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POPIS OZNAKA I KRATICA

AAO — Americka akademija za oftalmologiju (engl. American Academy of Ophthalmology)
ACG - glaukom zatvorenog kuta (engl. angle closure glaucoma)

ALT - trabeculoplastika argonskim laserom (engl. argon laser trabeculoplasty)
cMYB — transkripcijski ¢cimbenik cMYB

CTGF - ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor)
DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindolom

EGS — Europsko drustvo za glaukom (engl. European Glaucoma Society)

EMT — epitelna mezenhimalna tranzicija

GWAS - cjelogenomska asocijacijska istrazivanja (engl. genome-wide association studies)
HIFa — ¢imbenika induciranog hipoksijom alfa

HSP70 — protein toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70)

10T — intraokularni tlak

ISM - izvanstani¢ni matriks

MMP — matriksna metaloproteinaza

OAG - glaukom otvorenog kuta (engl. open angle glaucoma)

OCT - opticka koherencijska tomografija

PGF2 — prostanglandin F2

SAP — standardna automatska perimetrija

SLT — selektivna laserska trabekuloplastika

SNAIL — Protein cinkovog prsta SNAI1

SZS — sredi$nji ziv€ani sustav



SWAP — automatizirana perimetrija kratke valne duljine (engl. short-wavelength automated

perimetry)

UBM - ultrazvu¢na biomikroskopija
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1.1. Glaukom

Glaukom je kroni¢na bolest oka koja za posljedicu ima opticku neuropatiju,
karakteriziranu progresivnom degeneracijom ganglijskih stanica mreznice (1). Naziv potjece
od grc¢ke rijeci yhavkog (glaukods), Sto znaci sivo ili mutno, a ukazuje na posljedice povisenog

intraokularnog tlaka (2) (Slika 1).

Zdravo oko

Neadekvanta -
drenaza oc¢ne
vodice
Nakupljanje 1 rreznice
u prednj: e, _vca

Slika 1. Osnovni patofizioloski mehanizam glaukoma.

Licenca: https://BioRender.com/csfudkt.

Glaukom je vodeci uzrok nepovratne sljepoce u svijetu (3,4). Procjenjuje se da danas
76 milijuna ljudi boluje od glaukoma (3). Prema predvidanjima, globalna prevalencija i dalje
je porastu te ¢e 2040. godine doseci 111,8 milijuna oboljelih (3). Prevalencija glaukoma se
povecava sa zivotnom dobi, $to ukazuje da ¢e porast incidencije biti najveci u Africi 1 Aziji
gdje dolazi do postupnog starenja populacije (3). Demografske trendovi u Europi takoder su

negativni te je prema recentnoj studiji Stuart i suradnika prevalencija glaukoma 12,3
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milijuna, ukljucujuéi 6,9 milijuna osoba s nedijagnosticiranom boles¢u. Takoder se predvida

porast prevalencije za viSe od milijun ljudi do 2050. godine (5).

1.1.1. PatofizioloSki mehanizam nastanka glaukoma

Etiopatogeneza nastanka glaukoma i ¢imbenici koji doprinose progresiji bolesti nisu u
potpunosti razjasnjeni (1). Glaukom se dijeli na glaukom otvorenog kuta (engl. open angle
glaucoma (OAQ)) 1 glaukom zatvorenog kuta (engl. angle closure glaucoma (ACQG)) (Slika
2).

Slika 2. Podjela glaukoma.

Preuzeto iz: Sarkis S, Chamard C, Johansen B, Daien V, Michon F. Challenging glaucoma
with emerging therapies: an overview of advancements against the silent thief of sight. Front

Med. 2025;12:1527319.

Licenca: https://BioRender.com/ay5iyjo.
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1.1.1.1. Primarni glaukom otvorenog kuta

Osnovni patofizioloSki mehanizam glaukoma je poviSen intraokularni tlak (IOT) koji za
posljedicu ima postupno ostec¢enje ganglijskih stanica mreznice. Klju¢nu ulogu u regulaciji
ofnog tlaka ima adekvatna sekrecija ocne vodice iz cilijarnog tijela i njena resorpcija.
Drenaza o¢ne vodice odvija se preko dva odvojena puta - trabekularne mreze i
uveoskleralnog izlaznog puta (1). U osoba s OAG primarno dolazi do povisenja rezistencije
otjecanja o¢ne vodice u trabekularnoj mrezi (1). Poviseni IOP postupno utjeCe na straznji
segment oka, posebno kribroznu laminu (lat. lamina cribrosa) gdje opticki zivac ulazi u oko
(1,6). To je podrucje najosjetljivije na poviseni IOT koji izaziva kompresiju, deformaciju i
preoblikovanje kribrozne lamine, mehanicko oSteenje aksona i poremecaj aksonalnog
transporta (1,7,8). Poremecaj aksonalnog transporta se smatra inicijalnim degenerativnim
korakom koji postupno uzrokuje smrt ganglijskih stanica mreznice (9). Do sad su objavljene
brojne studije koje demonstriraju utjecaj aksonalnog transporta u neurodegenerativnim
bolestima poput Parkinsonove, Alzheimerove 1 Huntingtonove bolesti (10). Na animalnim
modelima i humanim tkivima dokazano je da poremecaj u aksonalnom transportu utjece na
neadekvatni unutarstani¢ni transport organela, sinaptickih komponenti, vezikula i
neurotrofickih ¢imbenika, Sto za posljedicu ima nastanak kroni¢nog oste¢enja vidnog zivca

(10) (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz normalne anatomije i neurodegenerativnih promjena povezanih s optickom

neuropatijom kod glaukoma

Preuzeto iz: Weinreb R, Aung T, Medeiros F. The pathopysiology and treatment of
glaucoma: A review. JAMA. 2014; 311(18): 1901-11.

Licenca: https://BioRender.com/a9bh8w7.

Posebnu skupinu OAG glaukoma €ine pacijenti s normotenzivnim glaukomom, prvi
put opisanim 1857. godine, koji oblik do danas stvara poteskoce u adekvatnoj dijagnostici 1
lijeCenju glaukoma (11). Prema podacima iz razli¢itih studija, udio normotenzivnog
glaukoma u OAG u Japanu je 92,3%, a u vecini europskih zemalja 30% do 40% (11,12).
Sve vise studija ukazuje na vaznost drugih ¢imbenika u nastanku galukomatozne opticke
neuropatije, ukljuc¢ujuéi kardiovaskularne i neurovaskularne bolesti, protok i spazam krvnih
zila, oksidativni stres i endotelnu disfunkciju (11). Kod bolesnika koji imaju nizi tlak
cerebrospinalne teku¢ine u subarahnoidalnom prostoru oko vidnog zZivca, to moze negativno

utjecati na gradijent IOP-a i rezultirati nastankom opti¢ke neuropatije (11,13).
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Glavni rizi¢ni ¢imbenici za razvoj glaukoma su zivotna dob, etnicka pripadnost i
spol, a viSe istrazivanja ukazuju i na genetske C¢imbenike (14). U eri cjelogenomskih
asocijacijskih istrazivanja (GWAS od engl. genome-wide association studies) nadeni su
genski lokusi povezani s OAG (15). Za sad nije u potpunosti jasno kako navedeni geni utjecu
na nastanak i razvoj OAG te su potrebna daljnja istrazivanja kakobi se eventualno pronasla

genotip-fenotip korelacija (1).

1.1.1.2. Primarni glaukom zatvorenog kuta

Temeljna razlika izmedu OAG i ACG je u o¢nom kutu - mjestu gdje se o¢na vodica
drenira iz oka, jer je u ACG-u doslo do anatomske opstrukcije Sarenicom i zatvaranja kuta,
najmanje od 270° (1). Naj¢es¢i uzrok opstrukcije o¢nog kuta su poremecaji Sarenice, lece 1
retrolentikularnih struktura (1). Pupilarni blok posljedi¢no dovodi do zatvaranje ocnoga kuta
1 otezanog prolaska o¢ne vodice iz straznje u prednju o¢nu sobicu (1). U rjedim sluc¢ajevima
ACG moze biti uzrokovan anatomskim varijacijama Sarenice te dinami¢nim procesima, kao

Sto su povecani volumen Sarenice uz dilataciju zjenice i korioidni izljev (1).

Rizi¢ni ¢imbenici su slicni kao kod OAG-a i ukljucuju zivotnu dob, etnicku
pripadnost i spol, uz dodatan rizik kod bolesnika s uskim prednjim segmentom, primjerice
osoba s manjim o¢ima, plicom prednjom o¢nom sobicom, debljom i sprijeda pozicioniranom
le¢om te krac¢om aksilarnom duljinom oka (1). U jednoj epidemioloskoj studiji pokazana je
povecana incidencija OAG-a kod osoba u srodstvu koja je bila gotovo 60%, a relativni rizik
kod brace i sestara 7,6 puta ve¢i nego u op¢oj populaciji (16). Liang Y i sur. u recentnoj meta
analizi navode vise od 30 gena ili lokusa koji su povezani s primarnim ACG (14). Nazalost,
jos nisu poznati genetski prediktori koji bi bili korisni u svakodnevnoj klinickoj praksi jer su
istrazivanja uglavnom bila na raznim populacijama i tipovima glaukoma, a ACG je genetski

slozen i potrebna su dalja istrazivanja (14,17).

1.1.2. Klinic¢ka slika glaukoma

Klinicka prezentacija glaukoma razvija se postupno pa je velina pacijenata bez

simptoma, a pojava gubitka vida znak ve¢ uznapredovale bolesti. Tradicionalno, glaukom se
13



definira kao vrijednost IOT-a iznad 21 mmHg; s obzirom da je prosje¢ni IOT u odraslih 15-
16 mmHg, ta je vrijednost za dvije standardne devijacije veca od prosjecne (18). Medutim,
proizvoljne grani¢ne vrijednosti IOT-a prema vodeéim smjernicama europskih i americ¢kih
drustava nisu posve adekvatne za razlikovanje zdravlja i bolesti (18-20). Poviseni IOT jest
rizicni ¢imbenik za razvoj glaukoma, ali ima pacijenata s povisenim IOT-om koji tijekom

dugog pracenja nikad nisu razvili glaukom (1,18,21).

Akutni glaukom zatvorenog kuta je urgentno stanje u oftalmologiji koje zahtjeva hitno
lijecenje kako bi se izbjegla sljepo¢a. Manifestira se naglom boli u oku, vaskularnom
kongestijom manifestiranom kao konjuktivitis i episkleritis, edemom roZznice, umjereno

dilatiranom zjenicom, zamucéenjem lece, glavoboljom, muéninom i povra¢anjem (20).

1.1.3. Dijagnosticke metode u glaukomu

S obzirom na kasnu pojavu simptoma i teske posljedice za vid, razmislja se o uvodenju
sustavnih probira kojima bi se glaukom dijagnosticirao pravovremeno. Americka akademija
za oftalmologiju (AAO prema engl. American Academy of Ophthalmology) savjetuje opci
probir populacije starije od 40 godina, posebno rizicnih skupima s kroni¢nim bolestima
(Secerna bolest i kardiovaskularni bolesti) i pozitivnom obiteljskom anamnezom (22). Druga
drustva, ukljucujuéi Europsko drustvo za glaukom (EGS od engl. European Glaucoma
Society) za sad ne savjetuju op¢i probir s obzirom na nema jasnih smjernica koji bi se testovi

koristili i nedostaju studije s dugorocnim prac¢enjem rezultata probira (22).

S obzirom da ne postoji jedinstveni test 1 standardi za postavljanje dijagnoze glaukoma,
rana dijagnoza moze biti izazov (1). Postoje brojne mogucnosti za dijagnostiku glaukoma
koje ukljucuju klinicki pregled oka, perimetriju, tonometriju, gonioskopiju i druge metode

(18).

1.1.3.1. Tonometrija

Poviseni 10T je vrijednost o¢nog tlaka iznad 21 mmHg, Sto je za dvije standardne
devijacije vec¢e od prosje¢nog ocnog tlaka u odrasloj populaciji. Postoje razliite tehnike 1

metode tonometrije, a zasnivaju se na odnosu IOT-a i sile koja je potrebna za deformaciju
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prirodnog oblika roznice (18). Tonometrija se dijeli na kontaktnu i nekontaktnu. Danas

dostupne metode mjerenja tonometrije prikazane su u Tablici 1 (23).

Tablica 1. Metode mjerenja tonometrije
Metode
Goldmannova aplanacijska tonometrija
Perkinsova aplanacijska tonometrija
Tono-Pen apalancijski tomometar
Pneumotonometar
Povratna tonometrija (Icare)
Schigtzova tonometrija

Tonometri s mlazom zraka

Palpacija

Prednosti ili nedostaci
Zlatni standard u mjerejnu IOT.
Prijenosna aplanacija. Slicna metoda kao i
Goldmannova aplanacija.
Koristi manju povrsinu roznice za mjerenje.
Cesto pokazuje veée vrijednosti od aplanacije.
Kratkotrajni dodir s roznicom. Nije potrebna
topikalna anestezija.
Mjeri udubljenje roznice uzrokovano poznatom
tezinom. Glavna prednost cijena.
Radi se ne kontaktnoj mjerenju IOT. Znacajan
broj lazno pozitivnih i lazno negativnih ocitanja.

Tocnost ovisi o iskustvu ispitivaca.

Preuzeto iz: Fayed MA, Teresa C Chen TC. Pediatric intraocular pressure measurements:

Tonometers, central corneal thickness, and anesthesia. Surv Ophthalmol. 2019;64(6):810-

825.

1.1.3.2. Gonioskopija

Gonioskopija ima klju¢nu ulogu u dijagnostici glaukoma jer omogucuje uvid u prednji

o¢ni kut. Ako postoji sumnja na ACG, gonioksopiju treba uciniti na oba oka (20). Dvije su

tehnike gonioskopije: direktna, uz pomo¢ Koepperove ili Barkanove le¢e i indirektna, uz

pomo¢ Goldmannove ili druge le¢e sa zrcalima, a obje metode izvode se u zamracenoj

prostoriji uporabom uskog svijetla (18). Prema smjernicama EGS-a, adekvatna gonioskopija

treba procijeniti sljedece:

e razinu insercije Sarenice

e oblik perifernog profila Sarenice: ravan, konveksan ili konkavan

15



e Sirinu iridokornealnog kuta
e stupanj, vrstu i raspodjelu pigmentacije trabekularne mreze

e podrudja iridotrabekularne apozicije ili sinehije (18).
1.1.3.3. Klinicki pregled

Klini¢ki pregled ocne pozadine i vidnog zivca direktnom oftalmoskopijom ili na
biomikroskopu ima vaznu ulogu u dijagnostici i pracenje pacijenata s glaukomom. Medutim,
klini¢ki pregled je donekle subjektivan i ovisi o iskustvu oftalmologa te moze biti znacajnih
varijacija u interpretaciji nalaza, ¢ak i medu specijalistima za glaukom (1). Jampel HD i sur.
su u svojoj studiji prikazali neslaganje specijalista za glaukom u 43% slucajeva povezanih s

promjenama optickog Zivca kod pacijenata s OAG-om (24).

1.1.3.4. Perimetrija

Vidno polje ima centralnu ulogu u dijagnostici, a jo$ vise u pracenju i lijecenju
glaukoma. Na Slici 5 prikazani su razliciti stupnjevi promjena vidnog polja kod pacijenata s
glaukomom (18). Prema smjernicama, savjetuje se koristenje standardne automatske
perimetrije (SAP od engl. standard automated perimetry) s tzv. bijelo na bijelo podrazajima
(25). Testiranje se moze prilagoditi pacijentu i stupnju gubitka vidnog polja uporabom
stupnjevanja praga osjetljivosti ( 24°, 30 °1 10 °) i promjenom veli¢ine podrazaja (19). Druge
tehnike perimetrije ukljucuju automatiziranu perimetriju kratke valne duljine (SWAP od
engl. short-wavelength automated perimetry), tehnologiju udvostru¢enja frekvencije i
perimetriju treperenja, a koje prema objavljenim studijama nisu pokazale znacajno

poboljsanje u detekciji ranog glaukoma (18).
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Slika 5. Prikaza progresije propadanja vidnog polja.

Slika je djelo autora.

1.1.3.5. Opticka koherencijska tomografija

Opticka koherencijska tomografija (OCT od engl. optical coherence tomography) je
jedna od najces¢e koriStenih slikovnih metoda koja pomazu u otkrivanju i pracenju

strukturnih glaukomskih ostec¢enja (26) (Slika 6). Uloga OCT-a je vazna u procjeni klju¢nih
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dijelova neuronskih struktura mreznice - glave vidnog zivca, sloja ziv€anih vlakana
mreznice 1 makule (26). Nalaz OCT-a, a pogotovo progresije bolesti treba interpretirati s
oprezom zbog moguée varijabilnosti mjerenja i drugih promjena koji nisu povezane s

glaukomom (18).

Slika 6. Prikaz optic¢ke koherencijska tomografija kod glaukoma.

Slika je djelo autora.
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1.2. Lijecenje glaukoma

Lijecenja glaukoma je jako zahtjevno i pri tom klju¢an odabir adekvatnog terapijskog
pristupa za smanjenje kroni¢nih komplikacija glaukoma (27). Primarni terapijski pristup je
redukcija IOT-a, jer ostali moguci ¢imbenici koji djeluju na vidni Zivac nemaju adekvatnu
terapiju (27). U viSe klini¢kih istrazivanja pokazano je da redukcija 10T-a statisticki
zna¢ajno smanjuje progresiju oStecenja vidnog polja (28-30). S obzirom na navedeno,
postavlja se pitanje ciljeva - postizanje nize razine o¢nog tlaka ili postotak smanjenja I0T-a
(18). EGS smjernice zasad ne navode jasne terapijske ciljeve pa klinicka odluka ovisi o
stupnju glaukoma 1 oste¢enju vidnog polja, a ponekad je potrebna redukcija IOT-a za vise

od 30% (18).

Danas su Siroke moguénosti lijeenja glaukoma, a uklju¢uju medikamentozno, lasersko

1 kirursko lijecenje.
1.2.1. Konzervativno lijeCenje glaukoma

Era lijeCenja glaukoma zapoceta je otkricem lijeka pilokarpina 1875. godine (18).
Savjetuje se prvo zapoceti s monoterapijom i postupno, ako je potrebno, uvoditi dodatne
lijekove kako bi moguénost nuspojava bila §to manja. Odgovarajuci terapijski ucinak je
smanjenje 10T-a prema prosjecnim vrijednostima za odredenu skupinu lijekova. Prema
AAO i EGS smjernicama najcesce se u prvoj liniji lije¢enja koriste prostagladinski analozi i
beta-adrenergicki antagonisti (18-20). U Tablici 2. prikazane su medikamentozne opcije u
lijecenju glaukoma; najcesce se koriste u obliku topickih pripravaka, a rjede kao sistemski

lijekovi (18-20).

Tablica 2. Glaukomski lijekovi

Skupina lijekova Vrsta Smanjenje Metoda djelovanja
10T
Prostagladinski Latanoprost, 25-35% Povecava  uveoskleralni
analozi Tafluprost, i/ili trabekularni otjecanje.
Travoprost
Prostamidi Bimatoprost 25-35% Povecava  uveoskleralni

i/ili trabekularni odjecanje.
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Beta-adrenergicki Neselektivni: 20-25% Smanjuje produkciju ocne

antagonisti Carteolol, vodice.

Levobunolol,

Metipranolol,

Timolol

Selektivni:

Betaksolol
Alfa-adrenergicki Apraklonidin, 18-35%  Neselektivni: poboljsavaju
agonisti Brimonidin otjecanje o¢ne vodice.

Selektivni: smanjuju

produkciju ocne vodice;
smanjuju venski tlak ili

povecaju uveoskleralni

odjecanje.
Parasimpatomimetici Kolinergicki agonist: 15-25%  Povecanje trabekularnog
Pilokarpin otjecanje.
Antikolinesterazni:
Ehotiofat
Inhibitori Rho Netarsudil, Ripasudil 20-25% Povecava trabekularni
kinaze otjecanje.
Smanjuje venski tlak.
Inhibitori Topikalni: 15-20% Smanjuje produkciju ocne
karboanhidraze Brinzolamid, vodice.
Dorzolamid
Orlani: 20-40%
Acetazolamid,
Metazolamid
Osmotski Oralni: Glicerol, 15-20%  Dehidracija staklovine i
Isosorbid smanjenje volumena.

Intravenski: Manitol 15-30%

Preuzeto iz: smjernica Americke akademije za oftalmologiju i Europskog drustva za

glaukom (18-20).
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1.2.1.1. Prostagladinski analozi

Prostaglandini nastaju iz arahidonske kiseline posredstvom enzima ciklooksigenaze
1 (COX-1) i ciklooksigenaze 2 (COX-2). Skupina prostagladinskih lijekova koristi se u
kardiologiji, ginekologiji, kardiologiji, urologiji i oftalmologiji (31). Prema EGS
smjernicama, terapija prostaglandinskim kapima dovodi do najveceg smanjenja o¢nog tlaka
1 zato je terapija prve linije (18). Primarno prostaglandini djeluju na povecano otjecanje o¢ne
vodice uveoskleralnim i trabekularnim putem (18,32). Eksperimentalna studija pokazala je
da je razina prostaglandina veca u roznici/skleri nego u o¢noj vodici, Sto sugerira da je
topicka primjena prostaglandina F2 analoga putem konjunktivalne/skleralne apsorpcije
adekvatana za brzu regulaciju IOT-a (33). Prostaglandini imaju proinflamatorni u¢inak jer
prostanglandin F2 (PGF2) utjece na povecanje koncentracije matriksnih metaloproteinaza
(MMP) (31). Navedeni podaci ukazuju na ulogu PGF2 analoga u remodeliranja tkiva u oku,
posebno u uveoskleralnom putu (31). Mehanizam djelovanja je proSirenje uveoskleralnog
puta, $to dugotrajno pozitivno utjeCe na snizenje 10T-a (31,34). Nazalost, remodeliranje
tkiva u oku i proinflamatorni u¢inak PGF2 analoga tijekom dugotrajne glaukomske terapije
mogu negativno utjecati na uspjeh kirurskog lije¢enja (35). Cak i kad se glaukomski
operacijski zahvat izvede bez dodatnih komplikacija, povecan je rizik od neuspjeha operacije

zbog oziljkavanja konjuktive, fibroze i okluzije novog izlaznog puta (35).

1.2.2. Lasersko lijecenje glaukoma

Laserska kirurgija je prvi put upotrijebljena 1973. godine za lijeCenje glaukoma (36).
Radilo se o laserskoj trabekuloplastici, neinvazivnoj metodi koja se i danas koristi kao
terapija prvoga izbora, ili kao dodatna terapija kad se Zeli izbjec¢i/odgoditi kirurski zahvat
(37). U pocetku se uglavnom koristila trabekuloplastika argonskim laserom (ALT od engl.
argon laser trabeculoplasty) u kojem se laserom tretira trabekularna mreza i tako povecava
filtracija ocne vodice (37). Prema recentnoj meta-analizi, ALT ima prednost u kontroli IOT-
a u usporedbi s konzervativim lijeCenjem (37). Treba naglasiti da je u pacijenata lijecenih
ALT-om povecéana incidencija perifernih prednjih sinehija (38). 1995. godine je izvedena
selektivna laserska trabekuloplastika (SLT od engl. selective laser trabeculoplasty) kojim se
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tretirao pigmentirani dio trabekularne mreze s Nd:YAG laserom (37). U randomiziranom
pokusu s petogodisnjim prac¢enjem, nakon primjene SLT-a bila je dobra kontrola I0T-a i
manja potreba za medikamentoznim lije¢enjem (39). Prema dostupnim spoznajama, nema

znacajne razlike u kontroli IOT-a lije¢enjem ALT i SLT metodom (18,37).

U svakodnevnoj praksi u lijeCenju ACG-a koriste se i tehnike periferne laserske

iridotomije i periferne iridoplastike uporabom termalnog lasera (18).

1.2.3. Kirursko lijecenje glaukoma

Postoje razlicite kirurske tehnike u lijeCenju glaukoma, a mogu se podjeliti na
tehnike koje povecavaju subkonjunktivalnu, trabekularnu ili suprahoroidalnu filtraciju i
tehnike koje smanjuju produkciju o¢ne vodice (40). Glaukomski zahvati mogu biti drenazni

i filtracijski (40).

1.2.3.1. Trabekulektomija

Danas je trabekulektomija zlatni standard u kirurSkom lije¢enju glaukoma. Metodu
su opisali Sugar i suradnici 1961. godine, a prvu uspjesnu trabekulektomiju izveo Cairns
1968. godine (40—42). Naziv operacijskog zahvata nije precizan jer trabekularna mreza ne
mora biti izrezana da bi operacija uspjela pa je tocniji naziv sklerokeratektomija (40). Zahvat
ukljucuje uklanjanje dijela Schlemmovog kanala, prilezee trabekularne mreze, vrha
skleralnog grebena i dubokih slojeva roznice, nakon ¢ega slijedi iridektomija i ¢vrsto Sivanje
skleralnog reznja. Za regulaciju OIT-a su odgovorni drenaza o¢ne vodice kroz sklerostomiju
i formiranje subkonjunktivalnog jastucica te rezistencija skleralnog reznja i episkleranog
tkiva (40). S obzirom na veliki udio komplikacija i pojavu fibroze, intraoperativno se
primjenjuju antifibrozni lijekovi mitomicin C i 5-fluorouracil te u novije vrijeme steroidni
antireumatici (40,43,44). U jednoj studiji na vise od 400 izvrSenih trabekulektomija i s
pra¢enjem pacijenata dvije godine nakon operacije, uspjeh operacije bio potvrden u 87%

sluc¢ajeva, s prosjecnim IOT-om 12.4 +4 mm Hg (44).
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1.2.3.2. Nepenetrirajuéi glaukomski zahvati

Nepenetrirajuéa operacija tzv. duboka sklerektomija je prvi put opisana 1963.
godine, ali u usporedbi s trabekulektomijom nije stekla Siroku primjenu, primarno zbog vrlo
zahtjevne kirurSke tehnike i losijih ishoda (45). Godine 1962. Kraznov je izveo prvu
sinusotomiju, zahvat koji je ukljucivao uklanjanje sklere i otvaranje Schlemmovog kanala
preko 120°. Kazanov je unutarnju stijenku Schlemmovog kanala ostavio netaknutu,
smatrajuci da je glavni otpor otjecanju ocne vodice u vecini slu¢ajeva primarnog glaukoma
otvorenog kuta na razini skleralnih vena, a ne u trabekulumu (46). Sinusotomija nije bila
Siroko prihvacena jer je kiruSki zahtjevna i potreban je kirurski mikroskop za precizan
pronalazak Schlemmova kanala. Sljede¢ih 30 godina je trabekulektomija bila najcesca
izdvojena glaukomska operacija. Ipak, ideja razvoja nepenetriraju¢ih operacija nije
napustena i sinusotomija je posluzila kao osnova za razvoj novih tehnika. Ab externo
trabekulektomija, koju je predlozio Zimmerman 1984. godine, temelji se na daljem
uklanjanju jukstakanalikularnog trabekuluma i unutarnje stijenke Schlemmovog kanala.
Fyodorov i Kozlov su 1989. godine uradili duboku sklerektomiju koja ukljucuje uklanjanje
strome roznice iza prednjeg trabekuluma i Descemetove membrane (47). Kod duboke
sklerektomije, otjecanje vodice se dogada na razini prednjeg trabekuluma i Descemetove

membrane (48).

Sam kirurski zahvat zapocCinje otvaranjem konjuktive na limbusu ili u podrucju
forniksa (Slika 6a). Zatim se otvara povrsinski skleralni rezanj veli¢ine 5x5 mm koji zahvaca
jednu tre¢inu debljine sklere, debljine oko 300 um (Slika 6b). Kako bi se kasnije u disekciji
mogla dosegnuti Descemetova membrana, povrsinski skleralni rezanj seze 1-1,5 mm
anteriorno u roznicu (Slika 6¢ 1 Slika 6d). Sljede¢i korak je ekscizija drugog, dubljeg
skleralnog reznja veliCine 4x4 mm, pri ¢emu se ostavlja priblizno 10% sklere iznad
korioideje i cilijarnog tijela (Slika 6¢). Horizontalna disekcija provodi se polumjesecastim
nozem, kretnjom od straznjeg dijela prema naprijed (Slika 6f). U blizini limbusa Schlemmov
kanal se automatski otvara (Slika 6g). Disekcija se nastavlja prema naprijed kako bi se nasao
prirodni put izmedu Descemetove membrane i strome roznice. Kad je Descemetova
membrana izloZzena 1 mm, drugi skleralni rezanj se uklanja (Slika 6g). U toj fazi postaje
vidljivo kako o¢na vodica filtrira (tzv. perkolacija) kroz prednji trabekulum i Descemetovu

membranu (Slika 6h i Slika 61) (49).
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Slika 6. Operacijski zahvat duboke sklerektomije.

Slika je djelo autora.

Kako bi se odrzala prohodnost stvorenog intraskleralnog prostora moze se koristiti

implantat i to kolageni implantat koji se resorbira za 6—9 mjeseci, jako viskozna
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hijaluronska kiselina, retikulirana hijaluronska kiselina) (Slika 7) (50, 51).

Slika 7. Prikaz ultrazvu¢ne biomikroskopije (UBM).

OdrZzana je prohodnost stvorenog intraskleralnog prostora bez koristenja implantata.

Slika je djelo autora.

1.2.3.3. Penetrirajucéa duboka sklerektomija

Za poboljsanje filtracije u trenutku izlaska na trabekulo-Descemetovu membranu
moze se izvesti ab externo trabekulektomija uklanjanjem jukstakanalikularnog
trabekuluma i unutarnje stijenke Schlemmovog kanala i penetracija u prednju o¢nu sobicu.

Potom je potrebno uciniti iridektomiju.

1.2.3.4. Implantibilni uredaji za glaukom

Uredaji za drenazu glaukoma odvode o¢nu vodicu iz prednje ocne sobice prema
vanjskom rezervoaru oko kojeg se za 4-6 tjedana nakon zahvata stvara fibrozna kapsula koja
regulira protok ocne vodice (52). Ovi implantati su dokazano ucinkoviti u snizavanju
intraokularnog tlaka kod pacijenata koji su prethodno imali neuspjelu trabekulektomiju i u
pacijenata u kojih je zbog prethodnih operacija ili trauma prisutno ozivljavanje konjunktive
(53). Drenazni uredaji pokazuju dobre rezultate i kod kompleksnih oblika glaukoma,
ukljucujuéi uveiti¢ni i neovaskularni glaukom te kod djecjih i razvojnih glaukoma (54).
Razlikuju se uredaji s valvulom i bez valvule. U skupinu uredaja bez valvule ubrajaju se
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Molteno (IOP, Inc., Costa Mesa, Kalifornija, SAD; Molteno Ophthalmic Limited, Dunedin,
Novi Zeland), Baerveldt (Advanced Medical Optics, Inc., Santa Ana, Kalifornija, SAD) i
Paul glaukomski implant (PGI, Advanced Ophthalmic Innovations, Singapur) (55).
Nasuprot tome, valvularni uredaji ili uredaji s ugradenim mehanizmom za ograni¢avanje
protoka omogucuju jednosmjerni protok ocne vodice iz prednje ocne sobice u
subkonjunktivalni prostor, a potreban je minimalni tlak za otvaranje valvule. Najrasireniji
implantat s valvulom je Ahmedov glaukomska valvula (New World Medical iz Rancho
Cucamonge, Kalifornija, SAD). Uredaji za drenazu glaukoma pokazali su se djelotvornima
u regulaciji o¢nog tlaka kod pacijenata u kojih prethodni kirurski zahvati nisu bili uspjesni,
ili kod kojih se ocekuje slab uspjeh standardne filtracijske kirurgije (56). Rezultati ugradnje

drenaznog uredaja ovise o tipu glaukoma i vrsti primijenjenog implantata.

1.2.3.5. Zahvati smanjenja proizvodnje oc¢ne vodice

U pacijenata s refraktornim glaukomom kod kojih nije postignuto zadovoljavajuce
snizavanje intraokularnog tlaka wunato¢ filtracijskim operacijama i maksimalnoj
medikamentoznoj terapiji, cesto se primjenjuju ciklodestruktivni postupci. Kod
ciklodestruktivnih zahvata ostecuje se ekskrecijski epitel cilijarnog tijela, Sto rezultira
smanjenim stvaranjem ocne vodice i snizenjem intraokularnog tlaka (57). Kako bi u¢inak na
normalizaciju o¢nog tlaka bio stabilan i dugotrajan, treba zahvat koji put ponavljati jer se
cilijarni epitel s viemenom obnovi. Razli¢ite metode za postizanje ciklodestrukcije ukljuc¢uju
dijatermiju, krioterapiju, ultrazvuk i lasersko svjetlo. Ciklofotokoagulacija je standardni
postupak za ciklodestrukciju. Moze se izvoditi transskleralno i endoskopski uz uporabu
laserskog svjetla razlicitih valnih duljina (58). Najées¢e nuspojave navedenih zahvata su

hipotonija i ftiza bulbusa (57).
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1.3. Oc¢na fibroza

Oc¢na fibroza je slozeno bioloSko zbivanje uzrokovano patofizioloskim
mehanizmima, ali i primjenom terapije u brojnim o¢nim bolestima (59,60). Pojava fibroze
opisana je u dijabetickoj retinopatiji, senilnoj makularnoj degeneraciji, operacijama
katarakte, retine i strabizma te kod glaukoma (59—-61). Fibroza je fizioloski proces kojem je
primarni cilj odgovor tkiva na oSte¢enje uzrokovano vanjskim ¢imbenicima, metabolickim
procesima, upalom, ishemijom i degenerativnim bolestima (60). Nazalost, pojava fibroze u
prednjem i straznjem segmentu oka moze drasticno utjecati na vidnu osovinu, stani¢nu
aktivnost i remodelaciju tkiva, s funkcionalnim posljedicama (60). Odgovor lokalnog tkiva
na ozljedu sastoji se od aktivacije upalnih stanica, neovaskularizacije, pojacane vaskularne
propustnosti, proliferacije fibroblasta, remodeliranja izvanstani¢nog matriksa i posljedi¢nog
razlaganje ostecenog tkiva (59,60). S obzirom da je mreznica dio srediSnjeg Ziv€anog
sustava (SZS), proces cijeljenja naziva se glioza, dok prednji segment oka cijeli procesom
fibroze kao vecina drugih tkiva izvan SZS (60). Centralnu ulogu u cijeljenja ima
izvanstani¢ni matriks koji nastaje ili aktiviranjem fibroblasta u miofibroblaste ili iz epitelnih

stanica koji prolaze epitelnu-mezenhimalnu pretvorbu (59,62) (Slika 7).

Fibroblasti

Fiziologko ciielienie Patolosko cijeljenje

Rpupiviu i viusi Nastavak aktinsoti miofibroblasta

degenaracija ISM nskupljanje ISM

Slika 8. Prikaz fizioloskog i patoloSkog stani¢nog mehanizma nastanka fibroze

EMT - epitelno mezenhimalna pretvorba (EMT od engl. epithelial mesenhymal transition),

ISM — izvanstani¢ni matriks.
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Preuzeto iz: Mallone F, Costi R, Marenco M, Plateroti R, Minni A, Attanasio G i sur.
Understanding Drivers of Ocular Fibrosis: Current and FutureTherapeutic Perspectives. Int

J Mol Sci. 2021;22:11748.

Licenca: https://BioRender.com/uhwnuhec.

U fizioloskom nacinu cijeljenja miofibroblasti umiru apoptozom, a kod patoloskog
naCina cijeljenja budu dalje aktivirani, §to dovodi do nakupljanja i kontrakcije

izvanstani¢nog matriksa i fibroze (59).

U prednjem segmentu oka su zamucenje roznice i glaukom najéesée bolesti povezane
s fibrozom (60). Roznica je vrlo slozeno avaskularno tkivo prekriveno nekeratinizirajué¢im
viSeslojnim plocastim epitelom (60). Kod razli¢itih bolesti roznice postupno nastaje
kroni¢na upala povezana s neovaskularizacijom, edemom i kona¢no fibrozom, $to dovodi
do zamucenja i pada vidne ostrine (60,63). Brojne studije in vivo 1 in vitro pokuSavaju
razjasniti patofizioloSki mehanizam 1 pronaci nove terapijske moguénosti (59). Recentne
studije opisuju ucinak losartana koji se primarno koristi kao antihipertenziv (64). Losartan
je blokator receptora za angiotenzin II (ARB) koji inhibira signalizaciju transformirajuceg
faktora rasta beta (TGF () i ima negativnu ulogu u nastanku fibroze preko regulacije
¢imbenika rasta 1 miofibroblasta (64). Brojne eksperimentalne studije demonstrirale su
pozitivan ucinak topickog losartana na prevenciju i lijeCenje fibroze roznice uzrokovane
traumom, infekcijom, drugim bolestima i kirurskim komplikacijama (65). U objavljenom
prikazu slucaja pokazan je povoljan ucinak losartana na suzbijanje fibroze u off lable
primjeni kod ljudi nakon komplikacije laserskog skidanja dioptrije (66). Navedeni rezultati
su ohrabrujuéi, no potrebna su randomizirani kontrolirani pokusi za analizu u¢inka losartana

na razli¢ite o¢ne bolesti.

Poviseni 10T je jedan od najvaznijih ¢imbenika koji utjecu na kroni¢ne posljedice
glaukoma, ali treba ukazati i na ulogu progresivne fibroze koja mijenja trabekularnu mrezu
(60). Temelj danasnjeg lijecenja glaukoma je regulacija IOT-a, a zasad nema registriranih
lijekova kojih bi utjecali na druge ¢imbenike koji sudjeluju u nastanku glaukoma, ukljucujuéi
fibrozu. Lim i suradnici su u retrospektivnoj studiji na 150,000 pacijenata sa Se¢ernom

bolesti tipa 2 starijih od 40 godina dokazali da pacijenti na terapiji metforminom imaju 25%
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manju incidenciju glaukoma OAG, iz Cega autori zakljuuju da je jedan od ucinaka
metformina protuupalno djelovanje (67). Studije su pokazale da metformin utjece na
izvanstani¢ni matriks i TGF B te pozitivho djeluje na epitelno-mezenhimalnu pretvorbu i
apoptozu miofibroblasta (68—74). Na mi§jem modelu nakon glaukomskog filtracijskog
zahvata primijenjen je topi¢ki metformin, Sto je rezultiralo protufibroti¢kim u¢inkom (75).
Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se u potpunosti razjasnila uloga metfromina i drugih

lijekova na razvoj fibroze u pacijenata s glaukomom.

1.3.1. Cimbenik rasta vezivnog tkiva

Cimbenik rasta vezivnog tkiva (CTGF od engl. connective tissue growth factor ) je
jedan od kljuénih ¢imbenika u regulaciji izvanstani¢nog matriksa, agiogenezi i posljedi¢noj
fibrozi (62). Osim toga, CTGF je povezan s procesom cijeljenja rane i upalnim odgovorom
(76). U homeostazi je imunoekspresija CTGF-a u podru¢ju o¢ne vodice negativna ili vrlo
niska (77). Smanjena regulacija CTFG-a utjeCe na smanjenje proliferacije i povecanu
apoptozu fibroblasta pa je zanimljiva za buduca istrazivanja i nove terapijske mogucnosti u
lijecenju glaukoma (77). U recentnoj studiji analizirana je u Gravesovoj orbitopatiji fibroza
nakon primjene TGF B na masnom/vezivnom tkivu orbite i nadena znacajna transkripcijska

aktivacija CTGF, Sto pruza nove spoznaje patofizioloSkog mehanizma orbitopatije (78).

1.3.2. Transkripcijski ¢imbenik c-myb

Transkripcijski ¢imbenik c-myb je vazan za kontrolu diferencijacije hematopoetskih
stanica 1 tu je njegova uloga najbolje razjasnjena (79). Nadalje, cMYB kao nuklearni
transkripcijski ¢imbenik ima ulogu u fibrozi putem regulacije fibroblasta (80). Ma i sur. su
pokazali da cMYB sudjeluje u regulaciji sinteze kolagena i izrazaja TGF [, $to sugerira da
bi inhibitor cMYB mogao biti regulator jetrene fibroze (81). Do sad uloga cMYB u o¢noj
fibrozi nije razjasnjena, ali je opisana ekspresija u razvoju oka i retini odraslih, $to ukazuje

na ulogu cMYB u fiziologiji stanica mreznice (79).
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1.3.3. Protein cinkovog prsta SNAI1

Protein cinkovog prsta SNAIl (SNAIL) ima vaznu ulogu u fibrozi i epitelno-
mezenhimalnoj pretvorbi (82). SNAIL je jedan glavnih ¢imbenika u prezivljavanju stanice i
imunoloskoj regulaciji (82). Imunoekspresija SNAIL u tumoru povezana je s proliferacijom
i recidiviranjem tumora (82). Na animalnom stani¢nom modelu Schlemmovog kanala
pokazan je koristan u¢inak inhibitora Rho kinaze jer smanjuje TGF f koji regulira SNAIL i
alfa glatkomisi¢ni aktin. To ukazuje na mogucu korist lijecenja glaukoma inhibitorima Rho

kinaze zbog njihove uloge u regulaciji fibroze (83).

1.3.4. Alfa glatkomiSi¢ni aktin

Alfa glatkomiSi¢ni (aSMA) je izrazen u miofibroblastima ¢ija proliferacija vodi u
fibrozu (84). U eksperimentalnoj studiji ciljana inhibicija aSMA smanjila je proliferaciju
fibroblasta, Sto ukazuje da bi aSSMA mogao biti terapijska meta kod lijeCenja glaukoma (85).
Chow 1 suradnici su u stani¢noj kulturi peripapilarnih skleralnih firoblasta primjenili
inhibitor tiroksin kinaze dasatinib koji je znacajno smanjio TGF B — inducirani izrazaj aSMA
(86). Potrebna su daljnja istrazivanja glaukomskih terapijskih modula koji bi mogli djelovati

na izrazaj aSMA.

1.3.5. Protein toplinskog Soka 70

Protein toplinskog Soka 70 (HSP70 od engl. heat shock protein 70 ) je Clan obitelji
ubikvitarno prisutnih proteina toplinskog Soka vaznih u induciranju apoptoze (87). Na
eksperimentalnom miSjem modelu ozljede roznice pokazano je da je HSP70 negativno
povezan s fibroznim odgovorom, §to ukazuje na ulogu cijeljenju roznice (88). U prethodnim
studijama dokazana je prisutnost HSP 70 u pacijenata s glaukomom, $to upuduje na

preoblikovanje tkiva u razvoju bolesti (87).

30



1.3.6. Cimbenik induciran hipoksijom alfa

Cimbenik induciran hipoksijom alfa (HIFa od engl. hypoxia inducible factor alpha) je
biljeg stanicnog odgovora na hipoksiju i inducira prepisivanje gena ukljucenih u proliferaciju
stanica (89). U eksperimentalnom Stakorskom modelu oc¢ne hipertenzije, razina
imunoekspresije HIFa je korelirala s visinom IOT-a, $to ukazuje na adaptivnu reakciju tkiva

oka na hipoksiju kod glaukoma (89).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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U skladu s problematikom istrazivanja, ciljevi istrazivanja su:

1. Analizirati imunoekspresiju HSP70, HIFa, SNAIL, aSMA, CTGF i c-myb u
konjunktivi, episkleri i dubokoj bjeloo¢nici ispitanika s operiranim glaukomom
1 ispitati ima li razlike u imunoekspresiji pojdinog biljega obzirom na lokalizaciju

2. Ispitati je li predoperativno lijecenje analozima PGF2 u obliku kapi povezano s
razlikom u imunoekspresiji analiziranih ¢imbenika u uzorcima iz povrsnih i
dubljih lokacija oka

3. Utvrditi ima li razlike u imunoekspresiji ispitivanih biljega izmedu skupine
ispitanika s operiranim glaukomom koja je primala PGF2 i skupine koja nije

primala tu terapiju.

HIPOTEZE

1.

Imunoekspresija ¢imbenika povezanih s fibrozom HSP70, HIF, SNAIL, aSMA, CTGF i
c-myb je veca u epitelu konjunktive ispitanika lijeCenih s PGF2 nego u ispitanika koji
nisu bili lije¢eni s PGF2.

Imunoekspresija tih biljega je ve¢a u konjunktivi i episkleri, a manja u duboka skleri.

. Vidna funkcija, analizirana oftalmoloskim pregledom vidne oStrine 1 mjerenja

intraokularnog tlaka prije i poslije operacije, bit ¢e znacajno bolja poslije operacijskog

zahvata.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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Dizajn studije odobren je od strane Etickog povjerenstva Opcée bolnice Zadar (broj
protokola 02-1 29831 1 9-41 1, u Zadru, 31. 12. 2019.). Istrazivanje je prosjecno i
eksperimentalno, prema nacinu dobivanja podataka opservacijsko, a u odnosu na vremensku
orijentaciju prospektivno i nerandomizirano. Istrazivanje je provedeno u skladu s
Helsinskom deklaracijom i kasnijim revizijama iste. Svi ispitanici su potpisali informirani

pristanak prije pocetka ispitivanja.
3.1. Ispitanici i kirurski zahvat

Kriteriji za ukljucivanje bili su: Zivotna dob > 18 godina, dijagnosticiran primarni ili
pseudoeksfolijacijski glaukom, kod ispitanika koji su lije¢eni s PGF2, minimalno 2 godine
primjene lokalnog prostaglandinskog lijeka protiv glaukoma. Kriteriji iskljucenja bili su: sve
prethodne o¢ne operacije. U studiju su ukljucena 23 ispitanika koji su lije¢eni s PGF2 i 8

ispitanika koji nisu lijeceni s PGF2.

Kirurski zahvat zapoceo je otvaranjem konjunktive i Tenonove ¢ahure na limbusu u
gornjem kvadrantu. IzloZena povrSina bjeloocnice je abradirana hokej nozem (Alcon
Ophthalmic Kit, Fort Worth, TX, SAD) i kauterizirane episkleralne vene koje su krvarile.
Povrsinski skleralni rezanj veli¢ine 5x5 mm stvoren je s 11 kirurSkim oStricama (tipa
AILEE), nakon dubokog skleralnog reznja veli¢ine 4x4 mm koji je prepariran kirurSkim
nozem br.15 (Oftalmoloski komplet, Fort Worth, TX, SAD). Oba reznja su zavr§ena nozem
s polumjeseCastom oStricom (Oftalmoloski komplet, Fort Worth, TX, SAD). Nakon
izlaganja trabekulodescementne membrane i ljusStenja unutarnje stjenke Schlemmovog
kanala, izrezan je duboki skleralni rezanj i djeli¢ naknadno analiziran kao ,,uzorak duboke
sklere®. Superficijalni rezanj zatvoren je s dva Sava 10-0 (Ethylon, Ethicon, Johnson &
Johnson, NJ, SAD), a tkivo preostalo izmedu dva Sava veli¢ine 1x3 mm izrezano i kasnije
analizirano kao ,,uzorak episklere”. Konjunktiva je zatvorena produznim S$avovima 8-0
(Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson, NJ, SAD) i uklonjen ,,uzorak konjunktive* koja je
prelazila preko limbusa. Na kraju postupka je u subkonjuktivalno tkivo injektiran

antifibrozni lijek 5-florouracil.
3.2. Klini¢ki pregled

Svi ispitanici prije kirurSkog zahvata pregledani su od strane specijalista

oftalmologije te je ucinjen standardni oftalmoloski pregled, ispitivanje vidne oStrine i
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mjerenje 10T-a na Goldmannovom aplanacijskom tonometru (Carl Zeiss Meditech, AG,
Jena, Germany). Identi¢ni oftalmoloski pregled je ponovljen mjesec dana nakon kirur§kog

zahvata radi evaluacije terapijskog ishoda.
3.3. Prikupljanje tkiva i osnovni postupci bojenja

Uzorci tkiva prikupljani su od 2011. do 2012. godine, a uzorkovani s tri lokacije -
konjunktive, episklere i duboke sklere. Uzorci su stavljeni u 4%-tni puferirani formalin i
poslani su na Zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra
Split, gdje su u histoloSkom laboratoriju strojno dehidrirana u gradjentu alkohola, izbistreni
u ksilolu, parafinirani i uklopljeni u parafinske blokove. Sva histoloska bojenja uradena su
na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta, Sveucilista u
Splitu. Na mikrotomu su iz parafinskih blokova serijski izrezani preparati debljine 5 pm, a
svaki deseti obojen hemalaun-eozinom (H&E) za provjeru kvalitete tkiva za

imunofluorescenciju.

3.4. Dvostruka imunofluorescencija

Preparati su na standardni nacin deparafinirani u ksilolu i gradijentu alkohola do vode
(90-92). Potom su kuhani u citratnom puferu (pH 6,0) u mikrovalnoj peénici 10 minuta radi
otvaranja antigena i ohladeni na sobnu temperaturu u fosfatnom puferu. Apliciran je
proteinski blok serum 30 minuta i ocijeden bez ispiranja. Nakon toga apliciran je koktel od
dva primarna protutijela te preparati inkubirani preko noé¢i na vlaznom i tamnom mjestu.
Sutradan su preparati isprani fosfatnim puferom i na njih aplicirana sekundarna protutijela u

odgovarajucoj kombinaciji (Tablica 3).
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Tablica 3. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u istrazivanju

Protutijela

Anti-HSP70

HIF1la

Anti-SNAIL

Anti-Smooth Muscle Actin
CTGF

c-Myb

Alexa Fluor®488 AffiniPure
Anti-Goat 1gG (H+L)

Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor®
488

Rhodamine Red™-X (RRX)
AffiniPure Anti-Mouse IgG
(H+L)

Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor®
488

Rhodamine Red™-X (RRX)
AffiniPure Donkey Anti-Rabbit
IgG (H+L)

KataloSki

broj
ab31010
sc-13515
Ab52519
MO0851
sc-14939
sc-7874

705-545-
003

711-295-
152

711-295-
151

711-295-
152

711-295-
152

Domacin

Zec

Mis

Koza

Mis

Koza

Zec

Magarac

Magarac

Magarac

Magarac

Magarac

Razrijedenje

1:100
1:200
1:500
1:300
1:200
1:200

1.400

1:400

1:400

1:400

1:400

Proizvodac¢

Abcam (Cambridge, UK)
Santa Cruz Bt. (Dallas, TX, USA)
Abcam (Cambridge, UK)
Dako, Glostrup, Denmark
Santa Cruz Bt. (Dallas, TX, USA)
Santa Cruz Bt. (Dallas, TX, USA)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. 1 (Baltimore,

PA, USA)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. 1 (Baltimore,

PA, USA)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. 1 (Baltimore,

PA, USA)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. 1 (Baltimore,

PA, USA)

Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. 1 (Baltimore,

PA, USA)

Anti-HSP70 — protutijela na protein toplinskog Soka 70, HIFla — ¢imbenik induciran

hipoksijom alfa, anti-SNAIL — protein cinkovog prsta SNAIl, CTGF — ¢imbenik rasta

vezivnog tkiva, c-MYB — transkripcijski ¢cimbenik cMYB, IgG — imunoglobilin G
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Nakon ispiranja, jezgre su obojene 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) te je
apliciran pokrovni medij (Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD) i stavljena
pokrovnica. Histoloski preparati analizirani su na fluorescecijskom mikroskopu Olympus
(Tokio, Japan) BX51 1 slikani fotoaparatom Nikon DS-Ril (Nikon Corporation, Tokio,
Japan). Mikrofotografije su sastavljene pomocu programa Adobe Photoshop (Adobe
Systems, MI, SAD). Slikano je pet nepreklapajucih polja iz tri uzorka svakog ispitanika na

vidnom polju povecéanja objektiva 40x.

U konjunktivi, episkleri 1 dubokoj skleri analizirana je dvostruka
imunofluorescencija u sljede¢im kombinacijama: CTGF i cMyb; SNAIL i aSMA; HSP70 i
HIF1a (Tablica 1).

Razina pozadinskog signala za reprezentativne slike prikazane u rezultatima
uklonjena je pomocu Adobe Photoshopa (v21.0.2, Adobe, San Jose, CA, SAD). Obrada slika
za analizu 1 kvantifikaciju izvedena je pomocu softvera ImageJ (v1.530, Nacionalni istitut
za zdravlje, Bethesda, MD, SAD). Zeleni signal je izoliran uklanjanjem kanala crvene boje.
Nakon dupliciranja slika, na jednoj je primijenjen srednji filter i oduzet od nefiltrirane slike
kako bi se identificirao pozitivan signal. KoriStenjem opcije "triangl", konacne fotografije
su ogranicene, pretvorene u 8-bitne slike i spojene s DAPI-jem. Brojanje stanica provedeno
je pomocu softvera ImageJ (v1.530, Nacionalni instituti za zdravlje, Bethesda, MD, SAD).
Ukupan broj pozitivnih stanica izraCunat je kao broj stanica po mm? u konjunktivi, episkleri
i dubokoj skleri. Kona¢ni ukupni broj pozitivnih stanica po ispitaniku bio je srednja

vrijednost 10 odjeljaka koji su izracunati i usporedeni izmedu skupina.

3.5. Statisti¢ki postupci

Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem programa koji se nalazi na
mreznoj stranici https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2. Za izraCun smo koristili
podatke dobivene iz pilot pokusa na naSim uzorcima koje ukljucuje imunohistokemijsko
bojenje i analizu postotka stanica pozitivnih na SNAIL u sklerama ispitanika, sa sljede¢im
parametrima: mul = 1.14, mu2 = 0.28, sigma = 0.6, power = 0.8, p = 0.05, za §to je dobivena
najmanja potrebna veli¢ina uzorka po skupini n = 8. S obzirom da nasa najmanja skupina

sadrzi osam uzoraka, veli¢ina uzorka je primjerena za izradi disertacije.

38



Statisticka analiza biti ¢e provedena koriStenjem statistickog programa Prism 10
(verzija 10.6.1, GraphPad, La Jolla, CA, SAD). Za procjenu normalne distribucije podataka
koristiti ¢e se Kolmogorov-Smirnov test. Za analizu kontinuiranih podataka koristi ¢e se t-
test (2 skupine). Nadalje, za korelaciju izmedu tkiva pacijenata sa i bez lijeCenja analogom
PGF2 koristi ¢e se Welch’s koeficijent korelacije. Statisticka znacajnost definirana je kao P

<0,05.
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4. REZULTATI
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U istrazivanje je ukljucen 31 ispitanik s glaukomom koji je bio podvrgnut glaukomskom
zahvatu. Osnovni demografski podaci svihispitanika ukljucenih u studiju prikazani su u

Tablici 4.

Tablica 4. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika ukljucenih u istrazivanje

Varijabla Ispitanici
(N=31)

Spol — N (%)

Musko 19 (61,3)
Zensko 12 (38,7)
Dob (godine) 70,45 + 15,23

Broj glaukomskih lijekova — N (%)

Jedan lijek 1(3,2)
Dva lijeka 7 (22,6)
Tri lijeka 23 (74,2)

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) ako nije drugacije

navedeno.
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4.1. Usporedba intraokularnog tlaka i vidne oStrine prije i nakon

glaukomskog zahvata

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u razini intraokularnog taka prije i nakon
glaukomskog zahvata (22,48 = 7,48 vs. 8,9 + 3,45 mm Hg, P <0,001) (Slika 9). Nije utvrdena
razlika u vidnoj oStrini prije i nakon glaukomskog zahvata (0,3 + 0,28 vs. 0,33 = 0,25, P
=0,528).

40-

P < 0,001

30

IOT mmHg
N
?

ol—— . — _
IOT prije zahvata IOT nakon zahvata

Slika 9. Razine intraokularnog tlaka prije i nakon glaukomskog zahvata.
IOT — intraokularnog tlak
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD (standardna devijacija).

Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom.
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4.2. Analiza uzoraka Kkonjuktive, episklere i duboke bjeloo¢nice na

preparatima bojenim hemalaun eozinom

Konjuktiva je oblozena viseslojnim cilindri¢énim epitelom koji u nekim podrucjima
prelazi u viseslojni plocasti epitel. Bazalne stanice su cilindri¢ne, a u povrsnim slojevima
ima pojedinacnih okruglih do ovalnih mukoznih stanica. Subepitelna stroma konjunktive
gradena je od rahlog veziva u kojem ima krvnih Zila i rasprSenih fibroblasta (Slika 10a).

Medu ispitanicima nije uoCena varijabilnost u organizaciji navedenih tkiva.

Episklera je sloj graden od gustog vezivnog tkiva koji se nalazi izmedu konjunktive
i sklere. Sadrzava manje stanica nego stroma konjunktive i ima organiziraniji izvanstanicni
matriks koji je bogat kolagenom. Fibroblasti su rjedi, s jezgrama vretenastog oblika, a krvne

zile istaknutije i Cesto okruZene upalnim stanicama (Slika 10b).

Skleru karakterizira gusta vlaknasta organizacija tkiva, ve¢inom paralelnih snopova
kolagenih vlakana. Medu njima su razbacani fibroblasti s izduzenim vretenastim jezgrama.
Sklera je znatno slabije vaskularna nego druga analizirana tkiva oka, ali sadrzi krvne Zile.
Povrsinski sloj sklere ima organiziraniji raspored kolagenih vlakana, koja se u dubljem sloju

ispreplicu (Slika 10c).

Slika 10. Bojenje analiziranih tkiva hematoksilinom i eozinom.
Na slici su reprezentativni prikazi konjunktive (a), episklere (b) i sklere (c) ispitanika s

glaukomom. Mjerilo u donjem desnom kutu slika je 100 um. Slika je djelo autora.
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4.3. Analiza uzoraka Kkonjuktive, episklere i duboke bjeloo¢nice na

preparatima bojenim Masson trikromom

Bojenje Masson trikromom bolje od HE bojenja istice vezivne strukture, stani¢ne
detalje 1 vaskularne elemente. Citoplazma epitela konjunktive je u razli¢itim nijansama
ljubicaste boje, a jezgre tamnocrvene. Subepitelna stroma konjuktive je jarko plava zbog
prisutnosti kolagenih vlakana. Jezgre fibroblasta u stromi su tamnocrvene i isti¢u se na
svjetlijoj pozadini vezivnog tkiva. Krvne Zile u stromi sadrze crveno obojene eritrocite (Slika
11a). Episkleralno vezivo je jarko plavo zbog veceg sadrzaja kolagena i vlaknastije prirode
episklere u usporedbi s rahlom stromom konjunktive. Krvne zile su istaknute, a endotel i
eritrociti crveno obojeni (Slika 11b). Tkivo sklere se obojilo tamnoplavo jer se sastoji od
obilnih, gusto poredanih kolagenih vlakana. U matriksu su rasprseni fibroblasti s jezgrama
obojenim tamnocrveno. Rijetke su krvne zile, a endotel i eritrociti u lumenu obojeni
crvenkasto (Slika 11c). Medu ispitanicima nije uocena varijabilnost navedenih tkiva

obojenih ovom metodom.

Slika 11. Bojenje analiziranih tkiva Masson trikromom.
Na slici su reprezentativni prikazi konjunktive (a), episklere (b) i sklere (c) ispitanika s

glaukomom. Mjerilo u donjem desnom kutu slika je 100 um. Slika je djelo autora.
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4.4. lzrazaj HSP70 i HIFa u konjunktivi, episkleri i skleri ispitanika s

glaukomom

Imunoekspresija HSP70 je bila pozitivna u epitelu konjunktive, dok su subepitelna
stroma konjunktive, episklera i dublji dijelovi sklere negativni (Slika 12). U ispitanika koji
su lijeCeni analozima prostaglandina F2 alfa (PGF2), udio HSP70- pozitivnih epitelnih
stanica u konjuktivi bio je znacajno ve¢i nego u ispitanika koji nisu bili lijeCeni PGF2-om
(P =0,043) (Slika 13). Imunoizrazaj HIFa je pozitivan u stromi konjunktive i u episkleri, a
negativan u epitelu konjuktive i dubokoj skleri (Slika 12). Nije bilo statisticki znacajne
razlike u udjelu HIFa-pozitivnih stanica izmedu ispitanika lijeCenih PGF2-ima i ispitanika

koji nisu bili lije¢eni PFG-om (Slika 13).

Slika 12. Izrazaj proteina toplinskog Soka 70 (HSP70) i ¢imbenika induciranog hipoksijom
alfa (HIFa) u epitelu i subepitelnoj stromi konjuktive (a), episkleri (b) i skleri (c) ispitanika
s glaukomom (HSP70 zeleno, HIFa crveno, 400x). Slika je djelo autora.
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Slika 13. Graficki prikaz udjela imunoekspresije proteina toplinskog Soka 70 (HSP70) i
¢imbenika induciranog hipoksijom alfa (HIFa) u epitelu konjuktive, subepitelnoj stromi
konjuktive, episkleri i dubokoj skleri.

Stupié¢i predstavljaju aritmeticku srednju vrijednost, kruzi¢i pojedinacne vrijednosti u
ispitanika lijecenih analozima prostaglandina F2 alfa (PGF2, a kvadrati¢i u ispitanika

nelijeCenih s PGF2. Koristen je t-test uz Welchovu korekciju. Slika je djelo autora.
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4.5. lzrazaj SNAIL i aSMA u konjunktivi, episkleri i skleri ispitanika s

glaukomom

Imunoekspresija SNAIL je bila jako pozitivna u epitelu konjunktive, slaba u
subepitelnoj stromi konjuktive i umjereno pozitivna u episkleri i dubokoj skleri (Slika 14).
U ispitanika koji su lije¢eni analozima prostaglandina F2 alfa (PGF2) je udio SNAIL-
pozitivnih stanica u dubokoj skleri bio znac¢ajno veéi nego u ispitanika koji nisu lijeceni s
PGF-2 (P =0,001). U ostalim lokalizacijama nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu tih
dviju skupina ispitanika (Slika 15). Imunoekspresija aSMA bila je negativna u epitelu
konjuktive, slabo pozitivna u subepitelnoj stromi konjuktive i jako pozitivna u episkleri 1
dubokoj skleri (Slika 14). Ispitanici koji nisu lije¢eni s PGF2 imali su grani¢no veéi udio
aSMA-pozitivnih stanica u dubokoj skleri nego ispitanici koji su lije¢eni s PGF2 (P =0,050)
(Slika 15).

Slika 14. Izrazaj proteina cinkovog prsta (SNAIL) i alfa glatkomiSi¢nog aktina (aSMA) u u

epitelu 1 subepitelnoj stromi konjuktive (a), episkleri (b) i skleri (¢) ispitanika s glaukomom
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(SNAIL zeleno, aSMA crveno, 400x, mjerilo 50 um te se odnosi na sve slike.). Slika je djelo

autora.

Slika 15. Graficki prikaz udjela imunoekspresije SNAIL i sSSMA u epitelu konjuktive,
subepitelnoj stromi konjuktive, episkleri i dubokoj skleri. Stupi¢i predstavljaju aritmeticku
srednju vrijednost, kruziéi pojedinacne vrijednosti u ispitanika lije¢enih analozima PGF2, a
kvadrati¢i u ispitanika nelijeCenih s PGF2. Koristen je t-test uz Welchovu korekciju. Slika

je djelo autora.
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4.6. Izrazaj CTGF i ¢cMYB u konjunktivi, episkleri i skleri ispitanika s

glaukomom

Imunoekspresija CTGF je bila pozitivna u stromi konjunktive, dok su epitel
konjunktive, episklera i dublji dijelovi sklere bili negativni (Slika 16). Imunoekspresija
cMYB je bila pozitivna u epitelu i1 stromi konjunktive, a negativna u episkleri i dubokoj
skleri (Slika 16). Nije bilo statisticki znacajne razlike u udjelu CTGF-pozitivnih odnosno
MYP-pozitivnih stanica izmedu ispitanika lijeCenih PGF2-ima 1 ispitanika koji nisu bili

lije¢eni PFG-om (Slika 17).

Slika 16. Izrazaj ¢imbenika rasta vezivnog tkiva (CTGF) i transkripcijskog ¢imbenika
cMYB u epitelu i subepitelnoj stromi konjuktive (a), episkleri (b) i skleri (c) ispitanika s
glaukomom (CTGF zeleno, c-myb crveno, 400x, mjerilo 50 pm te se odnosi na sve slike.).

Slika je djelo autora.
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Slika 17. Graficki prikaz udjela imunoekspresije ¢imbenika rasta vezivnog tkiva (CTGF) 1
cMYB u epitelu konjuktive, subepitelnoj stromi konjuktive, episkleri i dubokoj skleri.
Stupi¢i predstavljaju aritmeticku srednju vrijednost, kruzi¢i pojedinacne vrijednosti u
ispitanika lijecenih analozima PGF2, a kvadrati¢i u ispitanika nelijeCenih s PGF2. KoriSten

je t-test uz Welchovu korekciju. Slika je djelo autora.
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5. RASPRAVA
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Na histoloskim preparatima bojenim H&E analizirali smo morfologiju konjunktive,
episklere i duboke sklere koja se u bitnom nije razlikovala od opisa u literaturi, niti se moglo
pretpostaviti kojoj skupini ispitanika s obzirom na lijecenje s PGF-2 pripadaju promatrani
uzorci (93-95). Histokemijskim bojenjem po Mallory trikromu dobro se diferenciraju
poznati obrasci gustoce kolagena izmedu analiziranih tkiva, ali opet bez moguénosti da se

svjetlosnim mikroskopom uoce razlike izmedu dviju skupina nasih ispitanika (95).

U ovom je radu dvostruko imunofluorescentno bojenje pruzilo uvid u
imunoekspresiju nekoliko biljega vezanih uz fibrozu kod ispitanika s glaukomom i
usporedbu njihova izrazaja ne samo po tipu uzorka od istog ispitanika, nego i medu
skupinama ispitanika s obzirom na lijeCenje s PGF2. Imunoekspresija HSP70 bila je
pozitivna u epitelu konjunktive, a negativna u drugim analiziranim djelovima. Epitel
konjunktive kod ispitanika lijeenih PGF2 imao je znacajno vec¢i udio HSP70-pozitivnih
stanica nego kod ispitanika koji nisu lijeCeni s PGF2 (p=0,043). Konjunktivalni epitel
predstavlja barijeru protiv vanjskih oSte¢enja i1 patogena i osjetljiv je na razliCite stresore
(96,97). Pojacana regulacija HSP70 u epitelu konjuktive ukazuje na adaptivni zastitni
odgovor u svrhu o¢uvanja funkcije (98). Moguce je PGF2 inducirao stresni odgovor epitela
posredovan s HSP70, a ovaj doprinosi upali i fibrozi. Razumijevanje uloge HSP70 u o¢nim
tkivima ispitanika s glaukomom, posebno kao odgovor na lijecCenje PGF2, ima implikaciju
za optimiziranje terapijske strategije. Ciljno lijecenje preko HSP70 puteva moglo bi
poboljsati zastitne mehanizme konjunktivalnog epitela, §to bi poboljSalo zdravlje ocne

povrsine i ukupni ishod lijeenja pacijenata s glaukomom.

Rezultati naSe studije pokazali su pozitivan obrazac imunoekspresije HIFa u stromi
konjuktive i episkleri, a negativan u epitelu konjuktive i dubokoj skleri. Prisutnost HIFa u
stromi konjuktive i episkleri implicira ulogu tog transkripcijskog ¢imbenika u regulaciji
stani¢nog odgovora na hipoksiju (99). U o¢nom tkivu, posebno u hipoksi¢nim uvjetima
izazvanim upalom ili dugotrajnom upotrebom lijekova, HIFa moze utjecati na pogorSanje
fibroticnih promjena, §to ga ¢ini relevantnim biljegom za istrazivanja povezana s uc¢inkom
PGF2. Stroma konjuktive i episklera su vaskularizirana tkiva pa imunoekspresija HIFa moze
ukazivati na adaptivni odgovor odrzavanja stanicne funkcije i poticanje angiogeneze u

hipoksi¢nim uvjetima (100,101). Tako se PGF2 ¢esto koristi u lijecenju glaukoma za
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smanjenje intraokularnog tlaka, €ini se da ne utjece izravno na imunoekspresiju HIFa u tim

o¢nim tkivima.

U naSem istrazivanju pokazali smo razli¢ite obrazce imunoekspresije SNAIL
proteina, klju¢nog regulatora epitelno-mezenhimalne pretvorbe (EMT), u analiziranim
ofnim tkivima ispitanika s glaukomom. Imunoekspresija SNAIL je bila jako pozitivna u
konjunktivalnom epitelu, slaba u stromi konjuktive i umjereno pozitivna u episkleri i
dubokoj skleri. Udio SNAIL- pozitivnih stanica je statisticki znac¢ajno ve¢i u dubokoj skleri
ispitanika lije¢enih s PGF2 nego u ispitanika koji nisu lije¢eni s PGF2 (p=0,001). Razlicita
imunoekspresija SNAIL-a u o€nim tkivima sugerira regulaciju procesa EMT u tim regijama
(82). Ekspresija SNAIL moze biti odgovor na lije¢enje analogom prostaglandina F2 i
pogorsati fibroti¢ni odgovor u ocnim tkivima. Imunoekspresija SNAIL-a u konjunktivalnom
epitelu ukazuje na moguénost EMT u ovoj regiji vaznu za odrzavanje integriteta epitela i
reagiranje na razli¢ite podrazaje (102,103). Slaba imunoekspresija u stromi konjuktive
sugerira nizu sklonost EMT-u u ovom tkivu, a umjerena imunoekspresija u episkleri i
dubokoj skleri dinamic¢niju regulaciju EMT u tim regijama. Znacajno ve¢a imunoekspresija
SNAIL-a u dubokoj skleri ispitanika lijeCenih PGF2 nego u ispitanika koji nisu lijeceni s
PGF2 ukazuje na mogucnost da taj lijek utjece na EMT posebno u skleri. Sklera, sloj
vezivnog tkiva, preoblikuje se i fibrozira u raznim o¢nim bolestima ukljucujuéi glaukom
(95). Ekspresija SNAIL-a u dubokoj skleri ispitanika lijeCenih PGF2 ukazuje na moguce
preoblikovanje tkiva kao odgovor na lije¢enje. Stoga razumijevanje uloge SNAIL-a i EMT-
a u ocnim tkivima ispitanika s glaukomom, posebno kao odgovor na lijjecenje PGF2, ima
implikacije za optimizaciju terapijskih strategija i upravljanje potencijalnim nuspojavama.
Treba istraziti moguénosti intervencije u modulaciju EMT procesa u skleri i eventualno
razviti novi terapijski pristup za sprjecavanje/ublazavanje preoblikovanja sklere i fibrozu

kod pacijenata s glaukomom.

U razlicitim oc¢nim tkivima bolesnika s glaukomom nalazi se pozitivna
imunoekspresija aSMA u miofibroblastima (104). U naSem istrazivanju izrazaj aSMA bio je
negativan u epitelu konjuktive, slabo pozitivan u subepitelnoj stromi konjuktive, a pozitivan
u episkleri i dubokoj skleri. Razlicita ekspresija aSMA u o¢nim tkivima odrazava raspodjelu
aktivnosti miofibroblasta u ispitanika s glaukomom. Na miSjem modelu veé je prije

dokazano da je glaukom povezan s povecanom proliferacijom fibroblasta sklere i i njihovom
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diferencijacijom u miofibroblaste (84). U naSoj studiji bio je grani¢no veci (p=0,05) udio
aSMA-pozitivnih stanica u dubokoj skleri kod ispitanika koji nisu lije¢eni s PGF2 u
usporedbi s ispitaicima lijeCenima PGF2. Prema literaturi, PGF2 potic¢e fibrozu pluca i
miokarda stimulicijom proliferacije fibroblasta (105). Slijeom toga, povecana ekspresija
aSMA ukazuje na prisutnost aktivnih miofibroblasta i sugerira da bi lijeCenje analogom
prostaglandina F2 moglo poticati fibrozu poticanjem aktivacije miofibroblasta u tkivima
oka. Kalouche i suradnici su utvrdili da lijeCenje latanoprostom, analogom PGF2, potice
ekspresiju aSMA 1 tranziciju fibroblasta u miofibroblaste u humanoj trabekularnoj mrezi
(106). Moguce da je grani¢na znacajnost razlike koju smo dobili uvjetovana malim uzorkom,
ali moguénost da PGF2 u skleri ublazava fibroticki proces posredovan miofibroblastima

treba dalje istraziti na ve¢oj i randomiziranoj skupini ispitanika.

Rezultati naSe studije pruzaju uvid u obrasce imunoizrazaja CTGF-a i cMYB-a u
razli¢itim o¢nim tkivima ispitanika s glaukomom. Tako je izrazaj CTGF-a ogranicen na
stromu konjunktive, a cMYB izrazen u epitelu i1 stromi konjuktive i negativan u episkleri 1
dubokoj skleri. Nije nadena statisticki znacajna razlika u obrascima imunoizrazaja oba
biljega s obzirom na to jesu li ispitanici lijeCeni s PGF2. Razlika u ekspresiji CTGF-a 1
cMYB-a u o¢nim tkivima ukazuje na razli¢itu ulogu tih ¢imbenika u odrzavanju homeostaze
tkiva 1 reakciji na podrazaj. CTGF, klju¢ni regulator fibroze i preoblikovanja tkiva,
eksprimiran je samo u stromi konjuktive, §to implicira njegovu ulogu u modulaciji
stromalnog mikrookolisa (107). Kod ispitanika s glaukomom koji su primali analoge
prostaglandina F2, CTGF moze posredovati fibrozu u konjunktivi i utjecati na kirurski ishod
duboke sklerotomije jer poti¢e prekomjerno stvaranje oziljka. cMYB, transkripcijski faktor
ukljucen u proliferaciju i diferencijaciju stanica, eksprimiran je u epitelu i stromi konjuktive,
Sto sugerira Siru ulogu u regulaciji stani¢nih procesa u tim tkivima (108). Visoke razine c-
MY B mogle bi ukazivati na pojaanu proliferaciju stanica u konjunktivi i skleri, §to rezultira
zadebljanjem i kruto$¢u tkiva nakon operacijskog zahvata. Odsutnost znacajnih razlika u
ekspresiji CTGF i cMYB izmedu ispitanika s obzirom na lijecenje s PGF2 ukazuje da
lijeCenej agonistima prostaglandina ne mijenja znacajno ekspresiju ovih Cimbenika u

konjunktivalnom i skleralnom tkivu.

U nasih ispitanika s glaukomom doslo je nakan operacije sklerektomijom do

zna¢ajnog smanjenja 10T-a, Sto je u skladu s literaturom. Slage i suradnici su u
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petogodi$njem pracenju rezultata 106 uradenih sklerektomija utvrdili znac¢ajno nizi IOT
poslije duboko skleretktomije (109). Time se potvrduje da manje invazivni zahvat kao $to je
duboka sklerektomija, u slucaju adekvatne operaciji i urednog poslijeoperacijskog tijeka,

moze odrzati kontrolu IOT tijekom dugog vremenskog razdoblja.

U zakljuc€ku, klinicki pokazatelji i imunofluorescentna analiza biljega vezanih uz
fibrozu pruzaju uvid u strukturne i funkcionalne varijacije u analiziranim o¢nim tkivima.
Znacajna razlika u imunoekspresiji HSP70 i SNAIL-a, moguce kao odgovor na lijeCenje
PGF2, naglasava slozenu interakciju izmedu mehanizama odgovora na stres, EMT-a,
diferencijacije miofibroblasta i terapijskih intervencija u o¢nim bolestima. Konjunktiva je
osjetljiva na upalu nakon terapije antiglaukomskim lijekovima. Dublji put drenaze koji pruza
duboka sklerotomija moze pomoc¢i u smanjenju postoperativnih komplikacija jer stvaranjem
intraskleralnog puta drenaZe minimizira ovisnost o konjunktivi koja je ranjivija nakon dulje
medicinske terapije. Uvid postignut ovim istrazivanjem je znacajan za glaukomske kirurge
jer predlaze strateski pomak prema postupcima koji snizavaju intraokularni tlak s manje
postoperativnih komplikacija. Preferencija za drenazne operacije, posebno kod pacijenata s
opseznom anamnezom lokalne terapije, je korisna jer pacijenti ¢esto imaju konjunktivalnu
upalu koja moze ugroziti kirurske ishode ako se izvedu postupci poput trabekulotomije. Nasa
studija svojim rezultatima podupire napore za kontinuiranim poboljSanjem kirurskih
intervencija u lijeCenju glaukoma. Potrebna su daljnja istrazivanja specifi¢nih mehanizama
koji leze u osnovi regulacije analiziranih ¢imbenika povezanih s fibrozom i njihovog utjecaja

na zdravlje oka, a sve u svrhu boljeg lije¢enje glaukoma.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Imunoekspresija biljega povezanih s fibrozom u uzorcima ispitanika s operiranim
glaukomom je razli¢ita. 1zrazaj HSP70 je pozitivan u epitelu konjunktive, a negativan u
drugim analiziranim djelovima. Izrazaj HIFa je pozitivan u stromi konjuktive i episkleri, a
negativan u epitelu konjuktive i dubokoj skleri. Izrazaj CTGF-a ograni¢en na stromu
konjunktive, a c-myb na epitel i stromu konjuktive. Izrazaj SNAIL prisutan je u epitelu

konjuktive i dubokoj skleri, a aSMA u dubokoj skleri.

2. U ispitanika koji su lijeceni analozima prostaglandina F2 alfa, udio HSP70- pozitivnih
epitelnih stanica u konjuktivi bio je znacajno ve¢i nego u ispitanika koji nisu bili lijeCeni
tim lijekom (P =0,043). U ispitanika koji su lijeceni analozima prostaglandina F2 alfa je udio
SNAIL-pozitivnih stanica u dubokoj skleri bio znacajno veéi nego u ispitanika koji nisu

lijeceni tim lijekom (P =0,001).

3. Sklerektomija je kod nasih ispitanika bila je uspjesna. Utvrdena je statisticki znacajna
razlika u razini intraokularnog taka prije i nakon glaukomskog zahvata (22,48 + 7,48 prema
8,9 £ 3,45 mm Hg, P <0,001). Nije utvrdena razlika u vidnoj oStrini prije i nakon
glaukomskog zahvata (0,3 £+ 0,28 prema 0,33 + 0,25, P =0,528).
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7. SAZETAK
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Uvod: Glaukom je danas vode¢i uzrok nepovratne sljepoce. Lijecenja je zahtjevno i odabir
adekvatnog terapijskog pristupa klju¢an u smanjenju kroni¢nih komplikacija glaukoma.
Primarni terapijski pristup je redukcija intraokularnog tlaka (IOT). U medikamentoznom
lijeCenju glaukoma, dugotrajna primjena lokalnih prostaglandina F2 (PDF2) moze dovesti
do kroni¢nog konjuktivitisa i posljedi¢no losih ishoda operacije glaukoma. Cilj studije je
analizirati obrazac imunoekspresije proteina vezanih uz fibrozu u konjunktivi, episkleri i
dubokoj skleri pacijenata s glaukomom koji su operirani metodom sklerektomije i usporediti

izrazaj analiziranih biljega s obzirom je pacijent prethodno bio lijecen ili ne s PGF2.

Ispitanici i postupci: U studiju je ukljucen 41 ispitanik s operiranim glaukomom, od kojih
su 23 lijeCena s PGF2, a osam nisu. Tijekom operacije uzeti su uzorci za analizu. Svim
ispitanicima je prije i poslije zahvata ucinjen standardni oftalmoloski pregled i mjerenje
IO0T-a. Protutijela na protein toplinskog Soka 70 (HSP70), ¢imbenik rasta vezivnog tkiva
(CTGF), protein cinkovog prsta SNAIl (SNAIL), alfa glatkomiSi¢ni aktin (aSMA),
transkripcijski ¢imbenik cMYB (cMYB) i1 ¢imbenik induciran hipoksijom alfa (HIFa)
aplicirana su u razli¢itim kombinacijama na histoloskim preparatima konjuktive, sklere i

episklere dvostrukom imunofluorescencijskom metodom.

Rezultati: Prosjecna dob ispitanika je 70,45 + 15,23 godina, a njih 74,3 % primala su tri
razlicita antiglaukomska lijeka. Razina IOT-a je smanjena nakon glaukomskog zahvata,
22,48 + 7,48 prema 8,9 + 3,45 (P <0,001). U ispitanika lijeCenih PGF2 analozima je
imunoekspresija HSP70 u konjunktivalnom epitelu i SNAIL u dubokoj skleri bila znacajno
veéa nego u ispitanika koji nisu primali PGD2 (p=0,043 odnosno P=0,001); u ekspresiji

ostalih ostalih biljega nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu dvije skupine.

Zakljucak: U ispitanika koji su primali PGF2 jace su izrazeni biljeg oste¢enja HSP70 i
biljeg epitelno-mezenhimalne pretvorbe SNAIL, ¢ime smo dokazali ve¢i fibrozni potencijal
u analiziranim segmentima oka tih pacijenata. Rezultati naseg istrazivanja mogli bi potaknuti
preferenciju za drenazne operacije, posebno kod pacijenata s opseznom anamnezom lokalne
terapije, buduci da ti pacijenti ¢esto imaju konjunktivalnu upalu koja moze ugroziti kirurske

ishode ako se izvedu postupci poput trabekulotomije. Daljnja istraZivanja regulacije ovih
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¢imbenika u ofnim tkivima mogla bi dovesti do razvoja potencijalnih novih terapijskih

pristupa u lije¢enju glaukoma.
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8. SUMMARY
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Introduction: Glaucoma is today the leading cause of irreversible blindness. Treatment is
demanding and the selection of an adequate therapeutic approach is crucial in reducing
chronic complications of glaucoma. The primary therapeutic approach is the reduction of
intraocular pressure (IOP). In the medical treatment of glaucoma, long-term use of local
prostaglandin F2 (PDF2) can lead to chronic conjunctivitis and consequently poor outcomes
of glaucoma surgery. The aim of the study is to analyze the immunoexpression pattern of
fibrosis-related proteins in the conjunctiva, episclera and deep sclera of glaucoma patients
who underwent sclerectomy and to compare the expression of the analyzed markers with

regard to whether the patient had previously been treated with PGF2 or not.

Patients and methods: The study included 41 patientss with glaucoma surgery, of whom
23 were treated with PGF2 and eight were not. Samples were taken for analysis during
surgery. All patients underwent a standard ophthalmological examination and IOP
measurement before and after the procedure. Antibodies to heat shock protein 70 (HSP70),
connective tissue growth factor (CTGF), zinc finger protein SNAI1 (SNAIL), alpha smooth
muscle actin (aSMA), transcription factor cMYB) and hypoxia-inducible factor alpha (HIFa)
were applied in different combinations to histological preparations of conjunctiva, sclera and

episclera by double immunofluorescence method.

Results: The mean age of the patients was 70.45 + 15.23 years, and 74.3% of them were
receiving three different antiglaucoma drugs. IOP levels were reduced after glaucoma
surgery, 22.48 + 7.48 vs. 8.9 £ 3.45 (P < 0.001). In patients treated with PGF2 analogues,
the immunoexpression of HSP70 in the conjunctival epithelium and SNAIL in the deep
sclera was significantly higher than in patients not receiving PGD2 (p=0.043 and P=0.001,
respectively); there was no statistically significant difference in the expression of other

markers between the two groups.

Conclusion: In patients receiving PGF2, the damage marker HSP70 and the epithelial-
mesenchymal transition marker SNAIL were more strongly expressed, thus demonstrating a
greater fibrotic potential in the analyzed eye segments of these patients. The results of our
study could encourage a preference for drainage surgeries, especially in patients with an
extensive history of topical therapy, since these patients often have conjunctival
inflammation that can compromise surgical outcomes if procedures such as trabeculotomy

are performed. Further research into the regulation of these factors in ocular tissues could
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lead to the development of potential new therapeutic approaches in the treatment of

glaucoma.
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