja antigenu. IgM je najuCinkovitiji aglutinant i citolitiCki
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imunoglobulin. Visa koncentracija IgM na perifernoj roznici moze pruziti
ucinkovitu zastitu protiv napada patogena. U autoimunim bolestima, medutim,
veCa koncentracija IgM-a moze aktivirati humoralni i stani¢ni proces Kkoji
rezultira oStecenjem periferne roznice, npr. €ir roznice.

Osim toga, druge humoralne komponente imunoloskog sustava, kao Sto
je komplement je takoder prisutan u roznici. On sluzi povecéanju i pojacanju
ucinka imunoloski posredovane fagocitoze.

Citokini su daljnji vazni humoralni posrednici imunoregulacije i upalnog
odgovora. Dokazano je roznica nije samo u stanju pasivno apsorbirati te
proteine, nego ih i aktivho sintetizirati zasto su odgovorne epitelne stanice
roznice i keratociti.

Njihove funkcije su razliCite, i misli se da upravo mreza citokina odreduje
uredno funkcioniranje roznice. Proupalni citokini su u stanju pojacati upalni
odgovor (npr. interleukin (IL-1), Cimbenik nekroze tumora TNF-a, IL-6).
Odredeni citokini su u moguénosti modulirati vazna funkcije roznice, kao sto je
zacjeljivanje rana (npr. IL-1b).

Osim humoralnog odgovora u roznici postoje i staniCni elementi
imunoloSkog sustava. Langerhansove stanice (LH) su kljuéne komponente
obrambenog sustava oka. Ove dendriticke stanice igraju dominantnu uloga u
obradi i prezentaciji antigena, a nose antigene MHC klase Il koji su vazni
stimulatori T i B stanica. Najvisa gusto¢a LS-a je u spojnici i perifernoj roznici
(24). SrediSnja roznica je liSena LS-a. Ne znaju se mehanizmi koji reguliraju
ovaj upecatljivu raspodjelu LS-a. Najnovija istrazivanja pokazuju da citokini,
naj¢esce IL-1 i TNF, mogu izazvati migraciju LS-a (25).

lako se LS-e smatraju najefikasnijim 'profesionalnim' antigen
prezentirajuim stanicama, postoje i ostali potencijalni kandidati kao Sto su
makrofagi i B limfociti koji mogu obraditi antigene i aktivirati T stanice. Kod ljudi
obje vrste stanica konstitutivho eksprimiraju antigene MHC klase Il i osiguravaju
kostimulacijske signale za ucCinkovitu aktivaciju T stanica.

Avaskularna roznica je normalno liSena B limfocita ili plazma stanica.
Medutim, u inflamiranoj i vaskulariziranoj roznici, mogu se naci B limfociti. Uloga
tih stanica je nejasna, ali se smatra da posredovane komplementom mogu
obraditi topljive antigene i interkanalizirati ih u stani¢ne vezikule.

HLA-A i-C antigeni otkriveni su u sva tri sloja roZnice, medutim, gusto€a
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ovih antigena znatno se razlikuje medu stanicama (26). Antigeni MHC klase | se
mogu naci epitelnim stanicama, keratocitima i S$tedljivo na endotelnim
stanicama. Antigeni MHC klase Il su obi¢éno nemijerljivi na stanicama roznice.
Tek na limbusu roZnice nalazimo znatne vrijednosti, i to na LS-ama. Medutim, in
vitro tretmanom interferonom lako se inducira ekspresiju antigena MHC klase I
i na endotelnim stanicama roznice (27). UnatoC€ Cinjenici da ekspresija MHC
antigena nije vazna, stanice roznice su u mogucénosti same inducirati
citotoksi€ni odgovor T limfocita Sto pokazuje da sama rozZnica posjeduje

imunogeni i antigeni potencijal (28,29).

1.2.3. Imunologija transplantirane roznice

Transplantacija rozZnice je najstariji, najceSci i nedvojbeno najuspjesniji
tkivni transplantat (30,31). Podaci o statistici transplantacija uglavnom ukazuju
da se HLA tipizacija ne radi rutinski, a da je imunosupresija je uglavhom
bazirana na primjeni kortikosteroida (30,31). Kada se transplantat odbacuje, to
je obi¢no rezultat imunoloskog odbacivanja (30,31). Transplantacija roZnice
pokazuje dvije vaZzne imunoloske oznake:

e mijesto je imunoloskog privilegija koji je neusporediv sa podrucjem
transplantacije organa

e neuspjeh presadene roznice, kada se pojavljuje, imunoloski je
posredovan.

Imunoloski privilegij otkrio je Peter Medawar kada je proucavao sudbinu
transplantata koze koje je smjestio u prednju o¢nu sobicu te u mozak zecCeva.
Primjetio je produzeno prezivljavanje transplantata smjestenih na tim mjestima,
za razliku od drugih mjesta u tijelu. Mjesta imunoloskog privilegija su u oku
roznica, staklovina, prednja o€na sobica i subretinalni prostor. Osim Sto postoje
mjesta gdje je prisutan imunoloski privilegij, postoje i tkiva oka koja fukcioniraju
kao imunoloski privilegirana mjesta, a to su roznica, retinalni pigmentni epitel i
neuroretina koje se opiru odbacivanju kad su implantirani u neprivilegirana
mjesta (32).

Imunolos$ki privilegij transplantirane roznice dokazan je Cinjenicom da je

uspjeh transplantacije bio 50% kada je nepodudaranje kompletnog kompleksa
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tkivne podudarnosti bilo potpuno izmedu davatelja i primatelja (33,34,35,36).
Nasuprot tome, presadivanje koze pod slicnim uvjetima je rezultiralo
odbacivanjem trasnplantata u 100% slu¢ajeva (37). Manje od 35% ¢e se
roznica odbaciti ako su razli¢iti antigeni MHC klase | (33,38). 80 - 90%
transplantata se primi, ako se nepodudararaju antigeni MHC klase Il (33,39).
Uz nekoliko iznimaka, 100% koZznih transplantata se odbacuje, ako postoje takvi
primjeri nepodudaranja MHC kompleksa.

Za vrileme imunoloske reakcije antigeni MHC klase | djeluju na izrazitu
ekspresiju MHC antigena klase Il i to bas na endotelu roZnice. Smatra se da su
antigeni histokompatibilnosti koji ne pripadaju MHC klasi bilo 1 ili Il (minor H),
mogu biti vaznija barijera u prihvacanju transplantata.

Jedno od objasnjenja imunoloskog privilegija transplantata roZnice danas
se zasniva na vidlivom nedostatku krvnih i limfnih zila u tkivu presadene
roznice. Smatra se da ja na takav nacin onemogucéeno predstavljanje
donatorskih antigena, ali i sprije€en ulazak imunoloskih efektornih elemenata u
transplantat (40).

Upravo oba mehanizma su uzrok gubitka imunoloSkog privilegija u
vaskulariziranih roznica. Infektivne tvari, trauma, Savovi i drugo mogu potaknuti
migraciju i nakupljanje antigen prezentirajucih Langerhansovih stanica u epitelu
roznice (41), koji aktiviraju specifi€ni imunoloski dogovor, ali i razvoj limfnih Zila
u trasplantatu.

Ono $to joS moze doprinijeti imunoloskom privilegiju roZnice je odsutnost
antigen prezentirajucih stanica u epitelu roznice, ekspresija Fas liganda na
epitelu i endotelu roznice, i sposobnost roznice da izazove tzv. ACAID Kkoji
regulira odgodeni tip preosjetljivosti.

U normalnim okolnostima, antigen prezentirajue stanice roznice (LS) su
ograni¢ene na dobro definiranu regiju u prijelaznom podrucju izmedu periferne
roznice tj. limbusa i konjunktive. Njihova ativacija utjeCe na imunolosku reakciju,
ali pri tome je bitna i imunogenost antigena. Pa tako prisutnost donorskih LS-a
koji se ne podudaraju u MHC klasi | su slabo imunogeni, ali su vrlo antigeni.

Uloga primateljskih LS-a je manje izrazena u odnosu na donorske, u
prezentiranju antigena T stanicama. IstraZivanja u Stakorskom modelu su
pokazali da keratoplastika potiCe brzu centripetalnu migraciju perifernih

primateljskih LS-a u transplantat (42). Dokazano je da IL-1 sluzi kao moc¢an
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kemoatraktant za induciranje centripetalne migracije LS-a u roznice epitela u
miSeva (43). Prema tome, Dana i suradnici pokazali su da aktualnom
primjenom |L-1 receptor antagonista na roznice transplantata je sprijeCena
centripetalna migracija primateljevih LS-a u transplantat i da se smanjuje stopa
odbacivanja transplantata za viSe od 50% (44).

Studija Griffitha i suradnika je pokazala postojanje imunoregulacijske
molekule FasL koja se nalazi na stani€noj membrani viSe tkiva, ukljuCujudi
Sarenicu, cilijarno tijelo te epitel i endotel roznice (45). Ta molekula uzroci
programiranu smrt (apoptozu) stanica koje nose receptor za Fas. Upalne
stanice, posebice neutrofili i aktivirane T stanica, ekspimiraju Fas receptor te
prolaze apoptozu ubrzo nakon ulaska u prednji segment oka (45). Ovi rezultati
su nedavno potvrdeni od Yamagame i suradnika koji su utvrdili da je samo
47% FasL pozitivnih transplantiranih roznica dozZivjelo odbacivanje u odnosu
na 89% odbacenih koji su bile FasL negativhe (34). Dakle, nedostatak
funkcionalne FasL na roznici transplantata ukida imunoloski privilegij. Prema
tome, FasL je vazna molekula, ali nije jedini mehanizam za odrZavanje
imunoloSkog privilegija transplantiranih roznica.

Poznato je prije viSe od stolje¢a da prednja oCna sobica ima izvanredne
imunoloSke karakteristike koje omogucavaju opstanak transplantata (46,47).
Streilen je dokazao da Stakori prihvacaju alotransplantat koze dugo, ako im se
alogene limfne stanice iste jedinke ubrizgaju u prednju ocnu sobicu Na osnovi
tih pokusa, koji su pokazali stereotipni nacin razvoja imunosti na antigene
smjesStene u prednjoj o€noj sobici, uveden je naziv ,imunoloSka devijacija
vezana uz prednju sobicu“ ili ACAID (anterior chamber associated immune
deviation). U indukciji ACAID-a aktivno sudjeluju dva organa, oko i slezena.
Antigen unesen u prednju o¢nu sobicu odlazi neposredno u krv kroz
trabekularno tkivo i dolazi u slezenu gdje se odvija ,netipiCan imunolosKki
odgovor® i upravljanje CD4+ T limfocitima. ACAID karakterizira supresija
sustavne reakcije kasne preosjetljivosti unoSenjem antigena u prednju o¢nu
sobicu, ali uz normalan citotoksi¢ni odgovor T limfocita (46,47). Uloga ACAID-a
je zastita normalnog o€nog tkiva od Zestokog, nespecificnog odgovora reakcije
kasne preosijetljivosti i dominantan je u odnosu na konvencionalnu imunost, pa
moze i potisnuti ve¢ stvorenu memoriju i efektorske T limfocite. Postupci kao
Sto je splenektomija ili sustavno lijeCenje s anti-IL-10 antitijelima zaustavljaju
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ACAID i tako poti€u odbacivanje transplantata roznice.

Kao sto se vidi, prednji segment oka bogat je brojnim mehanizmima za
sprecCavanje Stetne upalne reakcije.

Kako je reCeno, odbacivanje transplantata je staniCcho posredovan
proces. Dva su efektorska procesa ukljuena: citotoksiCna i reakcija kasne
preosijetljivosti. Citotoksi¢na se karakterizira CD8+ limfocitima, a reakcija kasne
preosijetljivosti CD4+ limfocitima. CD8+ limfociti prepoznaju specificne antigene
u kontekstu MHC klase | na membrani ciljne stanice i uzrokuju nekrozu ciljne
stanice oslobadanjem dvije kategorije citoksina: perforina i grenzima (48).
Perforini polimeriziraju i formiraju kanale u membrani ciljne stanice. Kanali
olak$aju ulazak i druge vrste citotoksina, grenzima. Grenzimi su serin proteaze
koje su odgovorni za razgradnju DNK ciline stanice. Citotoksicni limfociti su
takoder sposobni izraziti FasL pa mogu uzrokovati apoptozu ciljnih stanica koje
nose Fas receptor (49). Takoder oni posreduju reakciju kasne preosjetljivosti.
CD4+ T stanice su dio primarnog posrednika u transplantaciji raznih organa
(50). U Klasi¢noj reakciji kasne preosjetljivosti Ty1 stanice aktiviraju brojne
citokine koji aktiviraju makrofage. Aktivirani makrofag razgraduju niz toksicnih
molekula uklju€ujuci dusikov monoksid, radikale superoksida i Cimbenik nekroze
tumora koji mogu izazvati nekrozu i apoptozu susjednih stanica. Za razliku od
citotoksi¢nih T limfocita koji ubijaju samo ciljne stanice koje izrazavaju odredene
ciline antigene, u reakciji kasne preosjetljivosti lezije dolazi do unistenja svih
stanica u podrucju aktivnosti, bez obzira na njihov fenotipski antigen. Kao i
CD8+ T limfocit, CD4+ T stanice mogu izraziti FasL.

Trazenjem je li uloga CD8+ ili CD4+ T limfocita vaznija, nacinjena je
studija na Stakoru i miSu gdje su se nakon keratoplastike selektivno unistile
CD4+ T stanica in vivo injekcijom monoklonskih antitijela i time se sprije€ilo
odbacivanje transplantata roznice (51,52). Nasuprot tome, in vivo tretmanom s
anti-CD8
monoklonskim antitijelom se nije usporilo niti zaustavilo odbacivanje
transplantata iako je broj citotoksi¢nih reakcija znatno smanjen (52). Znadi,
rezultati upucuju na to da odbacivanje presadene roznice je izraZenije
posredovano reakcijom kasne preosjetljivosti nego citotoksichom reakcijom.
Znatnija uloga citotokosi¢nih limfocita je lokalno djelovanje na odredene slojeve

roznice, pa su Khodadoust i Silverstein dokazali da pojedini slojevi roznice
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mogu samostalno pro¢i odbacivanje (53). Takav uzorak odbacivanja
transplantata se ne moze naci kod reakcije kasne preosjetljivosti jer kako smo
rekli ona rezultira opseznijim propadanjem tkiva kako stanica transplantata tako
i stanica domacina.

Dakle, iz svega se vidi da je imunobiologija roznice vrlo kompleksna, i jos

nepotpuno istrazena, a posebno dokazana.

1.3. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

1.3.1. Sto znamo o vaskularnom endotelnom &imbeniku rasta

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) je signalizacijski protein
identificiran 1989., iz obitelji ¢imbenika rasta ukljuéen u vaskulogenezu
(formiranje krvnih zZila de novo iz cirkulirajuéih ili tkivnih endotelnih zametnih
stanica) i angiogenezu (rast krvnih Zila iz ve¢ postojecih krvnih zile) (54,55).

Kroz nekoliko desetlje¢a otkriveni su mnogi c¢imdbenici koji poti€u
angiogenezu kao Sto su angiopoetini, transformiraju¢i Cimbenik rasta,
epidermalni ¢imbenik rasta, uzrok tumorske nekroze, ali proteini obitelji VEGF
smatraju se najbitnijim angiogenim c&imbenikima koji kontroliraju formiranje
krvnih Zila (55).

Smatra se da angiogeneza pocinje pove¢anom proizvodnjom angiogenih
C¢imbenika i njihovim prevladavanjem nad prirodnim angiogenim inhibiorima kao
Sto su trombospondin, angiostatin, endostatin, ¢imbenik dobiven iz pigmentnog
epitela, odredeni interleukini, IL-4, IL-10 i sl.

Obitelj VEGF-a uklju¢uje VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
i placentarni Cimbenik rasta (PIGF). VEGF se selektivno vezu za razliCite
receptore, i to VEGF receptor 1 (VEGFR-1 ili Flt-1), VEGF receptor 2 (VEGFR-2
ili FIk-1), VEGF receptor 3 (VEGFR-3 ili Flt-4) neuropilin 1 i 2 (NRP1 i NRP-2)
(56,57). VEGFR-2 se smatra glavnim medijatorom angiogenog efekta VEGF-A.
VEGFR-1 je jo$ uvijek kontraverzan receptor Cija stimulacija stimulira, ali i
suprimira angiogenezu (58).

VEGF-A je najproucavaniji protein VEGF obitelji. Najmanje devet ljudskih
VEGF-A mRNA kodira izoforme VEGF-A, pa su najpoznatije izoforme 121, 145,
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148, 162, 165b, 165, 183,189 i 206. Razlicite izoforme imaju razlicite
potentnosti. VEGF je homodimeriCki glikoprotein molekularne tezine 45 kDa.
Produciraju ga endotelne stanice, makrofagi, aktivirane T stanice i razliCite
druge stanice (59). Vecina stanica preferencijalno eksprimiraju VEGF 121, 165,
189. Genetska ekspresija VEGF je regulirana razli€itim stimulusima kao $to su
hipoksija, Cimbeniki rasta, mutacija p53 gena, estrogen, TSH, tumorski
promotori, i dusi¢ni monoksid (60).

VEGF-B se nalazi u mnogim tkivima, a posebno ga nalazimo u srcu i
skeletnoj muskulaturi (61).

VEGF-C i VEGF-D se vezu i aktiviraju VEGFR-3. VEGF-C je parakrini
¢imbenik klju€an za limfogenezu. Funkcija VEGF-D je manje poznata, ali se zna
da inducira stvaranje limfnih Zila unutar tumora c¢ime se potencira
metastaziranje tumorskih stanica. VEGF-D za razliku od VEGF-A nije reguliran
hipoksijom, nego proinflamatornim citokinima (IL-1, TNF-a). Nalazimo ga u
mnogim tkivima, endotelu krvnih Zila, srcu, skelethnom misicu, plu¢ima i tankom
crijevu.

VEGF-E stimulira razvoj krvnih Zila u potkoZju na mjestu infekcije
odredenih virusa, stimulira proizvodnju raznih tkivnih ¢imbenika, potice
kemotaksiju, angiogenezu i djeluje na VEGFR-2, a PIGF vezuju¢i na VEGFR-1
djeluje na embrionalni razvoj mnogih organa, te je tako i otkriven u ljudskoj
placenti u cijeloj trudnodi.

Sto se tie receptora, VEGFR-1 je receptor s visokim afinitetom za
VEGF-A, VEGF-B, PIGF. Eksprimira se na vaskularnim endotelnim stanicama,
makrofagima, monocitima i hematopetskim zametnim stanicama (62,63). Radi
se o receptoru koji igra bitnu ulogu u angiogenezi tijekom patoloskih zbivanja.
Takoder igra ulogu u migraciji monocita/makrofaga i obnavljanju hematopoeze.
Vrijednosti ovoga receptora u plazmi su poviSene kod bolesnika s karcinomom,
preeklampsijom ili ishemijom (64,65,66).

VEGFR-2 je receptor za VEGF-A, VEGF-E, VEGF-C i VEGF-D.
Nalazimo ga na endotelnim stanicama krvnih i limfnih Zila, megakariocitima i
hematopoetskim zametnim stanicama (67). To je glavni medijator mitogenog,
angiogenog te Cimbenika permeabilnosti VEGF-A. Djeluje i limfoangiogeno (68).

VEGFR-3 je receptor za VEGF-C i VEGF-D, i njegova stimulacija je
sama dovoljna za induciranje limfangiogeneze (69).
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Neuropilini (NPR) su receptori koji mogu vezati razne forme iz obitelji
VEGF. NRP-1 se pokazao kao cimbenik za razvoj neuronalne cijevi i
vaskularnih formacija u miSa, a NRP-2 je bitan za razvoj malih limfnih zZila i
kapilara (70,71).

Sto se zna o djelovanju VEGF u fizioloskim i patologkim uvjetima?
FizioloSki sudjeluje u vaskulogenezi. Zna se da VEGF-A povecava vaskularnu
permeabilnost krvnih zila i to u uvjetima patoloSke angiogeneze, u tumorima,
rana i kronicnim upalama. U solidnim tumorima je povecana ekspresija VEGF-A
zbog hipoksije, $to vodi do razvoja novih krvnih Zila koje rastu u tumor. VEGFR-
1 ima kljuénu ulogu u angiogenezi, ali samo u patoloskim uvjetima, ne u
fizioloSkim. VEGF djeluje kao proupalni citokin, povecavaju¢i ekspresiju
adhezijskih molekula na endotelu krvnih Zila, te kao kemoatraktant monocita.

Imajudi u vidu da je Sirina i kompleksnost djelovanja VEGF-a velika (Slika
4.), ovdje se okrecemo Cinjenici da je VEGF-A opisan kao proupalni medijator u
reakciji transplantata (72). VEGF je pronaden u transplantatima ljudskih
bubrega i srca, a poveCana ekspresija kod akutnih i kroniénih reakcija

odbacivanja transplantata (73, 74,75).
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Slika. 4 VEGF obitelj i njihovi receptori.

1.3.2. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta u oku

Nekoliko o¢nih bolesti se karakterizira angiogenezom, a to su dijabeticka
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retinopatija, senilna makularna degeneracija, retinopatija nedonosScadi i
neovaskularizacija roznice (76,77). U tim stanjima angiogeneza je vjerojatno
inducirana lokalnom tkivhom hipoksijom upalnog porijekla i oksidativnim
stresom. Vrijednosti VEGF su pronadene poviSene u staklovini i retini kod gore
navedenih bolesti, takoder su pronadene poviSene vrijednosti VEGF-a u o¢noj
vodici u bolesnika s okluzijom srediSnje vene retine (78,79). VEGF se moze
naci i u epitelu pterigija (80).

U vecini slu€ajeva patoloSka angiogeneza je proces slican zacijeljivanju
rana u kojem je stvaranje krvnih Zila povezano s upalnom reakcijom koja
zavrSava stvaranjem ozilika. Dokazano je da VEGF stimulira razvoj uzroka
stvaranja vezivnog tkiva kao S$to su Cimbenik rasta vezivnog tkiva (CTGF) i

transforimiraju¢eg €imbenika rasta (TGF) (81).

1.3.3. Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta u roznici

VEGF se u roznici ponasa kao cCimbenik angiogeneze, cimbenik
povecane permeabilnosti krvnih Zila i kemoatraktant monocita/makrofaga. U
normalnoj roznici VEGF se esprimira u epitelnim, endotelnim stanicama
roznice, endotelnim stanicama limbalnih krvnih Zzila te blago u keratocitima (82).
Receptor VEGFR-1 i 2 se nalaze prije svega na endotelnim stanicama krvnih
zila, ali se se VEGFR-1 moze naci na endotelu roznice, a ¢ak i na epitelu
roznice (bilo normalnoj bilo u upalnoj roznici), za razliku od VEGFR-2 koji se
nalazi samo u upalno promjenjenoj roznici (82). Ekspresija VEGFR-1 i VEGFR-
2 u normalnoj roznici nije signifikatno visoka. VEGFR3 se takoder moze naci u
normalnom epitelu roznice, i smatra se da je njegova uloga u odrzavanju
avaskularnosti u uvjetima upale, a kao §to znamo ekspresija VEGFR-1 i
VEGFR-2 prije svega je uvjetovana hipoksijom (83). Znatna razlika je u
ekspresiji VEGF-a se mozZe naci u epitelu upalne roznice, na endotelu novih
krvnih Zila, posebno ako su u okruzenju s infiltriranim makrofagima, endotelu
roznice, te blaze u keratocima odnosu na normalne roznice i upalnim stanicama
u stromi roznice (82).

VEGF-C je pronaden u bazalnim stanicama epitela roznice, keratocitima,

endotelnim stanicama roznice, te endotelnim stanicama krvnih Zila (84).
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Dvije izoforme koje igraju klju¢ne uloge u roznici su 121 i 165, s time da
je potentniji 165, jer poticne ekspresiju VEGFR-2 na endotelnim stanicama i
potiCe upalni odgovor u ljudskoj roznici (85).

Kako krvne Zile omogucavaju ulaz imunoloskih efektorskih stanica (CD4+
aktiviranih T limfocita), roZniCna limfangiogeneza omogucava izlaz antigenog
tvoriva, antigen prezentirajucih stanica, citokina od transplantata do regionalnog
limfnog Cvora, Sto poti€e imunizaciju i reakciju odbacivanja transplantata (86,
87, 88, 89). Studije su pokazale da kompletnim odstranjenjem regionalnih
limfnih €vorova rozni¢ni transplantati imaju 100% uspjeSnosti i u normalnih i
visokorizi¢nih keratoplastika (85, 86). Osim S$to limfne Zile omogucavaju
transport, pojaCavaju i brzinu i koliCinu antigenog tvoriva ili antigen
prezentirajucih stanica. Inflamatorni citokini otpusteni od antigen prezentirajucih
stanica, keratocita nakon keratoplastike privlae upalne stanice i poticu
ekspresiju VEGF-C koji utje€e na povecan razvoj novih limfnih zila (84). VEGF-
C se ne moze nadi u normalnoj roznici, ali ga mozemo naci kod cijeljenja iste.

Limfangiogeneza rozZnice je manje intezivha u odnosu na angiogenezu
roznice, korelira sa stupnjem angiogeneze, i povezana je s infiltracijom roznice
upalnim stanicama (90).

Dana (2007.) i Wallace (2004.) su pokazali da je pojaCana ekspresija
VEGF u reakciji odbacivanja transplantata (91, 92).

1.4. Neovaskularizacija roznice

Neovaskularizacija roznice je stanje koje prijeti gubitku vida, a definira se
stvaranjem vaskularnih struktura u podrucje koje je primarno avaskularno (93,
94). Mehanizam neovaskularizacije roznice je angiogeneza (95). Rozni¢na
neovaskularizacija moze biti inducirana tijjekom cijeljenja u tezim upalnim,
infekcioznim, degenerativnim i traumatskim rozni¢nim oStecenjima (96).
Specificni uzroci su upala roznice Herpes simplex virusom (HSV), infekcija
Acanthoamebom, hipoksija, poremecaj limbalnih stanica kao kod opeklina
roznice, dugotrajno i nepravilno nosSenje kontaktnih le¢a, neki lijekovi,
degenerativne promjene roznice poput pterigija. U 45% sluCajeva je posljedica
upale strome roznice, 30% je nalazimo u odbacenih transplantata, 13% nakon
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akutnih ulkusa roznice, a 12% nakon kemijske ozljede roznice (97).

Razni angiogeni i antiangiogeni Cimbeniki dokazani su da imaju utjecaja
na razvoj neovaskularizacije roznice (98). VEGF se smatra klju¢nim.

Opskrbljivanje krvlju roZnice se omogucava preko cilijarnih arterija,
ogranaka oftalmiCke arterije, koje zavrSavaju kao pleksus u podrucju limbusa.
Neovaskularizacija roZznice nastaju od kapilara i venula rozni¢nog pleksusa.

Tri kliniCka entiteta rozni¢ne neovaskularizacije se mogu definirati:

e duboke neovaskularizacije koje leze na Descemetovoj membrani,

a nalazimo ih u stromalnim upalama roznice kod herpesa i sifilisa

e stromalne neovaskularizacije koje nalazi u vecini stromalnih upala

roznice

e vaskularni panus koji se sastoji od proliferacije vezivnog tkiva na

periferiju roznice i prije svega je povezan sa bolestima povrSine
roznice (96, 97).

U ljudskoj roznici, Sirina lumena krvnih Zila je u rasponu od 2 do 313 ym
(prosje€no 27 ym). Tri mjeseca nakon razvoja krvnih Zila, pericit se mogu naci u
80% rozni¢nih krvnih Zila (98). Kako je neovaskularizacija aktivno stanje, krvne
Zile u roznici mogu se klasificirati kao:

e aktivne, mlade

e aktivne, stare

o zrele

e parcijalno regredirane

e kompletno regredirane (99).

Povezanost izmedu rozniCne neovaskularizacije i edema roznice je
opisan jo$ 1949. od Cogana (98). Poznato je da se nove krvne Zile pojavljuju
obi€no na mjestu najjaCeg edema roznice. Medutim, ipak se smatra da sam
edem roznice nije dovoljan da bi prouzroCio neovaskularizaciju, nego je
potrebno i oStecenje tkiva (100).

Kao Sto je navedeno, jedan od rizitnih €imbenika neovaskularizacije
roznice je i upala roznice, ipak postoje neovaskularizacije roznice bez
prisutnosti upale gdje primjena kortikosteroida kao prva linija obrane od
rozniéne neovaskualrizacije, nema efekta.

Stanice limbusa imaju moguénost brze zamjene osteéenog epitela
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roZznice sprecavajuci epitel spojnice da raste na povrSinu roznice, prevenirajuci
tako neovaskularizaciju roznice poput mehanicke barijere (101).

Dvije treCine neovaskulariziracija strome roznice se nalaze u gornjoj i
srednjoj trecini strome roZnice, a samo 1/3 je duboka neovaskularizacija, $to
omogucava lokalnu antiangiogenu terapiju.

20% roznica ima neki oblik neovaskularizacije za vrijeme keratoplastike
(97). Neovaskularizacija roznice smanjuje ostrinu vida, ali i pogorS§ava prognozu
keratoplastike, ali lijeCenje neovaskularizacije ne daje znatnija poboljSanja vida
(102, 103, 104, 105). Rizi¢ni ¢cimdbenici za neovaskularizaciju roznice nakon
keratoplastike koji nemaju aktivne upalne promjene, su prijasnja rozni¢na
neovaskularizacija i perzisteni epitelni defekt roznice (106). Rizik se povecava
kad su Cvorovi Savova roznice smjeSteni u stromi domacina, kad je aktivna
upala vjeda, ili kad se radi keratoplastika veceg promjera roznice (95).
Nedavno, meta analiza je pokazala da veci broj kvadranata roznice zahvacen
neovaskularizacijom povecCava broj reakcija odbacivanja i broj odbacenih
transplantata (107). Blaga, periferna neovaskularizacija roznice je Cesti
fenomen nakon nerizi€ne keratoplastike (€ak u 58% bolesnika). Od toga 12%
novih krvnih Zila dosegne spoj donorske i primateljske roznice ili invadiraju
donorsko tkivo. Nove kapilare naj¢eSce nastaju na 6 i 12 sati (108).

NajCes¢a i prva linija lijeCenja neovaskularizacije roznice je primjena
kortikosteroida i imunosupresora. Kortikosteroidi djeluju na nacelu kontroliranja
upale 8to obuhvaéa mnoge uzroke rozni¢nih neovaskularizacija, ali imaju
ograni¢eno anti(limf)angiogeno djelovanje (109). LijeCenje kortikosteroidima
Sest mjeseci poslije keratoplastike nije znatno utjecala na pojavnosti i
proSirenost rozni¢nih neovaskularizacija, broj i gustocu endotelnih stanica te
stanice u oc€noj vodici (108). Dugotrajna primjena kortikosteroida ima kao
nuspojave stanjenje roznice ili sklere, povecCavanje intraokularnog tlaka, te
stvaranje mrene. Kao dodatak medikamentoznom lije€enju kirurSke procedure
poput dijatermije tankom iglom ili ablacija laserom mogu biti korisne u lijeCenju
zrelih, starih, velikih krvnih Zila (110). Specificni anti(limf)angiogeni lijekovi kao
Sto su anti VEGF lijekovi (bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib) su licencirani

za primjenu u onkologiji i vitreoretinalnim bolestima (Slika 5.).
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Slika. 5. Obitelj VEGF, njegovi receptori i potencijalna mjesta djelovanja na
njegovom put aktivacije.
Sto se ti¢e roznice, primjena anti VEGF lijekova ima uporabu mimo uputa
(,off label”) koriStenjem bevacizumaba (Avastin, Genentech Inc., San Francisco,
CA). Bevacizumab je humanizirano, rekombinantno monoklonalno protutijelo,
pune duzine, koje se veze i djeluje protiv svih izoformi VEGF-A. Nacini lije€enja
neovaskularizacije roznice anti VEGF terapijom je pokuSano topikalnom,
subkonjuktivalnom i intrakornealnom primjenom (111). Najveli nedostatak
topikalne terapije je epiteliopatija (112). Subkonjuktivalna primjena &ini se ne
dopire do centralne roznice, ali dopire dublje u roznicu u odnosu na topikalnu
primjenu. Intrakornealna primjena nema dovoljno sigurnih podataka o primjeni.
Danas se ispituje primjena ,antisense“ oligonukleotida koji djeluje protiv
substrata inzulinskog receptora (IRS-1) djeluju¢i tako na smanjenje otpustanja
upalnih citokina (IL-1), ali i kao potentni antiangiogenik (113). U zaklju¢ku, za
nezrele krvne Zile, anti VEGF terapija, kao i inhibitor IRS-1 pokazali su da
uzrokuju regresiju neovaskularizacije u ljudi i Zivotinja i smanjuju odbacivanje
transplanata u zivotinja, dok zrele krvne ZzZile su slabije osjetljive na anti VEGF
terapiju pa je tu prieko potrebna kombinirana terapija topikalnog,
subkonjuktivalnog bevacizumaba s dijatermijom tankom iglom prije i poslije
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keratoplastike.

1.5. Reakcija odbacivanja transplantata i odbacivanje transplantata

roznice

1.5.1. Rizi¢ni ¢&imdbenici za odbacivanje transplantata roznice

Transplantacija roznice je naj¢eS¢i oblik tkivne transplantacije. Visoka
stopa uspjeha nekompliciranih prvih transplantata izvedenih u avaskularnim
,Nisko rizicnim“ uvjetima u  suprotnosti je s uspjesima ,visokoriziCne
transplantacije“ u kojoj se reakcija odbacivanja moze javiti u 70%, €ak i uz
maksimalnu lokalnu i sustavnu imunosupresiju (31, 114, 115). ImunoloSki
posredovano odbacivanje ostaje vodeci uzrok odbacivanja transplantacije
roznice (114, 116). Transplantati roznice smjesteni u ,visokokorizicne oci“
inducira imunizaciju brzo, ve¢ unutar sedam dana, za razliku od transplantata
koji se smjeStaju u ,niskorizicne oCi“ , kada imunizacija kreCe od dva do Cetiri
tiedna od keratoplastike (117).

lako je najveéi broj neuspjelih transplantata rozZnice uzrokovan
imunoloSkom reakcijom odbacivanja transplantata, zamucenje transplantata se
ne smije poistovjetiti s reakcijom odbacivanja. U literaturi se mogu naci tri izraza
koja opisuju zamucenje transplantata roznice. Engleski izraz ,graft failure® rabi
se u sluc€aju klini€ki uocCljivog zamucenja transplantata roznice i ne govori nista
0 genezi njegova propadanja, a oznaCava propadanje transplantata ili neuspjeh
transplantata. Izraz ,graft reaction® predstavlja reakciju odbacivanja
transplantata, a ,graft rejection“ nepovratno odbaceni transplantat, a oba izraza
opisuju imunolosku reakciju odbacivanja transplantata roznice. Reakcija
transplantata oznacCava prisutnost kliniCkih znakova odbacivanja transplantata
koji zahtijevaju specificnu terapiju. ImunoloSka reakcija odbacivanja
transplantata se javlja najmanje od 10 do 14 dana nakon uspjeSne
keratoplastike. Teoretski je moguée da razvoj reakcije odbacivanja
transplantata nastane i ranije, ako je primatelj transplantata bio prije toga
senzibiliziran na donorske antigene (prijadnja transplantacija rozZnice ili drugog
organa, infuzija krvi). lako je nastanak reakcije odbacivanja naj¢eSci u prvoj
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godini nakon transplantacije, klasi¢na slika odbacivanja mozZe se javiti bilo kada
nakon operacije (118).
Rizic¢ni ¢imdbenici za imunoloSko odbacivanje transplantata:

e neovaskularizacija roznice

e prijasnje odbaceni transplantat

e veci promjer transplantata i ekscentricno smjesten transplantata

e prednje sinehije

e prijasnje intraokularne operacije

e Herpes simplex keratitis

e prijaSnje poznate upale prednjeg segmenta oka

e bolesti povrSine oka (,ocular surface disease®)

e mlada dob, osobito djeca

ViSesuradni¢ka studija o transplantaciji roznice definirala je
transplantacije roznice ,visokog rizika® kao one koje imaju predoperativhe
neovaskularizacije roznice s dva ili vise kvadranata (31). Ista studija pokazala je
udvostrucen rizik od odbacivanja u bolesnika s vaskularizacijom u sva Cetiri
kvadranta. Nedavno je meta analiza to i dokazala te pokazala da veci broj
kvadranata roznice zahvacen neovaskularizacijom povecava i broj reakcija
odbacivanja i broj odbacenih transplantata (107).

Prijasnji odbaceni transplantat rozZnice je vazan CcCimbenik rizika
odbacivanja transplantata, pogotovo ako je neuspjeh rezultat imunolosSkog
odbacivanja (119). Reakcija odbacivanja usporediva u jednako vaskulariziranih
primatelja je oko 40% nakon prve transplantacije, 68% nakon druge, a 80%
nakon trece (120).

PovecCani promjer transplantata i ekscentriCni polozaj su vazan
prognosti¢ki Cimbenik, vjerojatno zbog blizih limbalnih krvnih zila i sadrzavanja
vece koli¢ine antigenskog tvari (121).

Periferne prednje sinehije predstavljaju direktni kontakt transplantata s
krvnom opskrbom domacdina. Takoder, Cesto potiCu kroni¢nu upalnu reakciju
¢ime se ukupno narusava imunoloski privilegij (122). Ucinak prednijih sinehija na
transplantat nije samo imunoloski. Bolesnici s prednjim sinehijama imaju ¢esSc¢e
povecani oc¢ni tlak (glaukom), a i sinehije mogu povlaciti endotelne stanice

roznice Sto uzrokuje njihovo unistavanje (123,124).
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Prethodne o€ne operacije poput lensektomije, vitrektomije, kao i postupci
kontrole ocnog tlaka su identificirani kao rizini Cimbenici uspjeha
transplantacije roznice (119).

Nekoliko studija dokumentiralo je da Herpes simplex Kkeratitis
predisponira imunoloski neuspjeh transplantacije (125, 126). Herpes simplex
keratitis se takoder moze ponovno javiti i u novom transplatatu, a ponekad ga
je tesko razlikovati od reakcije odbacivanja transplantata (127). U posljednjih
nekoliko godina, uporaba oralnih antivirusnih lijekova za profilaksu znatno je
smanjio postotak recidiva herpesa (128). Bolesnici s aktivnom upalom,
aktivnom ulceracijom, perforacijom ili opseznom neovaskularizacijom imaju
posebno loSe stope uspjeha transplantacije.

Aktivna upala za vrijeme keratoplastike potiCu imunoloSku reakciju i time
ugrozavaju imunoloski privilegij. Kad god je moguce, bilo bi pozeljno upalu
smiriti i drzati pod kontrolom od 6 do 12 mjeseci prije keratoplastike. Bolesti koje
posebno pojaCavaju imunolosku reakciju nakon keratoplastike su pemfigoid,
Steven Johnson sindrom, uveitisi i bolesti kolagena. Posebnu pozornost treba
posvetiti i atopiji. Bolesnici s atopijskim upalama spojnice ¢eSce imaju kroni¢ne
upale koje se mogu pojacati nakon keratoplastike. TipiCni scenarij se javlja kod
atopijskog bolesnika s keratokonusom koji razvija jaki imunoloSki odgovor
nakon keratoplastike (129).

Kemijske ozljede dokazane su kao jedan od visoko rizi€nih ¢imbenika za
transplantaciju roZnice. Bolesnici s kemijskim ozljedama imali su 3,5 puta vecu
vjerojatnost za neuspjeh transplantata od drugih visokorizi¢nih ociju (31). Dobro
je poznato da su ti bolesnici patili od nedostatka limbalnih maticnih stanica.
Osim kemijskih ozljeda taj nedostatak nalazimo i u Steven Johnsonov
sindromu, aniridiji, pemfigoidu. Konjuktivalizacija i povrSna neovaskularizacija
glavna su odlika nedostatka limbalnih matiCnih stanica. Danasnja strategija u
operativnom lije€enju je i uz keratoplastiku i transplantacija limbalnih stanica, Ciji
je najveéi nedostatak kratkoro¢ni ucinak (130). Osim nedostatka limbalnih
mati¢nih stanica bolesnici s teSkim bolestima o¢ne povrSine imaju i poremeca;j
suznog filma i poremecaje vjeda Sto pridonosi loSijoj prognozi uspjeha
transplantacije roznice.

Rane studije su prikazale da je dob primatelja vazan ¢imbenik rizika

odbacivanja transplantata (31). Bolesnici mladi od 40 godina imali su dvostruko
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veci rizik od reakcije transplantata i odbacivanja transplantata u usporedbi sa
starijim bolesnicima. PovecCan rizik od odbacivanja je posebno vazan za
pedijatrijske bolesnike. Postoji nekoliko neimunoloskih razloga za nize stope
uspjeha transplantacije roznice u djece, a odnosi se prije svega na

postoperativno pracenje i suradnju s bolesnikom.

1.5.2. Klinicki znakovi odbacivanja transplantata roznice

Jo$ su Silverstein i Khodadoust u kasnim 1960-im pokazali klini¢ke i
patohistoloSke karakteristike  reakcije odbacivanja transplantata (53). Ti
istraZivacCi primijetili su da svaki sloj roZnice (epitel, stroma i endotel) mogu
izazvati preosjetljivost domacina i pokrenuti reakciju odbacivanja. Polack je
pokazao da donorske epitelne stanice brzo budu zamijenjene epitelnim
stanicama domacinima, te da, iako mogu uzrokovati reakciju transplantata,
uglavnom nisu prisutni u kasnoj imunoloskoj reakciji (131). Stromalne stanice i
stanice endotela su glavnha meta imunoloSke napada i to tipom kasne
preosjetljivosti.

Poznavanje klinickih obiljeZja reakcije odbacivanja transplantata
presudno je za ucinkovitu terapiju. To vrijedi i za bolesnika kao i za kliniCara.
Simptomi bolesnika su crvenilo oka, smanjen vid, osjetljivost na svjetlo ili
nelagodu u oku koja traje dulje od nekoliko sati. U velikoj skupini visokorizi€nih
bolesnika, koji su Cesto praceni u postoperativnom razdoblju, 70% reakcija
transplantata su primijetili sami bolesnici, a 30% je identificirano od strane
kliniCara. Zanimljivo je da bolesnici koji su operirani metodom DSAEK nisu imali
nikakve smetnje iako je kliniki bila evidentna reakcija odbacivanja
transplantata. Nasuprot tome, kada bolesnik ima simptome odbacivanje
transplantata, ono mora biti iskljuceno ili lijeceno.

Buduci da je odbacivanje transplantata imunoloski posredovan upalni
proces, ima osobine upalnog odgovora: vaskularna dilatacija, vaskularna
transudacija, stanicni infiltracija i edem tkiva. Upravo zbog vaskularne dilatacije
spojni¢nih i uvealnih krvnih Zzila, cilijarna injekcija ¢esto postaje najraniji znak
reakcije transplantata, prije stani¢nih infiltrirata u roznici ili prednjoj sobici. 1z
krvnih Zila Zilnice izlaze proteini i ispunjavaju prednju sobicu (,flare®). Stani¢na
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infiltracija prednjeg segmenta oka tijekom reakcije odbacivanja pojavljuje u

nekoliko uzoraka. Stani¢na infiltracija roznice poput diskretnih subepitelnih

infiltrirata podsjeca na one koje se mogu nac¢i u epidemijskom
keratokonjuktivitisu, a prvi su opisali Krachmer i Alldredge 1978. (132). Ti mali
(0,2 - 0,5 mm), nejasni infiltrirati mogu se naéi rasuti u srediSnjoj roznici
isklju€ivo u donatorskom tkivu, ali ne i periferiji primateljevog tkiva (Slika 6.).
Nalazimo ih u 10 do 15% slu€ajeva odbacivanja presadene roznice, a mogu se
pojaviti samostalno ili u kombinaciji s drugim znakovima odbacivanja (133). Ti
infiltrati su obi¢no rani znak reakcije odbacivanja i sluze kao najava intenzivnijoj
reakcije, ali obi¢no brzo odgovaraju na steroidnu terapiju i cijele bez ostatka
infiltrirata ili oziljka. Drugi oblik stani¢ne infiltracije je da upalne stanice napadaju
specificni sloj rozZnice transplantata: epitel, stromu, ili endotel. Epitelno
odbacivanje se nade u 10% bolesnika s reakcijom transplantata, a obi¢no se
vidi u postoperativnom razdoblju od 1 do 13 mjeseci (Slika 6.). 1zolirana reakcija
odbacivanja u_stromi je neuobiCajena, ali mozZe se promatrati u obliku
stromalnih infiltrata, edema i neovaskularizacije. U vrlo agresivne epizode

reakcije transplantata stroma moze postati nekroticna. Endotelna reakcija

odbacivanje je najCeSc¢a i nalazimo je od 8 do 37% sluCajeva. Endotelni
precipitati se javljaju kao razasute lezije ili kao linearno orijentiran val migracije
leukocita iz periferne roznice prema sredistu roznice (Khodadoustova linija)
(Slika 6.).
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Slika 6. Reakcija odbacivanja transplantata. (1) Epitelno odbacivanje. (2)
Subepitelni infiltrati. (3) Stromalno i endotelno odbacivanje. (4) Endotelno

odbacivanje (Khodadoustova linija).
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Edem roznice se moZe pojaviti kao dio upalne reakcije, ali ¢eSc¢e kao
rezultat oStecenja roznice endotela.

Pahimetrija roznice (mjerenje debljine roznice) smatra se moguéom
metodom za odredivanje reakcije odbacivanja transplantata. Dok izolirani porast
debljine roznice moZze biti znak reakcije odbacivanja u 14,8% bolesnika, ipak
samo 49% bolesnika s drugim znakovima reakcije odbacivanja imaju poveéanu
debljinu roznice (134). Debljina roznice se obi¢no stabilizira do treceg
postoperativnog mjeseca, a ako je roznice deblja od 0,59 mm u Sestom
postoperativnom mjesecu postoji veci rizik za neuspjeh transplantata.

Postoji nekoliko neobi¢nih  manifestacija reakcije odbacivanja
transplantata koji zasluzuju spominjanje. lako rijetko, poviSen oc¢ni tlak moze biti
znak reakcije odbacivanja i to kao rana manifestacija (135, 136). Takoder treba
imati na umu da se poviSen oc¢ni tlak moze javiti jatrogeno zbog terapije
kortikosteroidima. Neobic¢na kliniCka slika odbacivanja transplantata se CeSce
javlja u novorodencadi i djece. Akutni epitelni defekti roznice praceni jakom
upalom povrsine oka mozemo naci u dojencadi. Kako kod dojencadi i djece s
prirodenim anomalijama rozZnice postoji ve¢a ucestalost smanjenja osjetljivost
roznice i sporijeg cijeljenja epitela, iznenadna, pojava epitelnog defekta kod
prijasnje zacijeljene roznice treba smatrati reakcijom odbacivanja transplantata.

Ponekad je klinicki nemoguce razlikovati je li edem transplantata nastao
radi imunoloSke reakcije ili oStecenja endotela zbog drugih razloga. Buduci da
je reakcija odbacivanja vrlo Cesto reverzibilno stanje, svaki upitni edem
transplantata, potrebno je shvatiti kao reakciju odbacivanja, te lijeciti
preporu¢enom smjernicom.

Odbaceni transplantata definira se kao neprozirni transplantat kroz

minimalno tri mjeseca Ciji uzrok moze biti imunoloski ili neimunoloski (Slika 7.)
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Slika 7. Odbacen transplantat.

1.5.3. LijeCenje reakcije odbacivanja transplantata roznice

Kortikosteroidi su prvi lijek izbora u terapiji reakcije odbacivanja.
Dramati¢no je smanjen neuspjeh transplantacije roznice od 1950. kada je
uvedena postoperativna terapija kortikosterodima. Oni blokiraju lokalni i
sustavni put upalnog odgovora, aferentni i eferentni luk imunoloskog sustava.
SprijeCavaju neovaskularizaciju, limfogenezu roznice, tako npr. deksametazon

smanjuje ekspresiju VEGF-C induciranu od protupalnih limfokina.

U visokoriziCnih bolesnika, kortikosteroidi se Cesto koriste dugoro¢no u
postoperativnom razdoblju posebno kada ne postoje kontraindikacije. Tipi€na
smjernica ukljuCuje prednizolon acetat 1% svakih dva sata prvih nekoliko
tiedana s postupnim smanjenjem u iducih nekoliko mjeseci. S obzirom na
nedostupnost u Hrvatskoj, umjesto prednizolon acetata koristi se uglavnom
dexamethason. Mnogi kirurzi koriste niske doze steroida na neodredeno
vrijeme. 1z tog razloga, visokorizicni bolesnici su izlozeni potencijalnim
komplikacijama kortikosteroida, poput katarakte, glaukoma, usporenom
zacjeljivanju rana i keratitisa.

Kortikosteroidi se mogu primijeniti i subkonjuktivalno, i to kod izrazenijih
znakova reakcije odbacivanja transplantata jer se tim putem postizu vise
koncentracije lijeka u roznici, o€noj vodici, Sarenici i vitreusu u usporedbi s
topikalnom terapijom koja se kapa svaki sat.

Sustavni steroidi se mogu koristiti kao dodatak topikalnoj terapiji, osobito
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u visoko rizicnim keratoplastikama s prate¢im sustavnim upalnim bolestima.
Bolesnici mogu biti tretirani s velikim dozama sustavnih prednizona (1 mg/kg) u
perioperativnom razdoblju koji se spusStaju u roku od dva mjeseca po
individualiziranom  programu. Nazalost, dugoro¢na sustavna terapija
kortikosteroidima je povezana s mnogim negativnim ucincima, ukljuCujuci
hipertenziju, osteoporozu, Cushongoidni izgled, disregulacije Secerne bolesti i
sl. Osim kada su indicirani za teSku postoperativnu upalu prednjeg segmenta
(npr. kod atopijskih bolesnika) sustavni steroidi kao mono terapija nemaju
znatnu prednost nad topikalnim steroidima u dugoroCnom sprec¢avanju reakcije
odbacivanja. Dakle, zbog mnogih nuspojava kortikosteroida prijeko su potrebni
noviji imunosupresivni agensi kao dugoroCna terapija u vrlo riziCnim
slu€ajevima.

Primjer efikasnog imunosupresiva, koji nema nuspojave kortikosteroida,
je ciklosporin A (CSA). Ciklosporin A inhibira transkripciju mnogih €imbenika
potrebnih za aktivaciju T-stanica, a ponajviSe IL-2. Topikalna primjena CSA
postiZze visoke razine lijeka u epitelu roznice. Njegova penetracija u stromu i
oCnu sobicu, medutim, ometa njegova hidrofobna struktura. Emulzija od 0,05%
je odobrena za lije€enje sindroma suhog oka. Nekoliko klini¢kih studija se bavilo
primjenom CSA kod visokorizi¢nih keratoplastika. Inoue i suradnici su lijecCili
visokoriziCne keratoplastike s 2% CSA. PreZivljavanje transplantata nakon
reakcije odbacivanja bilo je 70% u CSA skupini u usporedbi s 45% u kontrolnoj
skupini koja je primala samo shemu Kkortikosteroida bez primjene CSA.
Medutim, dugoro€no prezivljavanje transplantata bilo je slicne u obje skupine
(137). Sve studije uglavnom ukazuju na kombiniranu terapiju CSA i
kortikosteroida, €ime se smanjuju nuspojave kortikosteroida (138). Hill je
pokazao da u visokorizi¢nih keratoplastika, koji primaju sustavni CSA zajedno s
topikalnim korikosteroidima, imaju znatno prezivljavanje transplantata u odnosu
na bolesnike koji su primali samo topikalne kortikosteroide ili u kombinaciji sa
sustavnim kortikosteroidima (139). Novije studije, medutim, otkrili da sustavni
CSA imaju samo umjereni i Cesto kratkoro€ni u€inak na smanjenje odbacivanja
presadene roznice (140, 141, 142). Nuspojave sustavhog CSA su
nefrotoksicnosti, hipertenzija i hepatotoksi¢nost. Sveukupno, sustavna primjena
CSA je vrijedan alat u lijeCenju visokoriziénih bolesnika podvrgnutih
keratoplastci  koji nisu reagirali na topikalnu terapiju. Kao $to je ranije
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spomenuto, ona ima posebno blagotvornu ulogu u atopijskih bolesnika.
Medutim, postoji nekoliko bitnih stvari za razmatranje prigodom koristenja CSA
kako bi se sprijeCilo odbacivanje presadene roznice. Prvo, sustavnu primjenu
CSA treba smatrati dugoroCnom strategijom. Kratkoro¢ni tretman, s planiranim
prekidom nakon 6 do 2 mjeseci, nece osigurati dugoro¢nu =zastitu od
odbacivanja transplantata. lako ne postoje studije koje ukazuju na optimalno
trajanje terapije, trebao bi biti individualiziran pristup. Jedna od trenutno
preporu¢enih shema ukljuéuje pocetnu dozu od 3 mg /kg /dan i odrzavanje
razine od 100 do 150 ng /mL u krvi (3).

Slijedeci lijek koiji se koristi u lije€enju reakcije transplantata je takrolimus.
Takrolimus je inhibitor kalcineurina s mehanizmom djelovanja vrlo sliCan CSA.
Topikalni takrolimus se koristi kao drugi smjer imunosupresije u obliku kapi
0,06% ili masti 0,03% koji se pokazao efektivan u reverzibilnosti epizode
akutnog odbacivanja (143). Uloga topikalnog takrolimusa smatra se vec¢om u
prevenciji reakcije odbacivanja u odnosu na terapiji CSA (144). Sustavni
takrolimus takoder se pokazao kao dobar izbor lijeka u prevenciji reakciji
odbacivanja (144). U posljednjih nekoliko godina, takrolimus se sve viSe koristi
kao alternativa CSA u transplantaciji organa. Izbor izmedu dva lijeka je
uglavnom stvar iskustva i osobnih preferencija. Preporu¢ena pocetna doza je 1
mg dva puta dnevno (b. i. d.) s postupnim povec¢anjem od po 1 mg do 4 mg b. i.
d., uz odrzavanje razinu 5 - 8 ng/mL. Kao CSA, trajanje terapije treba
individualizirati, a to je najbolje u kombinaciji s drugim agensima.

Postoje i drugi oblici imunosupresije koji se prije svega Koriste u
sustavnom obliku, a jo$ se unapreduju poput azatioprina, mikofenolat mofetila,
rapamicina i monoklonalnih antitijela.

Eksperimentalni pristupi u imunomodulaciji danas se zasnivaju na
blokiranju antigen prezentirajuéih stanica, neposrednoj inaktivaciji T limfocita,
blokadi kostimuliraju¢ih signala, inhibiciji citokina i peptida, imunizaciji sa
specificnim antigenima, limfadenektomiji, te danas ve¢ znatno rasprostranjenoj

ciljanoj terapiji rozni¢ne vaskularizacije.

1.5.4. Prevencija odbacivanja transplantata roznice

Kad govorimo o prevenciji odbacivanja, tada je najbitnije poznavati
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rizicne Cimbenike za reakciju odbacivanja transplantata.

U ,visokorizicnih® transplantacija preporu¢a se HLA tipizacija, i
eventualno podudaranje HLA i ABO antigena, iako to nosi znatno vecdi
ekonomski trosak, bez dovoljno dokaza o korisnosti. Velika studija pokazala je
benefit u podudaranja ABO (antigena, ne HLA antigena, s ve¢om vaznosti
,minor‘antigena) (31).

Napredovanje kirurskih tehnika, i iskustvo kirurga danas uveliko smanjuju
intraoperativne komplikacije, i posljedicne znakove reackije transplantata.

Jedna od najvaznijih mjera u predoperativnoj pripremi ,visokorizicne*
keratoplastike je smanjivanje znakova upale oka. Kad god je moguce, ako
imamo znakove upalne aktivnosti, keratoplastiku je pozeljno odgoditi, najmanje
Sest mjeseci od pocCetka smirivanja upale. TeSke kroni¢ne ocCne bolesti poput
pemfigoida trebalo bi lijecCiti i biti u remisiji najmanje jednu godinu prije bilo
kakve kirurSke manipulacije. Bolesnici s atopijskim konjuktivitisom mogu imati
koristi od lijeCenja topikalnimm ciklosporinom.

Entropij, ektropij, trihijaza i druge bolesti koje je mogucée lijeciti prijeko je
potrebno uciniti prije same keratoplastike. Upale vjeda treba lijeciti na
odgovarajuci nacin. Ako se ucini transplantacija limbalnih mati¢nih stanica, ne
preporucuje se keratoplastika najmanje tri mjeseca.

Identifikacija visokorizi¢nih bolesnika i prepoznavanje klini¢kih ¢imbenika
rizika za prevenciju reakcije odbacivanja bi trebalo biti ucinjena prije
transplantacije. Izbor davatelja tkiva, kako bi se postigla ABO kompatibilnost
primatelja i davatelja, moze se obaviti u visokoriziCnih bolesnika uz
postoperativni tretman ciklosporinom ili takrolimusom. Sustavna imunosupresija
u visoko rizicnog bolesnika je opcija, ako je opce zdravlje bolesnika dobro, ako
je visoka tolerancija lijekova, s time da su rizici u potpunosti objasnjeni
bolesniku. Treba biti jasan u komunikaciji s bolesnikom i opisati mu simptome
reakcije odbacivanja i naglasiti vaznost brze procjene i terapije. KliniCar uvijek
treba sumnjati na reakciju odbacivanja i misliti na atipicne oblike. Kona¢no, brza
i agresivna terapija s Cestom topikalnom primjenom kortikosteroida, a uzimajudi
u obzir i teSke reakcije s pulsnom intravenoznom terapijom steroidima u
akutnim oblicima, je jedini tretman koji omogucuje zaustavljanje reakcije

odbacivanja.
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2. HIPOTEZA

Transplantacija roZnice se danas smatra najizvodenijom i najuspjesnijom
trasnplantacijskom procedurom, s postotkom usjeSnost do 90%. Poznato je da
je vaskularizacija jedan od kljuénih C¢imbenika odbacivanja transplantata
roznice, i nalazimo je u 20% roznica za vrijeme keratoplastike. ViSesuradnitka
studija o transplantaciji roZnice definirala je transplantacije roznice ,visokog
rizika“® kao one koje predoperativho imaju neovaskularizacije roznice u dva ili
viSe kvadranata (31). Ista studija pokazala je udvostruc€en rizik od odbacivanja u
bolesnika s vaskularizacijom u sva Cetiri kvadranta. Nedavno je meta analiza to
i dokazala te pokazala da vecCi broj kvadranata roznice zahvacen
neovaskularizacijom poveéava i broj reakcija odbacivanja i broj odbacenih
transplantata (107). Uspjeh keratoplastike kod roznica s neovaskularizacijom
smanjuje uspjeh keratoplastike na 40% pri prvoj keratoplastici, pri ponovljenim i

vise.

Istrazivanja ukazuju da je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta jedan od
glavnih induktora angiogeneze, vaskulogeneze, te limfogeneze i u normalnim i

u patoloskim stanjima kako u raznim organima, tako i u roznici (2).

Dosadasnji radovi opsezno su se bavili prouc¢avanjem VEGF-a u
bolestima makule, dijabetiCke retinopatije te sekundarnim neovaskularizacijama

kod okluzije centralne vene i slicnim hipoksi¢nim stanjima (76, 77, 78, 79).

Sto se tie roznice, poznato je da se u keratokonusu, buloznoj
keratopatiji i raznim upalnim stanjima roznice nalazi povelana ekspresija
VEGF-a u odnosu na zdrave roZnice, a pronadena je pojaCana ekspresija

VEGF-a u reakciji odbacivanja transplantata (91, 92).

Metodom ELISE i imunohistokemije odredit ¢e se koli¢ina i mjesto
proizvodnje ovog citokina. Postoperativnim pregledima operiranih bolesnika
pratit ce se klinicki lokalni nalaz transplantata (znakovi, reakcije odbacivanja).
Naknadnom statistiCkom analizom traZit ¢e se korelacija razine i mjesta

proizvodnje VEGF- a i znakova odbacivanja transplantata.

Svrha ovog rada je pracenje kliniCkog tijeka transplantata roznice wu
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odnosu na predoperativho mjerenje vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta u
donorskoj roznici ¢ime se moze procijeniti vjerojatnosti reakcije odbacivanja i

odbacivanje transplantatata.

Hipoteza je da koli€ina i mjesto nastanka VEGF-a u patoloSkim
roznicama Kkorelira s viSim postotkom reakcije odbacivanja i odbacivanja

transplanatata.
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3. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su:

1.

Odrediti koli¢inu VEGF-a metodom ELISE u patoloSkim roZnicama
bolesnika koji su operirani perforativnom keratoplastikom
(transplantacija roznice), medusobno ih usporediti te ih usporediti

sa zdravim roZznicama kadavera.

Odrediti mjesto proizvodnje VEGF-a metodom imunohistokemije
na patoloskim roznicama u bolesnika Kkoji su operirani
perforativnom keratoplastikom (transplantacija roznice),
medusobno ih usporediti te ih usporediti sa zdravim roZznicama

kadavera.

Usporediti postoji li korelacija koli¢ina te mjesta nastanka VEGF-a

s postoperativnim znakovima odbacivanja transplantata.
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4. TVORIVA | METODE
4.1. Tvoriva (uzorak)
4.1.1. Ispitanici

U istraZivanje je bilo uklju¢eno 25 bolesnika koji su hospitalizirani radi
operacije perforativhe keratoplastike na Klinici za o¢ne bolesti, Klinicke bolnice
,oveti Duh“ Zagreb.

Uzorak ispitanika bio je prigodni: bolesnici koji su doSli na operativni
zahvat perforativne keratoplastike su bili upoznati s naCinom provedbe i svrhom
istraZivanja, a potpisivanjem informiranog pristanka dali svoju pisanu suglasnost
za sudjelovanje u istrazivanju.

Predoperativno su bolesnici pregledani radi evaluacije uzroka bolesti
roznice i vidnih funkcija bolesnika.

Prema intraoperativnom postupku, roznica se razrezala na dvije jednake
polovine. Jedna polovina se odmah uronila u 4% puferirani formalin i poslala na
Zavod za patologiju, Opce bolnice ,Dr. Josip Bencevic¢“, Slavonski Brod gdje su
uzorci uklopljeni u parafinske blokove, rezani na rezove debljine 3 pm. Nakon
toga ucinila se imunohistokemija uzoraka. Druga polovina stavila se u 0,5 ml
medija za pohranu (Cornea Max®, Eurobio, France) te analizirala komercijalnim
ELISA testom u Institutu ,Ruder Boskovic¢*, Zagreb.

Postoperativno su bolesnici praceni kroz tri godine radi prac¢enja znakova
odbacivanja transplantata i vidnih funkcija bolesnika.

Istrazivanje je odobreno od strane EtiCkog povjerenstva medicinskog
fakulteta u Zagrebu, Klini¢ke bolnice ,Sveti Duh“ u Zagrebu te Opée bolnice ,Dr.

Josip Bencevi¢“ u Slavonskom Brodu.

4.1.2. Kontrola skupina

U istrazivanje je bilo ukljuceno 25 roznica kadavera koji predstavljaju
kontrolnu skupinu. Roznice su uzete u postmortem razdoblju maksimalno za 24
sata od bolesnika preminulih u Opcoj bolnici ,Dr. Josip Bencevi¢® u

Slavonskom Brodu uz pisanu suglasnost obitelji za sudjelovanje u istrazivanju.

42



Pregledom medicinske dokumentacije, nalazom obdukcije i histoloS§kom
analizom iskljuene su maligne i upalne bolesti kao uzrok smrti bolesnika, a
pregledom roznice u fokalnoj rasvijeti iskljuene su zamucéene roznice ili vidljivo

stanje nakon intraokularne operacije (pr. stanje nakon operacije mrene).

4.1.3. Donorska roznica

Donorskoj roznici se predoperativno mijerio broj endotelnih stanica

spekularnim mikroskopom.

4.2. Metode

4.2.1. Pregled bolesnika

Predoperativni pregled bolesnika obavio se u razdoblju od 15. 10. 2006.
do 15. 3. 2007. na Klinici za o¢ne bolesti Klinicke bolnice ,Sveti Duh“ u Zagrebu
za vrijeme hospitalizacije radi perforativne keratoplastike.

Vidne funkcije koje su se ispitivale bile su:

1. odredivanje najbolje korigirane vidne oStrine (best corrected
visual acuity- BCVA) obavilo se na standardni nacin, koriStenjem
Snellenove tablice postavljene na Sest metara.

2. pregled prednjeg segemnta oka biomikroskopom se sastojao od
pregleda vjeda, spojnice, roznice, prednje oCne sobice, Sarenice i
lece

3. mjerenje oc€nog tlaka aplanacijskim tonometrom Goldman
tonometrom

4. pregled fundusa indirektnom oftalmoskopijom

Vidne funkcije su se ispitivale radi odredivanja uzroka bolesti roznice.

Bolesnici su podijeljeni u tri skupine prigodom pregleda roznice na
bimikroskopu predoperativno:

1. upalni s neoveovaskularizacijama

2. upalni bez neovaskularizacije
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3. neupalni

Upalni s neovaskularizacijama su imali neovaskularizacije roznice u
minimalno jednom kvadrantu sa znakovima inflamacije prednjeg segementa.
Upalni bez neovaskualarizacije su oni bolesnici koji su imali roznice sa
znakovima upale prednjeg segemnta, bez neovaskularizacije roznice. Neupalne
roznice su dio prednjeg segemnta koji ne pokazuje znakove inflamacije, ali ima
zamucenja roznice (npr. keratokonus, stari leukom i sl).

U postoperativhom tijeku svi bolesnici dobivali su istu topikalnu terapiju:
dexamatazon, neomicin, polimksin B kapi Cetiri puta i dexametazon, neomicin,
polimksin B mast jedanput kroz mjesec dana, hipromeloza kapi Cetiri puta i
dexpantenol gel dva puta trajno. Bolesnici s ve¢ jednom odbacenim
transplantatom postoperativno su bili lije€eni peroralnom terapijom
metilprednizolonom 1mg/kg uz postupno smanjivanje doze do Cetiri mg te su na
dozi odrzavanja bili mjesec ili viSe dana (ovisno o klini¢koj slici).

U slu€aju znakova odbacivanja transplantata lijeCili su se fortificiranom
topikalnom terapijom kortikosteroidima s individualiziranim pristupom ovisno o
klinickoj slici.

Postoperativno pracenje bolesnika trajalo je od listopada 2006. do oZujka
2010. godine na Kilinici za o¢ne bolesti ,Sveti Duh“ u Zagrebu i Poliklinici
~Svjetlost u Zagrebu. Bolesnici su se kontrolirali 1., 7., 14., 30. postoperativni
dan te 2., 3., 6.,12. ,18, 24, 36 mjesec u postoperativnhom tijeku, a drugim
terminima ovisno o klini¢koj slici.

Ispitivane su iste vidne funkcije bolesnika kao u predoperativhom
pregledu i trazili su se znakovi odbacivanja transplantata roznice ili stanje
odbacenog transplantata.

Znakovi odbacivanja transplantata podrazumijevali su sve oblike kliniCkih
znakova odbacivanja transplantata (subepitelni infiltrati, stromalno zamucenije,
endotelni precipitati). Nisu ukljueni bolesnici koji su imali samo defekt epitela,
bez drugih znakova odbacivanja transplantata.

Odbaceni transplantat definira se kao neprozirni transplantat kroz

minimalno tri mjeseca Ciji uzrok moze biti imunoloski ili neimunoloski.
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4.2.2. Analiza rozZnica

Odredivanje vaskularnog endotelnog €¢imbenika rasta metodom ELISA-e
se sastojalo od uzimanja uzoraka roznica bolesnika koji su se inkubirali u 500
gl medija za pohranu roznice (Corena Max, Eurobio, France) 24 sata u
inkubatoru na 37°C. Nakon inkubacije 100 ul od svakog uzorka koristeno je za
analizu. ImunoloSkom kvantifikacijom odredena koli¢ina VEGF-a roznice u
bolesnika i kontrolnih uzoraka (ELISA, R & D Systems, USA).

Za odredivanje vaskularnog endotelnog c¢imbenika rasta metodom
imunohistokemije je koristeno protutijelo VEGF (DAKO;Copenhagen, Denmark)
na Dako Autostainer aparatu. Odredivale su se izoforme VEGF-A: VEGF-121,
VEGF-165, i VEGF-189. Svi uzorci su prije imunohistokemijske reakcije
obradeni s EnVision FLEX Target Retrieval otopinom, visokog pH u PT Link-u.
Za vizualizaciju je koriSten oznaceni EnVision FLEX/HRP.

Imunohistokemijskom analizom je prikazana ekspresija VEGF-a u
epitelnim stanicama, stanicama strome i endotelnim stanicama roZnice
semikvantitativnom metodom, a rezultati su izrazeni kao: 0 (negativno), 1

(pozitivno).

4.3. StatistiCka obrada podataka

KoriStene statisticke metode pri analizi podataka bili su elementi
deskriptivne statistike. Od metoda inferencijalne statistike (grana statistike koja
se bavi utvrdivanjem statistiCke vaznosti u razlikama dobivenim na uzorcima)
koriSteni su Hi kvadrat test (X 2 test ) (kada je pojava mjerena u frekvencijama —
npr. doslo je, bilo je kratkotrajnin komplikacija, nije bilo kratkotrajnih
komplikacija), t-test (kada nas je zanimala razlika u aritmetiCkim sredinama
izmedu dvije skupine, kao kod raCuna povezanosti vrijednosti VEGF-a s
odbacivanjem transplantanta), analiza varijance (kada nas je zanimala razlika
izmedu viSe od dvije aritmetic¢ke sredine, kao kod usporedbe vrijednosti VEGF-a
izmedu Cetiri skupine bolesnika); Bonferroni test (za post hoc testiranje razlika
kada se koristi analiza varijance kao statistiCki test); Spearmanov koeficijent

rang korelacije (kada nas je zanimala povezanost dvije kontinuirane varijable,
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no nisu ispunjeni statistiCki preduvjeti za racun preciznijeg koeficijenta korelacije
— kao kod racuna povezanosti vrijednosti VEGF-a s vidnom oStrinom),
Friedmanov test (kada nas je zanimala razlika izmedu viSe skupina bolesnika,
no nisu zadovoljeni preduvjeti za raCun analize varijance — kao kod racuna
promjene u vidnoj ostrini kroz vrijeme) te Wilcoxonov test ekvivalentnih parova
(za post hoc testiranje razlika izmedu dvije skupine sudionika kada nisu
ispunjeni statistiCki uvjeti za racun t-testa kao u slu€aju promjene u vidnoj ostrini
tijekom vremena).

Sto se ti¢e stupnja statistitke vaznosti (oznatava se slovom p) smatralo
se kako je razina vjerojatnosti koja se proglasava vaznom ona od 5% (odnosno
p <0,05).
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5. REZULTATI
5.1. Deskriptivni podaci
5.1.1. Dob

ProsjeCna dob bolesnika u vrijeme penetratne keratoplastike bila je oko
55 godina (M = 55,4; SD = 18,608) (n = 25).

ProsjeCna dob kadavera bila je oko 75 godina (M = 74,7; SD = 11,605) (n
= 25).

5.1.2. Kvantitativne vrijednosti vaskularnog endotelnog c¢imbenika rasta u

roznici mjerenog metodom ELISA-e

Prosje¢na vrijednost VEGF-a u rozZnici bolesnika u vrijeme penetrantne
keratoplastike iznosila je M = 222,6 pg/ml; SD = 129,834. ProsjeCna vrijednost
VEGF-a u roznici kadavera iznosila je M = 142,3 pg/ml; SD 93,081 (Slika 8.)

250,0 222,6
200,0

142,3

150,0
pg/ml
100,0

50,0

0,0
bolesnici kontrolna skupina

Slika 8. Usporedba vrijednosti VEGF-a (pg/ml) u roznici bolesnika u vrijeme
penetratne keratoplastike i u roznici kadavera.

Razlika u vrijednosti izmedu skupine operiranih (bez obzira na dijagnozu)
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i kontrolne skupina bila je na rubu statisticke vaznosti (t =1,776; ss = 33; p =
0,085). Vidi se trend da su operirani bolesnici imali u prosjeku viSu vrijednost
VEGF-a (M = 222,6; SD = 129,834) od kontrolne skupine (M = 142,3; SD =
93,081).

5.1.3. Kvalitativne vrijednosti vaskularnog endotelnog uzroka rasta u roZznici

mjerenog metodom imunohistokemije

Sto se tite mjesta proizvodnje VEGF-a, kod 20% bolesnika nisu se
nasle stanice koje proizvode VEGF, za razliku od kontrolne skupine gdje nismo
nasli VEGF u 40% slucajeva. VEGF se naSao samo u endotelu kod 24%
bolesnika, niti u jednom kadaveru, u stromi kod 20%, a takoder se nije pronaslo

u stromi, a iz epitela kod 8% u bolesnika, a u 20% kod kadavera. (Slika 9.)

100,0% 100,0%

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0% 55,6%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

50,0%50,0%

nema epitel stroma endotel viSe slojeva

H bolesnici ™ kontrolna skupina

Slika 9. Usporedba mjesta proizvodnje VEGF-a u roznicama bolesnika u

vrijeme penetratne keratoplastike i u roznici kadavera.
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Nije postojala statistiCki vazna razlika u mjestu proizvodnje VEGF-a

izmedu bolesnika i kontrolne skupine.

5.2. Znakovi odbacivanja transplantata i odbacéeni transplantati

5.2.1. Ucestalost reakcije odbacivanja transplantata i odbacenih transplantata

Reakciju odbacivanja imalo je osam bolesnika (32%) dok je transplantant
odbacilo Sest bolesnika (24%) (Tablica1.)

Tablica 1. Prikaz broja bolesnika i postotka reakcije odbacivanja i konacnog

odbacivanja te postojanja komplikacija

n (broj bolesnika) (%)
reakcija odbacivanja
ne 17 (68,0)
da 8 (32,0)
ukupno 25 (100,0)
odbacivanje
transplantanta
ne 19 (76,0)
da 6 (24,0)
ukupno 25 (100,0)

Povezanost reakcije odbacivanja i konacnog odbacivanja roznice bila je
statistiCki vazna, Sto znaci da su oni bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja
ujedno i u vecoj mjeri i konacno odbacili transplantant (Fi = 0,618; p < 0,01).
Kao Sto se vidi iz Tablice 2., ve€ina bolesnika koji su imali reakciju odbacivanja
su u konachnici i odbacili transplantant — 5/8, odnosno oko 63%. Od bolesnika
koji nisu imali reakciju odbacivanja transplantanta, samo je jedan (oko 6%) u

konacnici i odbacio transplantant.
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Tablica 2. Povezanost reakcije

transplantanta

odbacivanja

stvarnog

reakcija odbacivanja

ne da
n (%) n (%)
stvarno ne 16 (94,1) 3 (37,95)
odbacivanje g5 1(5,9) 5 (62,5)
ukupno 17 (100,0) 8(100,0)

odbacivanja

Vrijeme stvarnog odbacivanja transplantanta bilo je u prosjeku oko 171
dan nakon operacije (M = 171,2; SD = 120,5; n = 6).

5.3. Kratkoroc¢ne i dugoroéne komplikacije penetrantne keratoplastike

Kratkotrajne komplikacije nakon penetratne keratoplastike definirane su

kao one koje su reverzibilne unutar 14 dana. Dugotrajne komplikacije su

definirane kao one koje su zahtijevale medikamentozni ili kirurski tretman.

Struktura komplikacije prikazana je u Tablici 3.
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Tablica 3. Struktura kratkotrajnih i dugoroénih komplikacija

komplikacije n (broj bolesnika) (%)

kratkotrajne komplikacije

nema 10 (40,0)
defekt epitela Fl. poz 14 (56,0)
hipotonija 1 (4,0)
ukupno 25 (100,0)
dugorocne komplikacije

nema 17 (68,0)
mrena 4 (16,0)
glaukom 2 (8,0)
glaukom + trabekulektomija i 1 (4,0)
vitrektomija

glaukom + mrena 1 (4,0)
ukupno 25 (100,0)

5.4. Povezanost dijagnoze s odbacivanjem transplantanta te

komplikacijama

U Tablici 4. prikazana je statisticka povezanost izmedu komplikacija, bilo
kratkotrajnih bilo dugorocnih te reakcije odbacivanja transplantata i odbacenih
transplantata, ali s obzirom na nalaz na biomiokroskopu predoperativno i
rasporedivanje bolesnika u tri skupine (upalni s neovaskularizacijama, upalni

bez neovaskularizacija te neupalne).
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Tablica 4. Prikaz uCestalosti reakcije odbacivanja, odbacivanja te komplikacija

ovisno o dijagnozi

1 2 3

2. ca-
n (%) n (%) n (%) X555 P
reakcija odbacivanja
ne 5 (45,5) 6 (85,7) 6 (85,7) 4,588; 2; 0,101
da 6 (54,5 1 (14,3) 1 (14,3)
ukupno 11 (100,0) 7 (100,0) 7 (100,0)
konaéno odbacivanje
ne 6 (54,5) 7(100,0)6 (85,7) 5,349; 2; 0,069
da 5 (45,5) 0 (0,0) 1 (14,3)
ukupno 11 (100,0) 7 (100,0) 7 (100,0)
kratkotrajne komplikacije
ne 4 (36,4) 3 (42,9) 3 (42,9) 0,108; 2; >0,05
da 7 (63,6) 4 (57,1) 4 (57,1)
ukupno 11 (100,0) 7 (100,0) 7 (100,0)
dugorocne komplikacije
ne 8 (72,7) 4 (57,1) 5 (71,4) 0,530; 2; >0,05
da 3 (27,3) 3 (42,9) 2 (28,6)
ukupno 11 (100,0) 7 (100,0) 7 (100,0)
LEGENDA: 1 = upalni s neovaskularizacijama; 2 = upalni bez

neovaskularizacije; 3 = neupalni; n = broj bolesnika; % = postotak bolesnika; x*;

ss; p = statisticka obrada i znaCajnost.

Nisu postojale statistiCki znatne razlike u reakciji odbacivanja, samom
odbacivanju transplantanta te kratkoroCnim i dugorocnim komplikacijama, no
moze se reCi kako se ocekivani trend nazire kod reakcije odbacivanja i
kona¢nog odbacivanja (kod kojeg je i rezultat na rubu statistiCke vaznosti).

Sto se tige reakcije odbacivanja i konaénog odbacivanja transplantanta,
dobiven je trend Kkoji pokazuje kako su reakciju odbacivanja/odbacivanje

transplantanta u najvec¢oj mjeri imali bolesnici u prvoj skupini, odnosno oni s
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dijagnozom upalnih promjena s neovaskularizacijama.

5.5. Odredivanje i usporedba vidnih funkcija prije i poslije operacije

Tablica 5. prikazuje vidne funkcije prije i poslije operacije penetrantne

keratoplastike.

Tablica 5. Prosjecna vidna oStrina i promjena u vidnoj ostrini tijekom vremena

VO QR n X SS; p

vidna ostrina prije

operacije 0,02 0,01-0,04 25 37,049; 4; <0,01
vidna ostrina sedam dana

poslije operacije 0,05 0,02-0,09 25

vidna oStrina jedan mjesec

poslije operacije 0,1 0,00-0,20 25

vidna ostrina Sest mjeseci

poslije operacije 0,1 0,00-0,28 25

vidna ostrina jednu godinu

poslije operacije 0,1 0,00-0,38 25

LEGENDA: VO = vidna ostrina; IQR = raspon vidne ostrine, n = broj bolesnika;
X% ss; p = statisticka obrada i znacajnost; *Friedmanov test za viSe zavisnih

uzoraka.

Friedmanovim testom za viSe zavisnih uzoraka provijerili smo razliku u
vidnoj ostrini tjekom vremena te se pokazalo kako se vidna oStrina statisticki
znatno mijenja tijekom vremena (x> = 37,049; ss = 4; p < 0,01).

Post hoc testiranje Wilcoxonovim testom ekvivalentnih parova pokazalo
je dobiveni trend poboljSanja vida linearan — odnosno da se vid stalno
poboljSavao (razlika izmedu vida prije operacije i vida sedam dana poslije
operacije: Z = - 2,768; ss = 23; p < 0,01; razlika izmedu vida sedam dana

poslije operacije i jedan mjeseca poslije operacije: Z = - 2,959; ss = 23; p <
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0,01; razlika izmedu vida jedan mjesec poslije operacije i Sest mjeseci poslije
operacije: Z = - 2,515; ss = 23; p < 0,05; razlika izmedu vida Sest mjeseci
poslije operacije i jednu godinu poslije operacije: Z = - 2,456; ss = 23; p<0,05).
Prosjecni predoperativni astigmatizam iznosio je 1,72 dioptrije. Prosjecni
postoperativni astigmatizam do godine iznosio je 4,3 dioptrije, a godinu dana

nakon skidanja kornealnih Sava 4,1 dioptriju.

5.6 Povezanost vrijednosti VEGF-a s vidnom ostrinom prije i poslije

operacije

Tablica 6. prikazuje statistiCku povezanost izmedu vrijednosti VEGF-a s

vidnom ostrinom prije i poslije operacije penetratne keratoplastike.

Tablica 6. Statisticka povezanost vrijednosti VEGF-a s vidnom o$trinom prije i

poslije operacije

vidna "v'df‘a vidna ostrina | vidna ostrina | vidna ostrina
. ostrina . . v . C| .
ostrina sedam jedan mjesec | Sestmjeseci | jednu godinu
prie . | dana poslije pOS"JG.:. poslue.:. poslu?
operacije operaciie operacije operacije operacije
rang korelacija  -0,427 -0,554 -0,672 -0,639 -0,692
SS 23 23 23 23 23
P <0,05 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

LEGENDA: rang korelacija; ss; P = Spearmanov koeficijent rang korelacije s

parametrima.

Vrijednost VEGF-a bila je statistiCki znatno povezana s vidom prije
operacije i u svim vremenskim toCkama nakon operacije. Sve povezanosti su
negativne, Sto znaci da Sto su bolesnici imali viSu razinu VEGF-a ujedno su
imali i manju vidnu ostrinu. Takve razine povezanosti spadaju pod ,umjereno
visoke®, a moze se vidjeti i da je odnos snazniji sto je viSe vremena proteklo od

operacije.
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5.6. Usporedba razine VEGF-a ovisno o dijagnozi

Tablica 7. prikazuje kvantitativno mjerene vrijednosti VEGF-a ELISA-om i
statistiCku usporedbu vrijednosti izmedu tri skupine bolesnika (upalni s
neovaskualrizacija, upalni bez neovaksualrizacije te neupalni) i skupine

kadavera.

Tablica 7. Usporedba vrijednosti VEGF-a izmedu Cetiri skupine bolesnika

skupina bolesnika M SD n F; (ss); p

upalni sa neovaskularizacijama 287,74 129,181 11 5,047; (3/31); p<0,01
upalni bez neovaskularizacije 227,64 84,590 7

neupalni 115,37 105,993 7

kontrolna skupina 142,28 93,081 25

Analiza varijance za nezavisne uzorke pokazala je kako postoji razlika u
razini VEGF-a ovisno o skupini bolesnika (F3/31)= 5,047; p < 0,01). Kako bismo
provjerili izmedu kojih skupina postoji statistiCki vazna razlika u razini VEGF-a,
proveli smo post hoc testiranje Bonferroni testom. Ako pogledamo aritmetiCke
sredine vrijednosti VEGF-a, vidimo kako je ona najveca za skupinu bolesnika s
dijagnozom upalnih promjena s neovaskularizacijama, a najmanja za skupinu
bolesnika s neupalnim promjenama. Post hoc testiranjem utvrdit ¢e se izmedu
kojih to€no skupina postoiji statistiCki vazna razlika u vrijednosti VEGF-a.

Post hoc testiranje Bonferroni testom pokazalo je kako statisti¢ki znatne
razlike postoje izmedu skupine bolesnika s wupalnim promjenama s
neovaskularizacijama i skupine bolesnika koji su imali neupalne promjene te
kontrolne skupine (na razini od 5%; p < 0,05). Niti jedna od drugih mogucih
usporedbi nije se pokazala statisticki vaznom — dakle, u statistickom smislu
razina VEGF-a jednaka je kod bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne
skupine. Ono $to se pokazalo je da se koli¢ina VEGF-a, u skupini s upalnim

promjenama bez neovaskularizacije, ne razlikuje statistiCki vazno od koli€ine
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kod skupine bolesnika s upalnim promjenama s neovaskularizacijama, ali niti od

skupine bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne skupine (Slika 10.).

350,0
300,0 287,7
250,0
200,0
pg/mi
150,0

100,0

50,0

0,0

upalni sa upalni bez neupalni kontrolna skupina
neovaskularizacijama neovaskularizacije

Slika 10. Prikaz vrijednosti VEGF-a (aritmetiCka sredina) ovisno o skupini

bolesnika
5.6.1. Povezanost razine VEGF-a s odbacivanjem transplantanta i
komplikacijama

Postojala je statisticki znatna povezanost razine VEGF-a s reakcijom

odbacivanja transplantanta (t = -2,456; ss = 23; p < 0,05) te konacnim

odbacivanjem transplantanta (t = - 3,054; ss = 23; p < 0,01) (Tablica 8.)
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Tablica 8. Povezanost vrijednosti VEGF-a s odbacivanjem transplantanta te

komplikacijama.

M (pg/ml) SD n t;ss; p
reakcija odbacivanja
ne 182,8 124,987 17  -2,456; 23; <0,05
da 307.,4 100,058
odbacen transplantat
ne 184,2 120,950 19  -3,054; 23; <0,01
da 344,3 70,000
kratkotrajne
komplikacije
ne 233,0 149,260 10 0,318; 23; >0,05
da 215,8 120,203 15
dugorocne komplikacije
ne 208,7 129,434 17  -0,774; 23; >0,05
da 252,2 134,291

LEGENDA: M(pg/ml) = prosje€na koli¢ina VEGF-a u roznici; SD = standardna

devijacija; n = broj bolesnika; t; ss; p = statistiCcka obrada i zna¢ajnost.

Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja su, u prosjeku imali i vecu
razinu VEGF-a (307,4 nasuprot 182,8). Bolesnici koji su odbacili transplantant
takoder su imali viSu razinu VEGF-a od bolesnika koji nisu odbacili
transplantant (344,3 nasuprot 184,2).

Razina VEGF-a nije bila povezana s kratkotrajnim i dugorocnim

komplikacijama.

5.7. Razlika u vrijednosti VEGF-a ovisno o mjestu proizvodnje

Postojala je statistiCki znatna razlika u vrijednosti VEGF-a ovisno o

mjestu proizvodnje (Fuas0) = 91,208; p < 0,05). Vrijednost VEGF-a bila je
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najveca kada se proizvodio u viSe od jednog sloja, a najmanji kada je
proizvoden u epitelu. Post hoc testiranje pokazalo je kako je statistiCki znatna
razlika u vrijednosti VEGF-a postojala izmedu strome i endotela te endotela i

'viSe slojeva', na razini od 5% (p < 0,05) (Tablica 9.)

Tablica 9. Usporedba vrijednosti VEGF-a ovisno o mjestu proizvodnje

skupina bolesnika M(pg/ml) SD n F; (ss); p

viSe slojeva 278,7 143,806 11 91,208; 4/30, <0,05
endotel 253,8 51,771 6

stroma 169,9 114,121 5

nema 121,4 76,142 9

epitel 114,4 108,051 4

LEGENDA: M(pg/ml) = prosjecna koli¢ina VEGF-a u roznici; SD = standardna

devijacija; n = broj bolesnika; t; ss; p = statistiCcka obrada i zna€ajnost.

5.7.1. Povezanost mjesta proizvodnje VEGF-a s odbacivanjem transplantanta

te komplikacijama

U Tablici 10. prikazana je statistiCka povezanost izmedu komplikacija,
bilo kratkotrajnih bilo dugoroCnih te reakcije odbacivanja transplantata i
odbacenih transplantata s obzirom na mjesto proizvodnje VEGF-a odredivanih

metodom imunohistokemije.
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Tablica 10. Povezanost mjesta proizvodnje VEGF-a s odbacivanjem

transplantanta te komplikacijama

nema epitel stroma endotel viSe slojeva

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) X"; ss; p

reakcija odbacivanja

ne 5 (100,0) 2 (100,0) 3 (60,0) 4 (66,7) 3 (42,9) 5,480;4;>0,05
da 0 (0,00 0 (0,00 2 (40,0) 2 (33,3) 4 (57.1)
ukupno 5 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 6 (100,0) 7 (100,0)

konac¢no odbacivanje

ne 5 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 4 (66,7) 3 (42,9) 8,292;4; 0,081
da 0 (0,00 0 (0,00 0 (0,00 2 (33,3) 4 (57.1)
ukupno 5 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 6 (100,0) 7 (100,0)

kratkotrajne komplikacije

ne 2 (40,0) 0 (0,00 2 (40,0) 2 (33,3) 4 (57,1) 2,302;4;>0,05
da 3 (60,0) 2 (100,0) 3 (60,0) 4 (66,7) 3 (42,9)
ukupno 5 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 6 (100,0) 7 (100,0)

dugoro€ne komplikacije

ne 5 (100,0) 1 (50,0) 2 (40,0) 5 (83,3) 4 (57,1) 5,480;4;>0,05
da (0,00 1 (50,00 3 (60,00 1 (16,7) 3 (42,9)

ukupno (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 6 (100,0) 7 (100,0)

o O

LEGENDA: n = broj bolesnika; % = postotak bolesnika; x*; ss; p = statisti¢ka

obrada i znacCajnost.

Nije postojala statistiCki vazZna povezanost reakcija odbacivanja
transplantanta, stvarnog odbacivanja te kratkoroCnih i dugoro¢nih komplikacija s
mjestom proizvodnje VEGF-a. Blizu statisticke vaznosti bila je povezanost
kona¢nog odbacivanja transplantanta i mjesta proizvodnje VEGF-a.

Sto se tite eventualne povezanosti kona¢nog odbacivanja transplantanta
i mjesta proizvodnje VEGF-a, vidi se kako je dobiven trend da se odbacivanje
transplantanta javilo samo kod bolesnika kod kojih se VEGF proizvodio u
endotelu, odnosno u viSe slojeva.

Nije postojala statisticki znatna razlika u vidnoj ostrini ovisno o mjestu
proizvodnje VEGF-a (F16/80) = 6,683; p > 0,05).
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5.8. Status donorske roznice

Broj endotelnih stanica u donorskim roznicama u prosjeku je iznosio oko
2317 (ES =2 316,8; SD = 333,328; n = 25). Roznice su klasificirane kvalitetom
prigodom dono$enja u O¢nu banku, i pripremanja rozni¢noskleralnog prstena,
od jedan do pet s time da je vrijednost pet oznaCavala odli¢ne (prozirne, bez
defekta epitela, bez edema roznice ili nabora Descemetove mebrane). 11 (44%)

roznica bilo je odli¢ne kvalitete, 14 (56%) vrlo dobre kvalitete.

5.8.1. Povezanost kvalitete donorske rozZnice, broja endotelnih stanica s

odbacivanjem transplantata i komplikacijama

Nije postojala statistiCki znatna razlika u reakciji odbacivanja, konacnom
odbacivanju te kratkotrajnim i dugoroCnim komplikacijama ovisno o
procijenjenoj kvalitete.

Nije postojala statistiCki znatna razlika u vidnoj oStrini ovisno o
procijenjenoj kvaliteti roznice (Fg/40)= 0,700; p > 0,05).

Nije postojala statistiCki znatna povezanost broja endotelnih stanica s
reakcijom odbacivanja, odbacivanjem transplantanta te kratkotratrajnim i

dugoro¢nim komplikacijama (Tablica 11.)
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Tablica 11. Povezanost broja endotelnih stanica donorske roznice s reakcijom

odbacivanja, odbacivanjem transplantanta te komplikacijama

ES SD n t;ss; p
reakcija odbacivanja
ne 2325,47 300,115 17 0,187; 23; >0,05
da 2298,25 417,723
odbacivanje
ne 2358,26 312,329 19 1,113; 23; >0,05
da 2185,33 393,529
kratkotrajne komplikacije
ne 2240,80 310,593 10  -0,928; 23; >0,05
da 2367,40 348,692 15
dugoro€ne komplikacije
ne 2261,12 276,062 17  -1,230; 23; >0,05
da 2435,00 428,076

LEGENDA: ES = prosjeCan broj endotelnih stanica roznice; SD = standardna

devijacija; n = broj bolesnika; t; ss; p = statistiCcka obrada i zna€ajnost.
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6. RASPRAVA

Sljepoc¢a nastala kao rezultat rozni¢nih bolesti (degenerativnih, distrofija,
infekcijskih te inflamatornih) kao osnovni oblik lije¢enja ima transplantaciju
roznice. Broj transplantacija roznice ovisi o dostupnosti donorske roznice, sto je
i nama bio jedan od ograni¢avajucih ¢imbenika u ovoj studiji.

Transplantacija roznica je naj¢esc¢e transplantirano tkivo u svijetu.

Uspjeh perforativne keratoplastike ovisi o indikaciji za transplantaciju. 10-
godiSnje prezivljenje transplantata kod keratokonusa je 89%, Fuchsove
roznicne distrofije 73%, neherpetiCnih rozni¢nih oZillkaka 70%, herpti¢nih
roznicnih oZziljaka 60%, kod pseudofakicnih i afakicnih rozni¢nih edema 40%, a
37% kod retransplantacije roznice (10).

Reakcija transplantata je najceSc¢i uzrok odbacivanja transplantata.
Podaci o znakovima odbacivanja rezultata ovise o mnogim uzrocima, sli¢nim
onima koji utjeCu na odbacivanje transplantata: visokorizicne keratoplastike
(roznice s neovaskularizacijama), prijaSnje odbacivani transplantati,
intraoperativne komplikacije, predoperativni glaukom, nedostatak limbalnih
stanica, zamucenje roznice nakon traume (posebno alkalijama), stanju
donorske roznice i sl. (149). Ocekivano odbacivanje transplantata nakon
reakcije transplantata se krece od 7 do 20% (149, 150, 151).

Pojavnost prve reakcije transplantata nakon perforativne keratoplastike
se kre¢e ukupno do 20% (151, 152).

Nasi rezultati su pokazali reakciju odbacivanja u osam bolesnika (32%)
dok je transplantant odbacilo Sest bolesnika (24%).

Povezanost reakcije odbacivanja i konacnog odbacivanja roznice bila je
statistiCki znatna, Sto znaci da su oni bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja
ujedno i u veéoj mjeri i kona¢no odbacili transplantant (Fi = 0,618; p < 0,01).

Vrijeme odbacivanja transplantanta bilo je u prosjeku oko 171 dan nakon
operacije (M =171,2; SD = 120,5; n = 6).

lako je najCes¢a komplikacije transplantacije roznice reakcija odbacivanja
transplantata roznice, reverzibilni defekt epitela transplantata roznice, mrena,
postoperativni astigmatizam, te postkeratoplasticni glaukom su Cesti klinicki
problemi koji kompliciraju keratoplastiku.

Dohlman je jo§ 1957. opisivao poremecaje epitela donora roznice koji su
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reverzibilni obicno od 6 do 10 dana nakon operacije jer zbog izrazite aktivnosti
bazalnih stanica epitela roznice, oCekuje se totalna reparacija stanica epitela
roznice. Neki podaci pokazuju da promjene epitela i ranom postoperativnom
razdoblju se mogu nadi i do 63% bolesnika (154). Taj je broj ovisan prije svega
o stanju okularne povrsine, pa upale vjeda, poremecaj suznog filma, kvaliteta
donorske roznice, a i dob primatelja znatno utjeCu na njegovu pojavnost. U
slu€aju dugotrajnog defekta roznice koji ne pokazuje znakove cijeljenja, zapravo
prelazimo u definiciju epitelnog odbacivanja roznice koji zahtjeva
nestandandardne oblike lijeCenja u postoperativnom razdoblju poput
permanentne tarzorafije, primjene meke terapeutske kontaktne le¢e, minimalne
primjene topikalnih kortikosteroida, uvodenje oralnih kortikosteroida, primjena
topikalnih ¢imbenika rasta ili amnijske membrane i sl.

Nakon perforativhe keratoplastike u gotovo 25% bolesnika se razvija
odredeni stupanj nuklearne ili kortikalne mrene unutar prvih pet godina.
Primjena kortikosteroida u postoperativnom razdoblju i intraoperativna
manipulacija Sarenice mogu pridonijeti razvoju katarakte (155,156). Ipak,
operacija mrene u oku koje je dozZivjelo perforativhu keratoplastiku moZze
sigurno biti izvedena s nekoliko izmjena u kirurSkom planiranju i tehnici.

Prosje¢ni astigmatizam nakon perforativne keratoplastike nalazi se u
rasponu od Cetiri do Sest dioptrija (157). Mnos8tvo uzroka doprinosi
prekomjernom astigmatizmu, a to su primjerice predoperativho stanjena i
neovaskularizirana roznica primatelja, ekscentriCno trepanirana roznica donora
ili primatelja, ili neuspjeSno odstranjena periferna patologije keratokonusa.
Kvaliteta zacjeljivanje rana, astigmatizam donora roznice, napetost, duzina,
dubina, i konfiguracija Savova roznice takoder su bitni (158).

Glaukom koji nastaje nakon keratoplastike je vazan klini¢ki problem zbog
svoje ucCestalosti pojavijivanja, poteSko¢e u prepoznavanju te pracenju i
sloZenosti lijedenja i kontroliranja. Cesto ne reagiraju na medikamentoznu
terapiju, a kirurSke alternative mogu dovesti do reakcije odbacivanja ili
konaCnog odbacivanja transplantata. Ako glaukom ostane nekontroliran,
nepovratni gubitak vida nastaje od progresivhog ostecenja vidnog Zzivca, a
prozirnost transplantata moZe biti ugroZzena oSteCenjem endotelnih stanica
(159). Prakticna definicija glaukoma nakon penetrantne keratoplastike je
intraokularni tlak vecéi od 21 mmHg, s ili bez pridruzenog gubitka vidnog polja ili
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promjena vidnog Zzivca, Sto zahtijeva medikamentoznu terapiju. Goldberg i
suradnici (160) nasli su poviSen intraokularni tlak koji se dogodio u ranom
postoperativnom razdoblju u 23% bolesnika, a dugoro¢no gledano (tri mjeseca
i vise) u 27% oc€iju nakon keratoplastike. 28% od tih ociju je imalo prije
operacije glaukom. Simmons i kolege (161) izvijestili su ucestalost kroni¢no
poviSenog intraokularnog tlaka u 34% ociju nakon keratoplastike operiranih od
strane jednog kirurga. Prosje¢no vrieme do prvog zabiljeZzenog povecanja
intraokularnog tlaka bilo je Sest mjeseci, mnogo dulje nego u drugim
istrazivanjima. Samo 2% od oc€iju u ovom radu bila je potrebna kirurSka
terapija. Afakija, ponovljena keratoplastika su osim predoperativhog glaukoma
uzroci rizika za postoperativni glaukom.

U nasem istraZivanju 56% bolesnika imalo je prolazne promjene epitela
roznice nakon keratoplastike, 8to odgovara podacima iz literature. Jedan
bolesnik imao je postoperativhu hipotoniju, ali radilo se o bolesniku koji je imao
prije toga vitrektomiju radi ablacije mreznice. Vrijednosti intraokularnog tlaka su
se stabilizirale nakon 14 dana uz fortificiranu kortikosterodinu terapiju.

Sto se tite dugoroénih komplikacija, 20% nasih bolesnika je unutar tri
godine razvilo mrenu koju je bilo potrebno operirati. Povecani o¢ni tlak, nakon
perforativne keratoplastike, imalo je 16% bolesnika od kojih je 4% zahtijevalo
operativni tretman.

Nisu postojale statistiCki vazne razlike u reakciji odbacivanja i konacnhom
odbacivanju transplantanta te kratkoroCnim i dugorocnim komplikacijama, no
moze se reCi kako se ocekivani trend nazire kod reakcije odbacivanja i
kona¢nog odbacivanja (kod kojeg je i rezultat na rubu statistiCke vaznosti), Sto
potvrduje Cinjenicu da postoperativhe komplikacije odreduju uspjeh operacije.
Sto se ti¢e reakcije odbacivanja i konaénog odbacivanja transplantanta, dobiven
je trend koji pokazuje kako su reakciju odbacivanja i/ili odbacivanje
transplantanta u najveéoj mjeri imali bolesnici u prvoj skupini, odnosno oni s
dijagnozom upalnih promjena s neovaskularizacijama. Takve podatke objavili
su i autori ranije upuc€ujuc¢i na to da neovaskularizacija roznice pogorSava
prognozu perforativne keratoplastike (107).

Post hoc testiranje Wilcoxonovim testom ekvivalentnih parova pokazalo
je dobiveni trend poboljSanja vida linearan. Razlika se pokazala kao statistiCki
vazna (p < 0,05) u vidnoj ostrini prije i poslije operacije. Prosje¢ni predoperativni
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atsigmatizam iznosio je 1,72 dioptrije. ProsjeCni postoperativni astigmatizam do
godine iznosio je 4,3 dioptrije, a godinu dana nakon skidanja kornealnih Savova
4,1 dioptriju. Na osnovi nekoliko studija, 15 - 31% bolesnika podvrgnutih
penetrantnoj keratoplastici mogu razviti postoperativni astigmatizam veci od pet
dioptrija (162). Astigmatizam moZze biti nepravilan s pripadajucom aberacijom
viSseg reda koje u konacCnici mogu ograni€iti maksimalnu vidnu oStrinu. To
objasnjava zaSto vidna ostrina nakon penetratne keratoplastike u 10 do 20%
sluCajeva se ne moze Kkorigirati naoCalama ili kontaktnim le¢ama, nego
zahtijeva druge operativne tehnike (163). 2013. Fejza je objavio da koli€ina
postoperativhog astigmatizma ovisi o vrsti i naCinu koristenja trepanatora i da
iznosi od 2,23 do 3,5 dioptrije prije skidanja Savova roznice, od 2,29 do 3,85
poslije skidanja Savova (164).

Sto se tie donorske roznice ne postoje jasno definirani uzroci rizika koji
su povezani odbacivanjem transplantata, ali navode se trauma ili odredeni
uzrok smrti donora, dob donora iznad 70 godina, dulje vrijeme skladiStenja
roznice, oSteCenja endotela tijekom pripreme i kirurSka trauma (165, 166).
Endotelna gustoca stanica moze biti vazniji uzrok od dobi donora, iako su ova
dva uzroka u korelaciji. Ipak, ni ,Cornea Donor Study“ niti the ,Australian Graft
Registry” nije objavio nikakvu korelaciju izmedu stani¢ne gustoce ili dobi donora
i dugoroénog preZivljenja transplantata (167,168). Spekularna mikroskopija s
odredivanjem gustoce endotelnih stanica je prijeko potrebna u predoperativnom
postupku transplantacije roznice.

Gustoc¢a endotelnih stanica u donorskim roZnicama naseg istrazivanja u
prosjeku je iznosio oko 2 317 stanica /mm? (+ 333,328). Nije postojala statisticki
vazna povezanost broja endotelnih stanica s reakcijom odbacivanja,
odbacivanjem transplantanta te kratkotratrajnim i dugoro¢nim komplikacijama.

Transplantacija roznice je najstarija, ali najuspjeSnija metoda
transplantacije tkiva. Kao $to je re€eno, uspjeh transplantacije dolazi do brojke
90% u dvogodiSnjem prezivljenju, i bez prije toga ucinjene tkivhe podudarnosti
(HLA) (169). Suprotno, prezivljenje transplantata koji se smjesta na mjesto prije
toga vaskularizirane roznice, koja je izgubila imunoloski privilegij, pada ispod
50% (i uz lokalnu i sustavnu imunosupresiju) (119, 148). Neovaskularizacija
roZnice koja se nalazi u primatelja prije postupka keratoplastike identificirana je
kao snazan uzrok za imunoloSku reakciju odbacivanja transplantata, i u
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Klinickim uvjetima, i u ispitivanjima na dobro definiranim modelima
transplantacije roznice u miSeva (119, 170). Takoder, iako bimiokroskopski
nevidljive, limfne Zile roznice su u korelaciji s krvnim Zilama roznice i doprinose
prezentaciji antigena i reakciji odbacivanja (84, 90, 171).

Nakon keratoplastike blaga rozni€na neovaskularizacija se uglavnom
dogada, i u roznicama primatelja koje prije nisu imale znakove evidentne
neovaskularizacije (95). Rast novih krvnih Zila od limbusa prema transplantatu
moze se naci u 50% roznice unutar prve godine nakon keratoplastike, a 10%
urasta u transplantat i nastavlja rast centralno (108).

Rizicni Cimbeniki za neovaskularizaciju roznice nakon keratoplastike koji
nemaju aktivne upalne promjene, su prijasnja rozni¢na neovaskularizacija i
perzisteni epitelni defekt roZznice (106). Nedavno, meta analiza je pokazala da
veCi broj kvadranata roznice zahvaden neovaskularizacijom povecava broj
reakcija odbacivanja i broj odbacenih transplantata (107).

Kroz nekoliko desetlje¢a otkriveni su mnogi cimbeniki koji poticu
angiogenezu kao Sto su angiopoetini, transformirajuci uzrok rasta, epidermaini
Cimbenik rasta, ¢imbenik tumorske nekroze, ali proteini obitelji VEGF smatraju
se najbitnijim angiogenim uzrocima koji kontroliraju formiranje krvnih zila (55).

IstraZivanja ukazuju da je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta jedan od
glavnih induktora angiogeneze, vaskulogeneze, te limfogeneze i u normalnim i
u patoloskim stanjima kako u raznim organima, tako i u roznici (2).

Dosada$nji radovi opsezno su se bavili prouc¢avanjem VEGF-a u
bolestima makule, dijabetiCke retinopatije,te sekundarnim neovaskularizacijama
kod okluzije srediSnje vene i slicnim hipoksi¢nim stannjima (76, 77, 78, 79).

Sto se tige razligitih dijagnoza roznice, poznato je da se u keratokonusu,
buloznoj keratopatiji i raznim upalnim stanjima roznice nalazi povecana
ekspresija VEGF-a u odnosu na zdrave roznice (172).

Imunolo$ki privilegij roznice omogucava uspjeSnu transplantaciju rozZnice,
i bez uporabe profilakse, kod transplantacija niskog rizika (173). Reakcija
odbacivanja trasnplantata moze zahvatiti rozni¢ni epitel i stromu, mjesta koja
imaju manje posljedice na vidnu ostrinu jer je reakcija odbacivanja uglavhom
reverzibilna na topikalnu kortikosterodinu terapiju (7). U suprotnosti, endotelna
reakcija odbacivanja uniStava endotelne stanice $to vodi prema trajnom
odbacivanju transplantata. To se dogada radi gubitka funkcije endotelne crpke.
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Ta funkcija ovisi o broju endotelnih stanica koji je prosjecno potreban oko 2 500
stanica na mm?.

Dokazano je da postojanje rozniCne upale, vaskularizirana stroma
roznice primatelja i prijasSnje odbaceni transplantati povecavaju rizik endotelne
reakcije odbacivanja trasnplantata. Te KkliniCke situacije povecavaju rizik
odbacivanja na 50% u pet godina (174).

Angiogeneza i upala obi¢no dijele zajednicki put. Razne upalne stanice
kao odgovor na upalni stimulus, imaju klju¢nu ulogu u proizvodnji raznih
Cimbenika rasta, angiogenih Cimbenika, kemokina i citokina. Roznicni epitel
moze proizvesti takoder mnoge upalne citokine, a i sam je istodobno izlozZzen
njihovom utjecaju iz suznog filma, ili od stromalnih stanica roznice.

Shoshani je pronasao povecanu ekspresiju VEGF, IL -1(3; IL — 8; MMP -
1 i MMP - 9 u rozni€nom epitelu bolesnika s buloznom keratopatijom, u odnosu
na zdrave roznice (145).

VEGF se moze naéi u roznicnom epitelu, endotelu, vaskularnim
endotelnim stanicama limbalnih krvnih Zila i keratocitima. Ekspresija je znatno
povec¢ana u epitelnim stanicama uplanim roznca, vaskularnim endotelnim
stanicama, makrofagima, fibroblastima. Zheng je pokazao da VEGF
koncentracije su znatno poviSene u vaskulariziranim roznicama nego u
normalnim roznicama (175).

Opisano djelovanje VEGF ja proinflamatorno u kroni¢noj upali (176).
Glavna proinflamatorna funkcija se smatra onom u inicijaciji upalne kaskade.
Jedan od glavnim stimulusa je tada hipoksija, Sto sugerira da je proizvodnja
VEGF-a lokalna unutar transplantata (177). Daljnja proizvodnja potiCe se
upravo upalnim stanicama i lokalnom proizvodnjom citokina, faktira rasta i sl.

Do sada je prouCavan i utjecaj drugih citokina u odbacivanju
transplantata koji naruSavaju imunoloski privilegij. Tako je pronadena pojacana
ekspresija i IL - 1a u upalnim roZnicama u odnosu na one koje nisu upalne
(178). Zanimljivo je da isti autori opisuju da je proizvodnja IL - 1 a znatno veca u
neupalnih roznica u odnosu na kontrolnu skupinu, Sto autori objaSnjavaju
Cinjenicom da upravo predoperativni klinicki pregled nije dovoljan da iskljuci
evidentne znakove upale. Ipak u toj skupini neupalnih roznica odbacivanje
transplantata je bilo nisko. Usporedujuéi tu studiju s nasom, je Sto su autori u
skupinu neupalnih roznica uvrstili obuloznu keratopatiju.
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U ovoj studiji, kao i prije objavljenim (82, 145) pronadene su povisene
prosje¢ne vrijednosti VEGF-a u patoloski promijenjenim roznicama koje su
podvrgnute perforativnoj keratoplastici (M = 222,6 pg/ml), u odnosu na roznice
kadavera (M = 142,3 pg/ml). Razlika je bila na rubu statisticke vaznosti (p =
0,085), ali s trendom viSih vrijednosti u operiranih bolesnika.

StatistiCki znatne razlike postoje izmedu skupine bolesnika s upalnim
promjenama s neovaskularizacijama i skupine bolesnika koji su imali neupalne
promjene te kontrolne skupine (p < 0,05). Razina VEGF-a jednaka je kod
bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne skupine, $to je vjerojatni razlog
ne postojanja statistiCke vaznosti izmedu patoloski promijenjenih roznica i
kadavera. Ono Sto se pokazalo jest da se koli¢ina VEGF-a u skupini s upalnim
promjenama bez neovaskularizacije ne razlikuje statistiCki znatno od koli€ine
kod skupine bolesnika s upalnim promjenama s neovaskularizacijama, ali niti od
skupine bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne skupine kadavera sto
zapravo predstavlja najzanimljiviju skupinu za promatranje.

Poznato je da citokini, uzroci rasta i enzimi koji sudjeluju u razgradnji
matriksa imaju bithu ulogu u upalama oc€ne povrSine, cijeljenju rane i
angiogenezi. VEGF je potentan angiogeni ¢imbenik koji ima ulogu u normalnoj i
patolosSkoj vaskulo i angiogenezi (59) . Rizi¢ni ¢imdbenici angiogeneze su
upalne promjene, gubitak limbalnih stanica roznice, infekcije, alkalne ozljede
roznice i sl (146). Angiogeneza i upala Cesto dijele zajedniCki put koji vodi
kroni€nim promjenama teSko dostupnom uspjeSnom izlje€enju (147).
Najvjerojatnije se smatra da je upravo VEGF klju€ni uzrok izmedu razvoja
stanicne imunosti u reakciju angiogeneze.

S obzirom na to da nalazimo VEGF i u normalnim roZnicama, a da mu
se ekspresija potiCe prije svega upalnom reakcijom, za oCekivati je povecana
ekspresija VEGF u patoloski promijenjenim roznicama, a posebno u roznicama
s evidentnim neovaskularizacijama sto smo i dobili u naSem istrazivanju. Kako u
roznicama koje su podrvgnute Kkeratoplastici radi dekompenziranog
keratokonusa, keratoglobusa nije bilo znatnih znakova upale, vrijednost VEGF-
a sli¢niji je skupini roznica u kadavera. Skupina upalno promijenjenih roznica
bez evidentne neovaskularizacije roznice imala je razliCite vrijednosti VEGF,
Sto se moze objasniti razli€itim stupnjem upalnog procesa i indukcijom citokina i

¢imbenika rasta.
68



Sto se ti¢e mjesta proizvodnje, kod 20% bolesnika nisu se nasle stanice
koje proizvode VEGF, za razliku od kontrolne skupine gdje nismo nasli VEGF u
40% sluCajeva. VEGF se nasao samo u endotelu kod 24% bolesnika, niti u
jednom kadaveru, u stromi kod 20%, a takoder se nije prona$lo u stromi, a iz
epitela kod 8% u bolesnika, a u 20% kod kadavera.

Nije postojala statistiCki znatna razlika u mjestu proizvodnje VEGF-a
izmedu bolesnika i kontrolne skupine.

Nije postojala statistiCki znatna povezanost reakcija odbacivanja
transplantanta, stvarnog odbacivanja te kratkoroCnih i dugoro¢nih komplikacija s

mjestom proizvodnje VEGF-a.

|z literature se zna, da u normalnoj roznici VEGF se esprimira u
epitelnim, endotelnim stanicama roznice, endotelnim stanicama limbalnih krvnih
Zila te blago u keratocitima (82). Znatna razlika je u ekspresiji VEGF-a se moze
naci u epitelu upalne roznice, na endotelu novih krvnih zila, posebno ako su u
okruzenju s infiltriranim makrofagima, endotelu rozZnice, te blaze u keratocima
odnosu na normalne roznice i upalnim stanicama u stromi roznice (82).

Vrijednost VEGF-a bila je statistiCki znatno povezana s vidom prije
operacije i u svim vremenskim toCkama nakon operacije. Sve povezanosti su
negativne, Sto znaci da Sto su bolesnici imali viSu razinu VEGF-a, ujedno su
imali i manju vidnu oStrinu.

lako je nastanak reakcije odbacivanja najceS¢i u prvoj godini nakon
transplantacije, klasi¢na slika odbacivanja moze se javiti bilo kada nakon
operacije (118), stoga smo u naSem istrazivanju pratili bolesnike kroz tri godine.

Dana (2007.) i Wallace (2004.) su pokazali da je pojaCana ekspresija
VEGF u reakciji odbacivanja transplantata (91, 92).

Znajuéi da se VEGF smatra klju¢nim ¢imbenikom vaskularizacije, a da
evidentna neovaskularizacija roZnice smanjuje prezivljenje transplantat
istrazivali smo korelaciju koliCine i mjesta proizvodnje VEGF-a u roznici
mjerenog metodom ELISE i odbacivanja tranplantata rozZnice, ali i korelaciju
klinicki evidentnih stanja neovaskularizacije roznice i upalnih stanja roznice koji
stimuliraju proizvodnju VEGF-a i neovaskularizaciju s i oCekivanih vrijednosti
VEGF-a.

NasSe je istrazivanje pokazalo postojanje statistiCki znatne povezanosti
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razine VEGF-a s reakcijom odbacivanja transplantanta (t = - 2,456; ss = 23; p <
0,05) te kona¢nim odbacivanjem transplantanta (t = -3,054; ss = 23; p < 0,01).
Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja su, u prosjeku imali i vecu razinu
VEGF-a (307,4 nasuprot 182,8). Bolesnici koji su odbacili transplantant takoder
su imali viSu razinu VEGF-a od bolesnika koji nisu odbacili transplantant (344,3
nasuprot 184,2). Istrazivanje je potvrdilo rezultate Dana i Wallaca.

Razina VEGF-a nije bila povezana s kratkotrajnim i dugoroCnim
komplikacijama.

ProuCavanje korelacije klinickog predoperativnog pregleda roznice i
oCekivanih vrijednosti VEGF-a analiza varijance za nezavisne uzorke pokazala
je kako postoji razlika u razini VEGF-a ovisno o skupini bolesnika (F/31) =
5,047; p < 0,01) rasporedenih po predoperativnoj dijagnozi. Kako bismo
provjerili izmedu kojih skupina postoji statistiCki znatna razlika u razini VEGF-a,
proveli smo post hoc testiranje Bonferroni testom. Ako pogledamo aritmetiCke
sredine vrijednosti VEGF-a, vidimo kako je ona najveca za skupinu bolesnika s
dijagnozom upalnih promjena s neovaskularizacijama, a najmanja za skupinu
bolesnika s neupalnim promjenama. Post hoc testiranjem utvrdilo se izmedu
kojih to€no skupina postoji statisti¢ki znatna razlika u vrijednosti VEGF-a. Post
hoc testiranje Bonferroni testom pokazalo je kako statistiCki znatne razlike
postoje  izmedu  skupine bolesnika s upalnim promjenama s
neovaskularizacijama i skupine bolesnika koji su imali neupalne promjene te
kontrolne skupine (na razini od 5%; p < 0,05). Niti jedna od drugih mogucih
usporedbi nije se pokazala statisticki vaznom — dakle, u statistickom smislu
razina VEGF-a jednaka je kod bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne
skupine. Ono Sto se pokazalo je da se kolicina VEGF-a u skupini s upalnim
promjenama bez neovaskularizacije ne razlikuje statistiCki znatno od koli€ine
kod skupine bolesnika s upalnim promjenama s neovaskularizacijama, ali niti od
skupine bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne skupine.

Dobiveni podaci upucuju da samo evidentna neovaskularizacija roznice
eksprimira oCekujuce znatne (patoloske) koli¢ine VEGF-a.

Kod drugih dijagnoza, gdje ne nalazimo evidentne neoavskularizacije,
prijeko je potrebno odrediti metodom ELISE koli¢inu VEGF-a koje bi nas uputila
u mogucu vjerojatnost reakcije odbacivanja transplantata roznice.

Znajuéi da je VEGF jedan od klju¢nih ¢imbenika koji nam moze upucivati
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na vecu vjerojatnost odbacivanja transplantata, otvara se mogucnost novih
terapijskih smjernica u tim slu€ajevima.

Kao Sto je navedeno, jedan od rizicnih €imbenika neovaskularizacije
roznice je i upala roZnice, ipak postoje neovaskularizacije roznice bez
prisutnosti upale gdje primjena Kkortikosteroida, kao prva crta obrane od
rozniéne neovaskularizacije, nema efekta.

Unato¢ brojnim istrazivanjima, kompleksnost imunoloskog privilegija i
dalje ostaje u potpunosti nerazjaSnjena. Zna se da je odrzavanje prozirnosti
roznice aktivan proces koji zahtjeva ravnotezu izmedu angiogenih i
antiangiogenih mehanizama. Postoji nekoliko mjesta djelovanja na put
angiogeneze. Buduca istrazivanja zahtijevaju traZzenje molekula koji povezuju
razliCita mjesta djelovanja na signale koji poti€u angiogenezu i limfogenezu

odvojeno ili udruzeno.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovi rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1.

Prosje¢na vrijednost VEGF-a u roznici bolesnika u vrijeme perforativne
keratoplastike iznosila je M = 222,6 pg/ml; SD = 129,834. Prosje¢na
vrijednost VEGF-a u rozZnici kadavera iznosila je M = 142,3 pg/ml ; SD
93,081. Razlika u vrijednosti izmedu skupine operiranih (bez obzira na
dijagnozu) i kontrolne skupina bila je na rubu statistiCke vaznosti (t =
1,776; ss = 33; p = 0,085). Vidi se trend da su operirani bolesnici imali u
prosjeku visu vrijednost VEGF-a (M = 222,6; SD = 129,834) od kontrolne
skupine (M = 142,3; SD = 93,081). Analiza varijance za nezavisne
uzorke pokazala je kako postoji razlika u razini VEGF-a ovisno o skupini
bolesnika (F31) = 5,047; p < 0,01). Kako bismo provjerili izmedu kojih
skupina postoji statistiCki znatna razlika u razini VEGF-a, proveli smo
post hoc testiranje Bonferroni testom. Ako pogledamo aritmetiCke
sredine vrijednosti VEGF-a, vidimo kako je ona najve¢a za skupinu
bolesnika s dijagnozom upalnih promjena s neovaskularizacijama, a
najmanja za skupinu bolesnika s neupalnim promjenama. Post hoc
testiranjem utvrdit ¢e se izmedu kojih to€no skupina postoji statisticki
znatna razlika u vrijednosti VEGF-a. Post hoc testiranje Bonferroni
testom pokazalo je kako statistiCki znatne razlike postoje izmedu skupine
bolesnika s upalnim promjenama s neovaskularizacijama i skupine
bolesnika koji su imali neupalne promjene te kontrolne skupine (na razini
od 5%; p < 0,05). Niti jedna od drugih moguéih usporedbi nije se

pokazala statistiCki vaznom.

. Sto se tite mjesta proizvodnje VEGF-a, kod 20% bolesnika nisu se

nasle stanice koje proizvode VEGF, za razliku od kontrolne skupine gdje
nismo nastli VEGFu 40% slu¢ajeva. VEGF se nasao samo u endotelu
kod 24% bolesnika, niti u jednom kadaveru, u stromi kod 20%, a takoder
se nije pronas$lo u stromi, a iz epitela kod 8% u bolesnika, a u 20% kod
kadavera. Nije postojala statistiCki znatna razlika u mjestu proizvodnje

VEGF-a izmedu bolesnika i kontrolne skupine. Postojala je statisticki
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znatna razlika u vrijednosti VEGF-a ovisno o mjestu proizvodnje (Fa/30) =
91,208; p < 0,05). Vrijednost VEGF-a bila je najveca kada se proizvodio
u viSe od jednog sloja, a najmaniji kada je proizvoden u epitelu. Post hoc
testiranje pokazalo je kako je statistiCki znatna razlika u vrijednosti
VEGF-a postojala izmedu strome i endotela te endotela i 'viSe slojeva’,
na razini od 5% (p < 0,05)

3. Reakciju odbacivanja imalo je osam bolesnika (32%) dok je
transplantant odbacilo Sest bolesnika (24%). Povezanost reakcije
odbacivanja i kona¢nog odbacivanja roznice bila je statistiCki znatna, sto
znaci da su oni bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja ujedno i u
vecoj mjeri i konacno odbacili transplantant (Fi = 0,618; p < 0,01). Vecina
bolesnika koji su imali reakciju odbacivanja su u konacnici i odbacili
transplantant — 5/8, odnosno oko 63%. Od bolesnika koji nisu imali
reakciju odbacivanja transplantanta, samo je jedan (oko 6%) u konaénici
i odbacio transplantant. Postojala je statistiCki znatna povezanost razine
VEGF-a s reakcijom odbacivanja transplantanta (t = - 2,456; ss = 23; p <
0,05) te konaénim odbacivanjem transplantanta (t = - 3,054; ss = 23; p <
0,01) . Bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja su, u prosjeku imali i
vecu razinu VEGF-a (307,4 nasuprot 182,8). Bolesnici koji su odbacili
transplantant takoder su imali viSu razinu VEGF-a od bolesnika koji nisu

odbacili transplantant (344,3 nasuprot 184,2).

Dobiveni rezultati ukazuju da bolesnici koji imaju vise razine VEGF-a u
roznicama podvrgnutim perforativnoj keratoplastici imaju CeScCe reakciju
odbacivanja transplantanta te konacno odbacivanje transplantanta.
Usporedbom VEGF ovisno o raznim skupinama dobili smo podatke da u
statistickom smislu razina VEGF-a je jednaka kod bolesnika s neupalnim
promjenama i kontrolne skupine. Ono $to se pokazalo je da se koli¢ina VEGF-a
u skupini s upalnim promjenama bez neovaskularizacije ne razlikuje statisticki
znatno od koliCine kod skupine bolesnika s upalnim promjenama s
neovaskularizacijama, ali niti od skupine bolesnika s neupalnim promjenama i

kontrolne skupine. To govori u prilog saznanju da klini¢ki pregled sam nije
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dovoljan da predvida razinu VEGF-a i s time povezano reakciju odbacivanja
transplantata. Mjesta proizvodnje VEGF-a odgovaraju svim slojevima roznice
kao Sto je dokazano u literaturi, ali nije specificno za skupinu bolesnika,
komplikacije i znakove reakcije odbacivanja. Povezanost konacnog odbacivanja
transplantanta i mjesta proizvodnje VEGF-a se vidi u trendu da se odbacivanje
transplantanta javilo samo kod bolesnika kod kojih se VEGF proizvodio u

endotelu, odnosno u viSe slojeva.
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8. SAZETAK

Transplantacija roZnice se danas smatra najizvodenijom i najuspjesnijom
trasnplantacijskom procedurom, s postotkom usjeSnost do 90%. Uspjeh
keratoplastike kod roznica s neovaskularizacijom smanjuje uspjeh
keratoplastike na 40% prvi prvoj keratoplastici, pri ponovljenim i viSe.
IstraZzivanja ukazuju da je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta jedan od glavnih
induktora angiogeneze, vaskulogeneze, te limfogeneze i u normalnim i u
patoloskim stanjima kako u raznim organima, tako i u roznici.

Prethodnim istrazivanjem utvrdili smo povezanost VEGF u normalnoj i
patoloskoj roznici, a u ovom istrazivanju postavljeni su sljedeci ciljevi:

1. Odrediti koli¢inu VEGF-a metodom ELISE u patoloSkim roZnicama
bolesnika koji su operirani perforativnom keratoplastikom
(transplantacija roznice), medusobno ih usporediti te ih usporediti
sa zdravim roznicama kadavera.

2. Odrediti mjesto proizvodnje VEGF-a metodom imunohistokemije
na patoloSkim roznicama u bolesnika koji su operirani
perforativnom keratoplastikom (transplantacija roznice),
medusobno ih usporediti te ih usporediti sa zdravim roZznicama
kadavera.

3. Usporediti postoji li korelacija koli€ina te mjesta nastanka VEGF-a
s postoperativnim znakovima odbacivanja transplantata.

U istrazivanje je bilo ukljueno 25 bolesnika koji su hospitalizirani radi
operacije perforativhe keratoplastike na Klinici za o¢ne bolesti, Klinicke bolnice
»oveti Duh® Zagreb u razdoblju od 15. 10. 2006. do 15. 3. 2007. Predoperativno
su bolesnici pregledani radi evaluacije uzroka bolesti roznice i vidnih funkcija
bolesnika. Bolesnici su podijeljeni u tri skupine prigodom pregleda roznice na
bimikroskopu predoperativno: upalni s neoveovaskularizacijama, upalni bez
neovaskularizacije, neupalni. Prema intraoperativnom postupku, roZnica se
razrezala na dvije jednake polovine. Jedna polovina se odmah uronila u 4%
puferirani formalin i poslala na Zavod za patologiju, Opc¢e bolnice ,Dr. Josip
Bencevic®, Slavonski Brod gdje su uzorci uklopljeni u parafinske blokove,
rezani na rezove debljine 3 ym. Nakon toga ucinila se imunohistokemija

uzoraka. Druga polovina stavila se u 0,5 ml medija za pohranu (Cornea Max®,
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Eurobio, France) te analizirala komercijalnim ELISA testom u Institutu ,Ruder
Boskovi¢®, Zagreb. Postoperativno su bolesnici praceni kroz tri godine radi
praéenja znakova odbacivanja transplantata i vidnih funkcija bolesnika. U
istrazivanje je bilo uklju¢eno i 25 roznica kadavera koji predstavljaju kontrolnu
skupinu. RozZnice su uzete od bolesnika preminulih u Op¢oj bolnici ,Dr. Josip
Bencevi¢“ u Slavonskom Brodu u postmortem razdoblju od maksimalno 24
sata. Takoder su analizirane donorske roznice i to se predoperativno mjerio broj
endotelnih  stanica spekularnim mikroskopom. Postoperativno pracéenje
bolesnika trajala je od listopada 2006. do ozujka 2010., a ispitivale su se iste
vidne funkcije bolesnika kao u predoperativnom pregledu i trazili su se znakovi
odbacivanja transplantata roznice ili stanje odbacenog transplantata.

Statistickom analizom vidi se trend da su operirani bolesnici imali u
prosjeku visu vrijednost VEGF-a (M = 222,6; SD = 129,834) od kontrolne
skupine (M = 142,3; SD = 93,081). Nije postojala statistiCki vazna razlika u
mjestu proizvodnje VEGF-a izmedu bolesnika i kontrolne skupine. Povezanost
reakcije odbacivanja i konacnog odbacivanja roznice bila je statistic¢ki vazna, Sto
znaci da su oni bolesnici koji su imali reakciju odbacivanja ujedno i u vecoj mjeri
i kona¢no odbacili transplantant (Fi = 0,618; p < 0,01). Reakciju
odbacivanja/odbacivanje transplantanta u najvecoj mjeri su imali bolesnici u
prvoj skupini, odnosno oni s dijagnozom upalnih promjena s
neovaskularizacijama. Post hoc testiranje Bonferroni testom pokazalo je kako
statistiCcki znatne razlike postoje izmedu skupine bolesnika s upalnim
promjenama s neovaskularizacijama i skupine bolesnika koji su imali neupalne
promjene te kontrolne skupine (na razini od 5%; p < 0,05). Bolesnici koji su
imali reakciju odbacivanja su, u prosjeku imali i veéu razinu VEGF-a (307,4
nasuprot 182,8). Bolesnici koji su odbacili transplantant takoder su imali viSu
razinu VEGF-a od bolesnika koji nisu odbacili transplantant (344,3 nasuprot
184,2). Razina VEGF-a nije bila povezana s kratkotrajnim i dugoro€nim
komplikacijama. Nije postojala statistiCki vazna povezanost reakcija odbacivanja
transplantanta, stvarnog odbacivanja te kratkoroCnih i dugoro¢nih komplikacija s
mjestom proizvodnje VEGF-a. Dobiven je trend da se odbacivanje
transplantanta javilo samo kod bolesnika kod kojih se VEGF proizvodio u
endotelu, odnosno u viSe slojeva.

Dobiveni rezultati ukazuju da bolesnici koji imaju vise razine VEGF-a u
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roznicama podvrgnutim perforativnoj keratoplastici imaju CeS¢e reakciju
odbacivanja transplantanta te kona¢no odbacivanje transplantanta. Ono &to se
pokazalo je da se koliCina VEGF-a, u skupini s upalnim promjenama bez
neovaskularizacije, ne razlikuje statistiCki znatno od koliCine kod skupine
bolesnika s upalnim promjenama s neovaskularizacijama, ali niti od skupine
bolesnika s neupalnim promjenama i kontrolne skupine. To govori u prilog
saznanju da Klinicki pregled sam nije dovoljan da predvida razinu VEGF-a i s
time povezano reakciju odbacivanja transplantata. Mjesta proizvodnje VEGF-a
odgovaraju svim slojevima roznice kao Sto je dokazano u literaturi, ali nije

specificno za skupinu bolesnika, komplikacije i znakove reakcije odbacivanja.
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9. SUMMARY

Title: PREDICTION OF CORNEAL GRAFT REACTION/REJECTION DUE TO
PREOPERATIVE MEASUREMENT OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR IN RECIPIENT CORNEA

Author: Sandra Sekelj, dr. med
Zagreb, 2014.

Purpose: Monitoring the clinical course of corneal grafts in terms of preoperative
measurements of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the donor

cornea so as to estimate the probability of graft reaction and graft rejection.

Methods: The study included 25 patients hospitalised in order to undergo
penetrative keratoplasty. The patients underwent preoperative examination so
as to determine the causes of corneal diseases and the visual functions of
patients. The patients were divided into three groups after the preoperative
corneal examination using a slit lamp: inflammatory with neovascularisations,
inflammatory with no neovascularisations, and non-inflammatory. Following the
intraoperative procedure, corneas were cut into two equal halves. One half was
analysed using a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
the amount of VEGF was determined, and the other half was analysed using
the immunohistochemistry method so as to determine the locus of VEGF
production qualitatively. The postoperative patient follow-up lasted 3 years in
order to monitor the symptoms of graft rejection and the patients' visual
functions. The study also included 25 cadaver corneas which represented the

control group.

Results: Statistical analysis shows a trend where the patients who were
operated on exhibited higher VEGF values (M=222.6 pg/ml; SD=129.834) than
the control group (M=142.3pg/ml; SD=93.081). There was no statistically
significant difference in the locus of VEGF production between the patients and
the control group. Graft reaction and graft rejection were largely present in the
first group of patients diagnosed with inflammatory changes with
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neovascularisations. Post-hoc tests using the Bonferroni test showed that there
were statistically significant differences between the group of patients with
inflammatory changes with neovascularisations, the group of patients with non-
inflammatory changes, and the control group (p<0.05). On average, patients
with graft reaction had a higher level of VEGF (307.4 pg/ml in contrast with
182.8 pg/ml). Patients with graft rejection also had higher VEGF levels than the
patients with no graft rejection (344.3 pg/ml in contrast with 184.2 pg/ml). There
was no statistically significant link between graft reaction and graft rejection and

the locus of VEGF production.
Conclusion: The results suggest that graft reaction and graft rejection are more

often in patients with higher levels of VEGF in corneas subjected to penetrating

keratoplasty.
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12. PRILOZI

12.1. Informirajuci obrazac pristanka

12.1.1. Obavijest za obitelj donora roznice

Utjecaj VEGF-a na odbacivanje transplantata humane roznice
Znanstveno istrazivanje na Zavodu za o¢ne bolesti Opc¢e bolnice «Sveti Duh» u

Zagrebu

Zamoljeni ste za odobravanje postupka enukleacije ocnih jabucica
Preminulog u svrhu analize roznice i istraZivanju utjecaja vaskularnog
endotelnog faktora rasta na odbacivanje transplantata roznice. Ova obavijest ¢e
Vam pruziti podatke Cija je svrha pomoci Vam odluciti da li Zelite odobriti
postupak u ovom znanstvenom istrazivanju. Prije nego Sto odlucite, zelimo da
shvatite zasto se to istraZivanje provodi i $to ono ukljuCuje. Zato Vas molimo da
pazljivo procCitate ovu obavijest. Ukoliko u ovoj obavijesti ne razumijete neke
rijeCi, izvolite pitati lijeCnike i/ili istrazivaCe koji sudjeluju u ovom znanstvenom
istrazivanju.

Podaci objavljeni u literaturi i dosadas$niji rezultati upuéuju na Cinjenicu da
je vaskularizacija jedan od glavnih uzroka odbacivanja transplantata roZnice.
Zna se da je upravo VEGF klju¢an faktor u stimuliranju angiogeneze (rasta
krnih zila). Cilj ovog istrazivanja je utjecaj VEGF na vaskularizaciju roznice te na
postoperativni uspjeh transplantacije roznice.

Ispitivanja Ce se provoditi te na uzorcima zdravih roznica preminulih
osoba koje ¢e sluziti kao kontrolna skupina ovom istrazivanju te na uzorcima
roznica bolesnika koji dolaze na operaciju transplantacije roznice radi raznih
uzroka poput keratokonusa, bulozne keratopatije, bolesti roznica posredovanih
upalom, traumom i sl. Osim ovog uzimanja uzorka koje ¢e se Ciniti enukleacijom
o¢nih jabucica ovo istrazivanje ne ukljuCuje nikakve druge postupke. Uzorci
roznica ¢e se analizirati dvijema metodama, ELISA i imunohistokemijski. Na
uzorku nece pisati ime darovatelja roznice, ve¢ Sifra koja omogucava potpunu
osobnu zastitu tijekom istrazivanja. Svi ukljueni istrazivaCi se obavezuju na
potpunu zastitu osobnih podataka, te se osobni podaci nece pojavljivati niti u
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jednom znanstveno-istrazivackom dokumentu niti na bilo koji nacin biti dostupni
ili objavljeni pod imenom darovatelja.

Korist ovog istrazivanja u kojem ¢e te Vi dopustiti uzimanje roznica
Preminulog dati ¢e spoznaje koje mogu pomodi u pronalazenju mehanizma i
otkricu prevencije odbacivanja transplantata roznica.

Biti cete obavijesteni o svim vaznim novim informacijama dobivenim za
vrijeme istrazivanja.

Na Vama je da odlucite Zelite li dopustiti da uzmemo roznicu Preminulog
ili ne. Ako odlucite pozitivnho dobit ¢ete na potpis ovu obavijest (jedan primjerak
zadrzite).

Osobni podaci o preminulom obradivati elektroniCki, a istrazivaC i njegovi
suradnici pridrzavat ¢e se interne procedure za zastitu osobnih podataka. U
bazu podataka bit cete uneseni pomocu koda i prema inicijalima.

Pristup dokumentaciji mogu imati predstavnici EticCkog povjerenstva u
Ustanovi u kojoj se lijeCite (lokalno etiCko povjerenstvo) i EtiCkog povjerenstva
Medicinskog fakulteta.

Podaci iz ovog znanstvenog istrazivanja mogu biti od prakticne koristi
stoga ¢e se objavljivati u znanstvenim publikacijama.

Ispitivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu te Eticko povjerenstvo Opcée bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb,
nakon uvida u potpunu dokumentaciju. Ispitivanje se provodi u skladu sa svim
primjenljivim smjernicama, Ciji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost
osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, ukljuCuju¢i Osnove

dobre klinicke prakse i Helsinsku deklaraciju.
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Ako trebate dodatne podatke, slobodno se obratite istrazivacu ili suradnicima:
Ime i prezime istrazivaCa: Sandra Sekelj

Adresa: Djalskog 2, 35000 Slavonski Brod

Broj telefona: 035 411 858

Ime i prezime rukovoditelja Zavoda za o€ne bolesti Opée bolnice ,Sveti Duh®,
Zagreb: Doc. dr. sci. lva Dekaris, dr.med.

Adresa : Zavod za ocCne bolesti Opce bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb, Sveti Duh 64,
10000 Zagreb

Broj telefona: 01 3712 129

Ime i prezime mentora istrazivaca: Doc. dr. sci. lva Dekaris, dr.med.

Adresa : Zavod za oCne bolesti Opce bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb, Sveti Duh 64,
10000 Zagreb

Broj telefona: 01 3712 129

Presliku dokumenta (potpisne stranice) koji ¢ete potpisati ako pristanete na
istraZivanje, dobit cete Vi i glavni istraziva€. Originalni primjerak dokumenta ¢e

zadrzati i Cuvati glavni istrazivac.

Hvala Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom

znanstvenom istrazivanju.

Ova obavijest je sastavlena 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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SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE

Potvrdujem da sam dana , u Slavonskom Brodu

procitao/procCitala ovu obavijest za gore navedeno znanstveno istrazivanje te
sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

Razumijem i dajem dozvolu da medicinskoj dokumentaciji u ovom istraZivanju
imaju pristup odgovorni pojedinci (istraziva¢, mentor i suradnici), ¢lanovi Eti¢kog
povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja te clanovi Etickog
povjerenstva koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Razumijem da je

moje prihvacanje dobrovoljno.

Pristajem da se u svrhe znanstvenog istrazivanja uzmu oc€ne jabucice (roznice)

Pokojnika.

Ime i prezime osobe koja je dopustila uzimanje roznica (oCnih jabucica)
Preminulog:

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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12.1.2. Obavijest za ispitanika

Utjecaj VEGF-a na odbacivanje transplantata humane roznice
Znanstveno istrazivanje na Zavodu za o¢ne bolesti Opc¢e bolnice «Sveti Duh» u

Zagrebu

Zamoljeni ste za sudjelovanje u istraZivanju utjecaja vaskularnog
endotelnog faktora rasta na odbacivanje trasnplantata roznice. Ova obavijest ¢e
Vam pruziti podatke Cija je svrha pomoc¢i Vam odluciti da li Zelite sudjelovati u
ovom znanstvenom istrazivanju. Prije nego Sto odluite, Zelimo da shvatite
zasto se to istrazivanje provodi i $to ono ukljuCuje. Zato Vas molimo da paZljivo
proCitate ovu obavijest. Ukoliko u ovoj obavijesti ne razumijete neke rijeci,
izvolite pitati lijeCnike i/ili istrazivate koji sudjeluju u ovom znanstvenom
istrazivanju.

Podaci objavljeni u literaturi i dosadas$nji rezultati upuéuju na Cinjenicu da
je vaskularizacija jedan od glavnih uzroka odbacivanja transplantata roznice.
Zna se da je upravo VEGF klju¢an faktor u stimuliranju angiogeneze (rasta
krnih zila). Cilj ovog istrazivanja je utjecaj VEGF na vaskularizaciju roznice te na
postoperativni uspjeh transplantacije roznice.

Ispitivanja ¢e se provoditi na uzorcima roznica bolesnika koji dolaze na
operaciju transplantacije roznice radi raznih uzroka poput keratokonusa,
bulozne keratopatije, bolesti roznica posredovanih upalom, traumom i sl. Osim
ovog dodatnog uzimanja uzorka ovo istraZivanje ne ukljuCuje nikakve druge
invazivne pretrage, osim onih zbog kojih ste i primljeni u bolnicu, i koji su se i do
sada rutinski obavljali u postupku lijeCenja Vama sli¢nih bolesnika. Na uzorku
nece pisati Vase ime, vec Sifra koja omogucava Vasu potpunu osobnu zastitu
tijekom istraZivanja. Svi ukljuCeni istrazivacCi se obavezuju na potpunu zastitu
Vasih osobnih podataka, te se Vasi osobni podaci ne¢e pojavljivati niti u jednom
znanstveno-istrazivackom dokumentu niti na bilo koji nacin biti dostupni ili
objavljeni pod Vasim imenom.

Mozda necete imati osobne koristi od sudjelovanja u ovom istrazivanju,
ali spoznaje koje ¢e se u okviru njega ste¢i mogu pomoci u pronalazenju
mehanizma i otkriCu prevencije odbacivanja transplantata roznica.
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Biti cete obavijesSteni o svim vaznim novim informacijama dobivenim za
vrijeme istrazivanja, a koje mogu utjecati na Vasu spremnost za nastavkom
sudjelovanja u ovoj studiji.

Pred Vama se ne nalaze nikakvi rizici u ovom istrazivanju.

Na Vama je da odlucite zelite li sudjelovati ili ne. Ako odlucite sudjelovati dobit
Ccete na potpis ovu obavijest (jedan primjerak zadrzite). Vasa odluka o
sudjelovanju u ovom istraZivanju je dobrovoljna i mozete se slobodno i bez
ikakvih posljedica povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i to bez
mogucénosti ikakve kazne ili gubitka bilo kakvih pogodnosti na koje imate pravo.
Nastavit ¢ete se dalje lijeciti na nacin koji je uobiCajen za VasSu bolest, te ¢e se
tijekom godinu dana prikupljati osnovni kontrolni podatci o Vasoj osnovnoj
bolesti. Ako odlucite prekinuti sudjelovanje, molimo da o tome na vrijeme
obavijestite glavnog istrazivaca i njegove suradnike.

Vasi ¢e se osobni podaci obradivati elektronicki, a istrazivaC i njegovi
suradnici pridrzavat ¢e se interne procedure za zastitu osobnih podataka. U
bazu podataka bit ¢ete uneseni pomocu koda i prema inicijalima. VaSu
medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati istraZivac i njegovi suradnici. Vase
ime nikada nece biti otkriveno.

Pristup dokumentaciji mogu imati predstavnici EticCkog povjerenstva u
Ustanovi u kojoj se lijeCite (lokalno etiCko povjerenstvo) i EtiCkog povjerenstva
Medicinskog fakulteta.

Podaci iz ovog znanstvenog istrazivanja mogu biti od praktiCne Koristi
stoga ¢e se objavljivati u znanstvenim publikacijama, ali Vas identitet ce uvijek
ostati anoniman.

Ispitivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu te EtiCko povjerenstvo Opce bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb,
nakon uvida u potpunu dokumentaciju. Ispitivanje se provodi u skladu sa svim
primjenljivim smjernicama, Ciji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost
osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, ukljuuju¢i Osnove

dobre klinicke prakse i Helsinsku deklaraciju.
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Ako trebate dodatne podatke, slobodno se obratite istrazivacu ili suradnicima:
Ime i prezime istrazivaCa: Sandra Sekelj

Adresa: Djalskog 2, 35000 Slavonski Brod

Broj telefona: 035 411 858

Ime i prezime rukovoditelja Zavoda za oCne bolesti Opcée bolnice ,Sveti Duh®,
Zagreb: Doc. dr. sci. lva Dekaris, dr.med.

Adresa : Zavod za oCne bolesti Opce bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb, Sveti Duh 64,
10000 Zagreb

Broj telefona: 01 3712 129

Ime i prezime mentora istrazivaca: Doc. dr. sci. lva Dekaris, dr.med.

Adresa : Zavod za ocne bolesti Opce bolnice ,Sveti Duh®, Zagreb, Sveti Duh 64,
10000 Zagreb

Broj telefona: 01 3712 129

Vas obiteljski lijeCnik bit ¢e obavijeSten o Vasem sudjelovanju u ovom
znanstvenom istrazivanju, te ukoliko izrazite zelju netko od Clanova Vase

obitelji.

Presliku dokumenta (potpisne stranice) koji Cete potpisati ako Zelite sudjelovati
u istrazivanju, dobit ¢ete Vi i glavni istraziva€. Originalni primjerak dokumenta

Ce zadrzati i Cuvati glavni istrazivac.

Hvala Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom

znanstvenom istrazivanju.

Ova obavijest je sastavliena 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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SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE

Potvrdujem da sam dana , U Zagrebu procitao/procitala

ovu obavijest za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala
priliku postavljati pitanja. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se
mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i bez ikakvih posljedica
po zdravstvenom ili pravhom pitanju.

Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni
pojedinci (istraziva¢, 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.

Pristajem da moj obiteljski lije¢nik (odnosno ¢lan obitelji) bude upoznat s mojim
sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

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:

104



