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Genetska heterogenost primarnog glaukoma otvorenog ugla
(POAG) 1 promena koncentracije razli¢itth medijatora zapaljenja 1
imunog odgovora u krvi, o¢noj vodici ili tkivima ukazuju da su razli-
¢iti genetski mehanizmi, kao 1 aktivnosti imunog sistema ukljuceni u
patogenezu POAG.

Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje meduzavisnog klinickog, genskog
I biohemijskog nalaza kod osoba obolelih od POAG sa povisenim
intraokularnim pritiskom (POAG-HTG).

Na uzorku DNK ispitivana je distribucija genskih polimorfizama
na genu za TNF-oa -308 G/A i -863 C/A metodom PCR-RFLP,
odredivana je koncentracija cirkuliSsu¢eg TNF-o i HSP 70 u plazmi,
koncentracija solubilnog Fas i FasL u o¢noj vodici ispitanika komer-
cijalnim ELISA testovima i ispitivana je njihova povezanost sa
kvantitativnim klini¢kim parametrima bolesti.

U ovo istrazivanje ukljuceno je 357 ispitanika: 81 sa POAG-HTG,
35 sa pseudoeksfolijativnim glaukomom otvorenog ugla (PEXG), 77 sa
staraCkom kataraktom i 164 zdravih subjekata koji su po starosti i
polu odgovarali pacijentima. Obradeno je 35 uzoraka ocne vodice
pacijenata sa POAG-HTG, 24 sa PEXG i 29 sa starackom kataraktom.

Rezultati istrazivanja su pokazali da je koncentracija TNF-a u
serumu znatno visa kod pacijenata obolelih od glaukoma. Zastuplje-
nost genotipova GG TNF-a (-308) i CC TNF-a (-863) je znacajno
ve¢a kod POAG-HTG. Nema znacajne povezanosti izmedu TNF-a
(-308) G/A i TNF-a (-863) C/A polimorfizma i ispitivanih klini¢kih
parametara kod POAG-HTG. Koncentracija HSP 70 znac¢ajno uti¢e na
MD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf pacijenata sa POAG-HTG.
Kod POAG-HTG znacajna je negativna korelacija koncentracije Fas i
RNFL Inf, kao i negativna korelacija FasL sa MD i RNFL Avg.

Zakljucak istrazivanja je da je serumski TNF-o mocan citokin sa
zna¢ajnom ulogom u patogenezi glaukoma i glaukomnoj neuropatiji.
HSP 70, sFas i sFasL imaju ulogu u patogenezi POAG i mogu biti
pokazatelji razvoja i progresije glaukomne neuropatije. Dokazano je
da A alelni polimorfizam TNF-a (-863) ima zastitnu ulogu u
patogenezi POAG.
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1. UVOD

Glaukom je heterogena grupa progresivnih optickih neuropatija sa kompleksnom
genetskom osnovom, kompleksnim nizom faktora i mehanizama koji dovode do smrti
retinalnih ganglijskih ¢éelija (RGC) (1). To je obi¢no bilateralna i asimetri¢na bolest, koja se
moze razviti pri svakom intraokularnom pritisku (I0OP). Primarni glaukom pogada oko 60-70
miliona ljudi Sirom sveta, a za 10% njih se smatra da su bilateralno slepi (1-4). Glaukom je
odgovoran za 14% slepila u svetu. On je drugi vodeéi uzrok slepila u Evropi i svetu, posle
katarakte i naj¢eséi je uzrok ireverzibilnog slepila (5).

Sve vrste glaukoma imaju neke zajednicke klinicke karakteristike, koje ukljucuju
specifi¢no izmenjeni izgled glave vidnog zivca, karakteristi¢ne promene 1 gubitke u vidnom
polju i hroni¢nu progresiju. Pored toga, glaukom je ¢esto povezan sa povisenim intraokularnim
pritiskom, koji nije ni potreban niti dovoljan za pocetak ili progresiju bolesti (6). Smatra se
da problem pocinje sa IOP koji je previsok za vidni zivac pojedinca. Kod velikog broja ljudi
obolelih od glaukoma (oko 40%) IOP je u okviru statisti¢ki definisanih referentnih vrednosti (7).

Glaukomi se mogu klasifikovati prema etiologiji na primarne i sekundarne, prema
anatomiji komornog ugla i prednje o¢ne komore na glaukome otvorenog i zatvorenog ugla i
prema vremenu nastajanja na infantilne, kongenitalne ili juvenilne i adultne. Generalno,
primarni glaukomi su podeljeni u tri velike grupe: primarni glaukom otvorenog ugla (POAG),
primarni akutni glaukom zatvorenog ugla (PACG) i1 primarni kongenitalni glaukom. POAG je
najcesci oblik glaukoma (8, 9).

PoviSeni intraokularni pritisak je verovatno najvazniji faktor rizika za primarni
glaukom otvorenog ugla, kao najceS¢eg oblika glaukoma. Medutim, i drugi faktori kao Sto su
ekscitotoksi¢nost, smanjena aktivnost antioksidativnog odbrambenog sistema i povecanje
produkcije azot monoksida (NO) povecanjem aktivnosti azot-oksid sintaze (NOS) mogucéi su
dodatni uzroci glaukomatoznih oste¢enja (1).

Cilj terapije glaukoma je oc€uvanje vidne funkcije i1 kvaliteta Zivota pacijenata.
Uglavnom je terapija glaukoma usmerena na kontrolu intraokularnog pritiska. Medutim,
terapija koja spre¢ava smrt RGC i sprecava gubitak vlakana glave vidnog zivca treba da bude
glavni cilj leCenja. PoviSen oc¢ni pritisak je verovatno najvazniji faktor rizika za razvoj i

napredovanje glaukoma, ali je i dalje faktor rizika, a ne bolest po sebi.
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Uvod

Konvencionalne metode za dijagnozu glaukoma zasnovane na analizi vidnog polja i
morfoloskim promenama glave vidnog zivca i visina IOP kao “zlatni standard” imaju prili¢éno
nisku senzitivnost i specificnost (10, 11). Rano otkrivanje glaukoma je jo§ uvek vazno
pitanje, jer je moguce da postoji gubitak RGC ¢ak i do 50% pre prvih patoloSkih promena u
vidnom polju (8) i1 vecina pacijenata moze da boluje od glaukoma i vise od 10 godina ne
znajudi za to. Postoji jasna potreba za boljim dijagnostickim metodama visoke specifi¢nosti i
senzitivnosti koje bi ukazale na veoma visok rizik za nastanak ili vrlo rano otkrivanje bolesti.

Promena koncentracije biomarkera u serumu obolelih od glaukoma ukazuje na ulogu
autoimuniteta i njegovo uklju¢ivanje u patogenezu glaukoma kod nekih pacijenata. I dalje
ostaje nejasno da li se autoantitela kod glaukoma razvijaju kao posledica bolesti ili su
uzro¢nik. Mozda se ona mogu efikasno koristiti kao visoko-specifi¢ni i precizni biomarkeri
za dijagnozu razli¢itih vrsta glaukoma (12). U buduc¢nosti, specifi¢ni biomarkeri bi mogli da
pomognu da se otkrije postoje¢i proces bolesti u vrlo ranoj fazi, mozda ¢ak i pre pojave
klini¢kih znakova bolesti i takode mogu pomoci da se identifikuju pacijenti sa okularnom
hipertenzijom (OH) koji imaju rizik za razvoj glaukoma. U mnogim drugim bolestima,
poznato je da se poviSeni titar antitela razvija mnogo godina pre klinickog pocetka bolesti i
moze biti prisutan i do 10 godina pre pojave prvih simptoma (13, 14). Rana detekcija
glaukoma bi rezultirala ranijim tretmanom, koji moze da spreci slepilo ili uspori progresiju

bolesti.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Glaukom otvorenog ugla

Ljudi svih uzrasta mogu da obole od glaukoma. Oko 2,65% svetskog stanovniStva
starijeg od 40 godina pati od glaukoma. Prevalenca raste sa godinama starosti, ona je u
Evropi skoro 10% kod ljudi starijih od 75 godina (5). Prevalenca je veca kod osoba iz Afrike
i Azije ili kod onih sa porodi¢nom istorijom glaukoma. Podaci iz populacionih studija
ukazuju da danas 1 od 40 odraslih osoba starijih od 40 godina boluje od glaukoma sa zna-
Cajnim oStecenjem vidne funkcije, $to je jednako 60 miliona ljudi Sirom sveta, od kojih je 8,4
miliona bilateralno slepih (5, 8). Procenjuje se da je u 2013. godini u celom svetu broj ljudi
(starosti od 40 do 80 godina) obolelih od glaukoma bio oko 64,3 miliona, a predvida se rast
na 76,0 miliona u 2020. godini i 111,8 miliona u 2040. godini (15).

Primarni glaukom se javlja u odsustvu drugih prepoznatljivih uzroka bolesti (npr.
pseudoekfolijacije, pigmentna disperzija, hroni¢ni uveitis, itd.). Klasifikacija primarnog gla-
ukoma otvorenog ugla uglavnom se zasniva na starosti pacijenta kada glaukom pocinje i
stoga je on klasifikovan kao primarni urodeni glaukom (pocetak do 3 godine zivota), ju-
venilni glaukom otvorenog ugla (JOAG, pocinje u 10-35 godini zivota) i primarni glaukom
otvorenog ugla odraslih (POAG, posle 35 godine) (16).

Najces¢i oblik glaukoma na Zapadu je POAG. RazliCite studije procenjuju da je
njegova prevalenca 1,1% do 2% u zavisnosti od ispitivane populacije (17-19). Dok je njegova
prevalenca u crnackim populacijama cetiri do pet puta veca (20, 21). POAG se karakteriSe
otvorenim komornim uglom, poviSenim intraokularnim pritiskom, a manifestuje se tipi¢nim
promenama u vidnom polju u uznapredovalim fazama (22). Medutim, prema podacima
“Baltimor Eye Survey”, 33% svih glaukomatoznih o¢iju medu belim i crnim Amerikancima
je imalo 10P ispod 21 mm Hg (23). Ova podgrupa se naziva normo-tenzivni glaukom (NTG)
I karakteriSe se oStecenjem glave vidnog Zivca i defektima u vidnom polju tipi¢nim za
glaukom (definicija Evropskog udruzenja glaukomatologa, EGS) (24). Inace, postoje bole-
snici sa povisenim IOP, tzv. okularna hipertenzija (OH), koji ne pate od glaukoma. OH je
definisana kao povisenje IOP preko 21 mmHg mereno Goldmannovim aplanacionim tono-

metrom (24) uz odsustvo promena u vidnom polju (2, 24).
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Glaukom otvorenog ugla (open-angle glaucoma, OAG) obuhvata: primarni glaukom
otvorenog ugla, primarni juvenilni glaukom, okularnu hipertenziju i sekundarne glaukome

otvorenog ugla, kao Sto su pseudoeksfolijativni glaukom i1 pigmentni glaukom.

2.2. Primarni glaukom otvorenog ugla

Primarni glaukom otvorenog ugla (primary open-angle glaucoma, POAG) je hroni¢na,
progresivna neuropatija vidnog Zivca, sa karakteristicnim morfoloskim promenama glave vidnog
zivca i peripapilarnih retinalnih nervnih vlakana u odsustvu drugih o¢nih oboljenja i urodenih
anomalija. Ove promene su udruzene sa progresivnim odumiranjem retinalnih ganglijskih ¢elija 1
promenama u vidnom polju.

Glaukom je i dalje veliki problem javnog zdravlja §irom sveta. Cak i u razvijenim
zemljama, polovina slucajeva glaukoma je nedijagnostikovana do uznapredovalih promena u
vidnom polju, zbog najcesce asimptomatske klinicke slike. Nakon $to se dijagnostikuje
glaukom, pacijenta treba pratiti dozivotno kako bi se spre€ilo napredovanje oStecenja u
vidnom polju i da bi se odrzao kvalitet njegovog Zivota.

Uznapredovali gubitak vidnog polja moze se naci ¢ak u oko 20 % osoba obolelih od
primarnog glaukoma otvorenog ugla u trenutku dijagnoze i vazan je prognosticki faktor za
dalji razvoj glaukoma i slepila. Kada se pojave rani defekti u vidnom polju, a IOP je veéi od
30 mmHg, osobe obolele od glaukoma ukoliko su bez terapije mogu izgubiti ostatak vidnog

polja za tri godine ili kra¢i vremenski period (25).

2.2.1. Vrste primarnog glaukoma otvorenog ugla

1. Primarni glaukom otvorenog ugla sa povisenim intraokularnim pritiskom (high
pressure glaucoma, high-tension glaucoma, HTG)

2. Primarni glaukom otvorenog ugla sa normalnim intraokularnim pritiskom (normal-
pressure glaucoma, normal tension glaucoma, NTG)

3. Primarni juvenilni glaukom

4. Okularna hipertenzija (ocular hypertension, OH)

Etiologija primarnog glaukoma otvorenog ugla je i dalje nepoznata i nije dovoljno

razjasnjena. Smatra se da brojni genetski faktori i druge bolesti imaju odredenu ulogu u

nastanku glaukoma (shema 1) (24, 26, 27).
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FAKTORI
SPOLJASNJE
SREDINE

INTRAOKULARNI
PRITISAK

Shema 1. Faktori koji uti¢u na razvoj glaukoma.

Svetska zdravstvena organizacija (WHQ) procenjuje da u svetu 105 miliona ljudi
boluje od glaukoma. Glaukom je sve znacajniji javni zdravstveni problem zbog starenja
svetske populacije. Glaukom otvorenog ugla je najcesci oblik glaukoma kod pripadnika bele
rase i Afrikanaca, dok je glaukom zatvorenog ugla ¢e$¢i kod Azijata. U Sjedinjenim Ame-
rickim Drzavama, POAG je cetiri do pet puta ¢eS¢i medu Afro-ameri¢kim stanovniStvom u
odnosu na stanovnis§tvo evropskog porekla, a ucestalost POAG kod meksickih Amerikanaca
je negde izmedu. Prevalenca POAG u Kineskoj populaciji je slicna kao u Evropi, dok je kod
Indijaca ve¢a. POAG se nasleduje kao kompleks razliitih karakteristika, mada i ¢inioci
zivotne sredine mogu da doprinesu ovoj bolesti.

Okularna hipertenzija ili visoki 10P, se smatra jednim od glavnih faktora rizika za
razvoj glaukoma. Drugi faktori rizika za glaukom ukljucuju starenje, pozitivhu porodi¢nu
istoriju glaukoma medu pripadnicima prvog stepena srodstva, centralnu debljinu roznjace

manju od 555 mikrona, visoku kratkovidost i migrenu (5, 8, 24).

2.2.2. Faktori rizika za nastanak POAG

U faktore rizika za nastanak POAG spadaju:

1. Intraokularni pritisak. POAG se moze javiti sa ili bez poviSenog o¢nog pritiska, ali
je danas snizenje o¢nog pritiska glavni terapijski cilj i jedino se na IOP moze
delovati: lekovima, laserski ili hirurski. Poviseni IOP je u vezi sa prevalencom i
incidencom OAG. Svako povecanje IOP od 1 mmHg povecava rizik za nastanak
OAG za 1-12% medu pripadnicima bele rase, za 10% kod Afrikanaca i 18% kod

stanovnika latinske Amerike (28).
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2. Starost je znacajan faktor rizika za nastanak OAG. POAG je ces¢i kod starijih
0soba, a u veéini slucajeva bolest se ispoljava posle 65 godine starosti. Oboljeva 1-
2% belaca starijih od 40 godina, a taj procenat raste na 5% sa 70 godina starosti.
Nije uobicajeno da se dijagnoza POAG postavi kod mladih od 40 godina (29).

3. Rasa. POAG je znatno ¢es$¢i, razvija se ranije i u tezem obliku kod pripadnika crne
u odnosu na pripadnike bele rase (30).

4. Porodicna anamneza i nasledivanje. POAG je Cesto nasledan, posebno na
multifaktorni nacin. Geni koji su odgovorni za naslede (MYOCIN, OPTIN,
WDR36), pokazuju inkompletnu penetraciju i varijabilnu ekspresiju. Intraokularni
pritisak, lakoca oticanja ocne vodice 1 dimenzije optiCkog diska su takode genetski
predodredeni. Prvostepeni rodaci pacijenata su pod povecanim rizikom za razvoj
POAG, medutim procene tacnog rizika nedostaju zato §to se bolest razvija kod
starijih osoba, a dugotrajno pracenje je neophodno za dobijanje preciznih rezultata.
Saopsteno je da je priblizan rizik za bracu 1 sestre 10%, a za potomstvo 4% (31).

5. Centralna debljina roznjace. Tanja roznjaca, odnosno smanjenje centralne debljine
roznjace za 40 um povecava rizik za nastanak glaukoma za 30% do 41% (3, 31).

6. Miopija veca od -3D (dioptrija) je udruzena sa poveéanim rizikom za nastanak
OAG. Rezultati istrazivanja “Duch study” pokazuju da ljudi sa miopijom ve¢om od
-4D imaju 2,3 puta veci rizik za nastanak OAG, jer su miopne o¢i podloznije
oStecenjima prouzrokovanim povisenim intraokularnim pritiskom (32).

7. Okularni perfuzioni pritisak. Smanjen okularni perfuzioni pritisak povecava rizik
za nastanak OAG, u zavisnosti da li su pacijenti leCeni sistemskim antihipertenzi-
vima ili ne (31).

8. Drugi faktori rizika: SeCerna bolest, arterijalna hipertenzija, migrena, Raynaud

sindrom, obstruktivna sleep apnea (33).

2.2.3. Patogeneza glaukomnog oSte¢enja

Povisenje IOP kod POAG je prouzrokovano povecanim otporom oticanju ocne vodice
u komornom uglu, tj. trabekulumu i Schlemm-ovom kanalu. Morfoloske i biohemijske ana-
lize trabekuluma bolesnika sa POAG otkrile su gubitak ¢éelija, povecanu akumulaciju ekstrace-
lularnih matriksnih proteina, promene u citoskeletu, ¢elijsko starenje i procese subklini¢kog
zapaljenja (slika 1). Tkivo trabekuluma je glavna meta za ova deSavanja u prednjoj o¢noj ko-

mori, a razvoj 1 napredovanje glaukoma moguce je pratiti akumulacijom oksidativnog oSte-
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¢enja u ovom tkivu (34). Povecanje IOP, koje je razlicito za svako pojedinac¢no oko i koje to
oko ne moze da tolerise, dovodi do oSteCenja laminae cribrosae i dalje vodi oste¢enju aksona
i apoptozi retinalnih ganglijskih éelija. Preterminalni dogadaj je influks Ca™ u ¢elijska tela i
poveéanje koncentracije intracelularnog azot-oksida. Dva mehanizma, vaskularni i meha-
nicki, objasnjavaju ovu sporu programiranu smrt RGC. Nedavne studije sugeriSu da dodatno

autoimunost moze doprineti patogenezi glaukoma (35-40).

Sclera

Vitreous
body

Slika 1. (A) Normalan tok o¢ne vodice u oku: iz cilijarnog tela i zadnje oéne komore do prednje
o¢ne komore kroz zenicu i drenira se kroz trabekulum u komornom uglu, u Schlemm-ov kanal,
odatle u episkleralne vene. Kod POAG povecan je otpor oticanju ocne vodice.

(B) Normalno oticanje o¢ne vodice putem trabekuluma (velika strelica) i uveoskleralno oticanje
(mala strelica). Veci deo ocne vodice otice kroz trabekulum.

(C) Oticanje o¢ne vodice u POAG; oticanje ovim putevima je smanjeno.

Preuzeto: Kwon YH i sar., N Engl J Med 2009.; Distelhorst JS i Hughes GM, Am Fam Physician 2003.
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2.2.4. Klinicka slika

Simptomi

POAG je obi¢no asimptomatski dok se ne javi znacajan gubitak vidnog polja, jer se
oStecenje postepeno razvija, a podrucje fiksacije (centralni vid) je zahvaceno kasno u toku

bolesti. Obi¢no je to bilateralna bolest, ali je napredovanje najces¢e asimetri¢no.

Klinic¢ki znaci

1. Povisen IOP. Bouwman je bio prvi koji je ukazao na znacaj merenja IOP. Razvio
je sistem digitalnog palpiranja i merenja IOP, ¢ime nam je omogucio da dodelimo N
(dig) za normalan o¢ni pritisak, kao 1 N+1, N+2, N+3 za povisen ocni pritisak (41).
Priblizno 2% opste populacije starosti preko 40 godina ima IOP ve¢i od 24 mmHg,
a 7% veci od 21 mmHg. Ipak, samo 1% njih ima glaukomatozna oSte¢enja u vidnom
polju. Takode, ima i onih sa normalnim IOP, manjim od 22 mmHg, kod kojih
postoje eskavacija glave vidnog zivca i promene u vidnom polju.
Veliki znacaj se pridaje fluktuaciji IOP. Potrebno je razlikovati dnevnu (diurnal)
fluktuaciju, 24h fluktuaciju i dugoro¢nu. Dnevna fluktuacija je povecana u o¢ima
sa OH, ali ne kod NTG (41). Dugoro¢na fluktuacija je verovatno faktor rizika za

progresiju glaukoma. LoSa komplijansa ¢e povecati ovu fluktuaciju, kao i rizik.

2. Dnevna kolebanja u nivou IOP veéa od 5 mmHg, kao i asimetrija visine IOP

izmedu dva oka.

3. Gonioskopski nalaz: otvoren komorni ugao. Ovaj gonioskopski nalaz ne odstupa

od nalaza zdravih ljudi istih godina starosti.

4. Promene glave vidnog Zivca: eskavacija, asimetrija izgleda papile vidnog zivca i
asimetrija eskavacije (> 0,2 E/D ili C/D), bledilo i hemoragije na opticCkom disku
(slika 2).
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Slika 2. (A) Opticki disk se sastoji od neuronskih vlakana, vaskularnog i vezivnog tkiva.
Konvergencija aksona RGC u opticki disk stvara neuroretinalni obod (rim). Neuroretinalni
obod okruzuje centralnu plitku depresiju (cup) u optickom disku. Aksoni RGC nakon
prolaska kroz laminu cribrosu (LC) formiraju vidni Zivac. (B) Glaukomatozna opti¢ka
neuropatija predstavlja ostecenje i remodelovanje optickog diska i LC, sto dovodi do gubitka
vida. Sa povisenjem IOP, dolazi do istanjenja i posteriornog pozicioniranja LC, §to dovodi do
produbljivanja eskavacije 1 suzavanja oboda. Poremecaji na nivou LC pokrecu i doprinose

blokadi aksonskog transporta, $to je prac¢eno apoptozom RGC.
Preuzeto: Weinreb RN i sar., JAMA 2014.

5. Vidno polje predstavlja projekciju funkcionalnog dela retine u prostoru, odnosno
projekciju svih retinalnih taaka na kojima mogu zapoceti vidne senzacije. Ispitivanje
vidnog polja vrsi se pomocu perimetrije. Pored standardne automatske perimetrije
(standard automated perimetry, SAP), postoje i druge perimetrijske procedure (short-
wavelength automated perimetry— SWAP, frequency-doubling technology perimetry—
FDTP). Ne postoji patognomonic¢no glaukomno vidno polje, ve¢ postoji tipi¢an
glaukomni razvoj ispada vidnog polja: od pocetnih promena tipa isklju¢ivanja slepe
mrlje i pojave paracentralnih skotoma tipa Bjeruma i Siedela, preko gubitka na-
zalnog dela vidnog polja sa ofuvanim centralnim delom i nekoliko temporalnih
ostrva, do krajnjeg stadijuma gde jedno ili viSe temporalnih ostrva vidnog polja
prethode kona¢nom gubitku vida (slika 3). Ispitivanje vidnog polja na tri do Sest
meseci, a posebno pre i nakon promene terapije, pre i posle operativhog zahvata

predstavlja osnovno merilo postojanja i brzine progresije glaukomne bolesti (42-45).
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Gradiranje glaukomnog osteéenja (Hadopp Klasifikacija)

a) Blago ostecenje se karakteriSe ranim defektima u vidnom polju (MD < -6 dB) i
malim eskavacijama glave vidnog zivca.

b) Umereno ostecenje se karakteriSe jasno definisanim arkuatnim skotomima (MD <
-12 dB) i umerenim istanjenjem neuroretinalnog oboda.

c) Tesko ostecenje se manifestuje ekstenzivnim gubitkom vidnog polja (MD > -12
dB) i izrazenom eskavacijom.

d) Zavrsni stadijum bolesti se karakteriSe malim zaostatkom vidnog polja i minimalnim

zaostalim neuroretinalnim obodom.

Slika 3. Kompjuterizovano vidno polje pokazuje progresivan gubitak vidnog polja levog oka
pacijenta sa nekontrolisanim glaukomom. (A) Prvo vidno polje je normalno i pokazuje lokaciju
slepe mrlje. (B) Prva abnormalnost u vidnom polju ovog pacijenta je gubitak vidnog polja u
superiornom i nazalnom delu vidnog polja. (C) Napredovanje ostecenja; gubitak vidnog polja
obuhvata i superiorne i inferiorne delove vidnog polja. (D) Na kraju, u uznapredovaloj bolesti,

prisutno je veliko ostecenje, celo vidno polje nestaje, ostaje samo centralni deo.
Preuzeto: Distelhorst JS i Hughes GM, Am Fam Physician 2003.
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6. Debljina peripapilarnih nervnih vlakana retine

Trajni gubitak retinalnih ganglijskih éelija karakteristican za glaukom manifestuje se
kao eskavacija (cupping) glave vidnog zivca i kao lokalizovani i/ili difuzni gubitak
retinalnih nervnih vlakana (RNFL). Trenutni dokazi ukazuju da je u mnogim oc¢ima
moguce postojanje znacajnih ostecenja vidnog zivca i da ona mogu da prethode prome-
nama i gubitku u vidnom polju, koji se registruju znatno kasnije. Tako je u studiji “Ocular
Hypertension Treatment Study” (OHTS) prikazano da su promene na disku detektovane
ranije nego abnormalnosti u vidnom polju u vise od polovine bolesnika u vreme po-
stavljanja pocetne dijagnoze glaukoma (42).

U novije vreme je razvijeno nekoliko laserskih i opti¢kih metoda koje pruzaju
objektivnije 1 kvantitativne informacije o koli¢ini izgubljenih aksona RGC i morfo-
metrijskim parametrima glave vidnog zivca. U ove tehnike spadaju: konfokalna ske-
ning laser oftalmoskopija (confocal scanning laser ophthalmoscopy- CSLO (HRT)),
skening laser polarimetrija (scanning laser polarymetry- SLP (GDx, GDxVCC)) i
opticka koherentna tomografija (optical coherence tomografy- OCT).

OCT koristi interferometriju niske koherentnosti za dobijanje snimaka poprecnog
preseka tkiva, koji su visoke rezolucije, pruzajuci tzv. opticku biopsiju. Ovo je analogno
ultrazvuku, osim $to se koristi svetlo umesto zvuka. OCT omogucava direktnu, ,,real-
time” vizuelizaciju retine i njene patologije, a takode obezbeduje kvantitativna merenja
retinalne arhitekture sa ve¢om rezolucijom (~ 10 um) od CSLO i SLP (42, 46-48).

Procena glaukomnog oStecenja prema prosecnoj debljini

retinalnih nervnih vlakana (RNFL Avg)

>80 pm: normalna debljina

70—79 um: grani¢na vrednost, suspektno glaukomno istanjenje

60—69 um: pocetno istanjenje, rani stadijum glaukoma

50-59 pm: umereno istanjenje, umeren stadijum glaukomog osteé¢enja
40-49 pm: uznapredovalo istanjenje, uznapredovali stadijum glaukoma

<40 pm: uznapredovalo istanjenje, retinalno neurodegenerativno oboljenje.

Glaukom pokazuje predilekciju za gornji 1 donji kvadrant glave vidnog Zivca 1 gubitak
RNFL u ovim kvadrantima, pa je prose¢na debljina vlakana u superiornom (RNFL Sup) i

inferiornom kvadrantu (RNFL Inf) vazna za procenu glaukomnog oStecenja. Normalna
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vrednost za prose¢nu debljinu nervnih vlakana u gornjem kvadrantu (Savg RNFL) je 142,7
um, a rana glaukomna istanjenja se javljaju ako je debljina 104,8 pm. Takode, normalna
vrednost za prose¢nu debljinu nervnih vlakana u donjem kvadrantu (lavg RNFL) je 138,6

pum, a rana glaukomna istanjenja se javljaju ako je debljina 103,9 um.

2.2.5. Lecenje i ciljevi leenja

Visina IOP za koju se pretpostavlja da ¢e spreciti nastanak daljih glaukomnih oste-
¢enja definiSe se kao ciljni pritisak (24). Za pacijente sa pocetnim IOP iznad normalnog
opsega, ciljni IOP je izmedu 11-19 mmHg. Za pacijente sa poc¢etnim IOP u okviru normalnog
opsega, ciljni IOP mora biti ispod 15 mmHg (41). Uz pomoc¢ terapije IOP treba odrzati na, ili
ispod ciljnog nivoa. Mada nema sigurnog nivoa, progresija je retka ako je IOP manji od 16
mmHg. Za pacijente sa odmaklom boles¢u neophodno je da se odrede jo$ nizi ciljni pritisci,
jer gubitak svake preostale ganglijske ¢elije sve teze pogada vidnu funkciju.

Terapijski algoritam preporu¢en od strane Evropskog udruZenja glaukomatologa
(EGS) je: farmakolosko smanjenje o¢nog pritiska kao prvi korak, zatim laserske intervencije
na trabekulumu i na kraju, hirurgija glaukoma (filtracione operacije). S druge strane, EGS
preporucuje da terapijski ciljni IOP treba postaviti individualno, za svakog pacijenta posebno,
i to kao funkciju stepena oste¢enja vidnog zivca, zivotnog veka pacijenta, brzine progresije i
vrednosti intraokularnog pritisaka pre tretmana (24).

Lecenje pocinje upotrebom medikamentoznih preparata (95% bolesnika), bilo kao
monoterapija ili kombinovana terapija, sem kod glaukoma otkrivenih u kasnim stadijumima
bolesti i nekih vrsta sekundarnih glaukoma (49). Danas se koriste slede¢i medikamenti:

= parasimpatikomimetici (holinergici i antiholinesterazni preparati),

= simpatikomimetici (o 1 B adrenergicke supstance koje smanjuju produkciju ocne

vodice 1 povecavaju lakocu oticanja),

= adrenergicki blokatori,

= prostaglandini i njihovi analozi,

= |ekovi koji smanjuju produkciju o¢ne vodice

(inhibitori karboanhidraze i kardijalni glikozidi),

= |ekovi sa osmotskim dejstvom.
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Dalji koraci u le¢enju bolesnika obolelih od glaukoma su:

= Jaserska trabekuloplastika, koja moze biti i primarni tretman ili dopuna medika-
mentoznom lecenju,

= filtracione operacije sa ili bez primene antimetabolita,

= dodatna medikamentozna terapija nakon hirurgije, ukoliko je potrebno,

= primena drenaznih implanata,

= ciklodestruktivne procedure (24, 50).

2.3. Neurodegeneracija i neuroprotekcija u glaukomu

Retinalne ganglijske ¢elije ne umiru sve i istovremeno tokom glaukomne bolesti, tj.
neke grupe RGC su osetljivije na stresorne agense, dok neke grupe RGC ostaju duze zdrave.
Cak se i degeneracija samih RGC ne de$ava odjednom, prvo stradaju aksoni, pa tek kasnije telo
¢elije 1 dendriti. Sve ovo moZe promeniti strategiju neuroprotekcije, koja bi imala za cilj da
stabilizuje 1 spase RGC koje su jos funkcionalne. Istrazivanje molekularnih aspekata u POAG
je usmerilo neuroprotekciju ka blokadi neurotrofina, ekscitotoksi¢nosti glutamata protiv RGC
preko N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora i blokadi aktiviranja apoptoti¢ne kaskade u RGC i
glijalnim ¢elijama (51).

Postoji sve vecée interesovanje za ispitivanje povezanosti oksidativnog stresa, za-
paljenja, apoptoze i primarnog glaukoma otvorenog ugla, njegove pojave i progresije (52).

U dana$nje vreme postoji nekoliko teorija koje objasnjavaju gubitak RGC u POAG:
1) mehanicka teorija, tj. mehanicki stres zbog povecanog ocnog pritisaka (53), 2) ishemijska
teorija, tj. smanjenje protoka krvi u retini (54), reperfuziona povreda, okidativni stres (54),
glutamatska ekscitotoksi¢nost (55, 56), i 3) autoimunost (57). Neki od ovih mehanizama, ili
svi, mogu da izazovu glaukomni gubitak retinalnih ganglijskih celija (58).

Postoje brojni dokazi koji podrzavaju hipotezu da imuni sistem ima odredenu ulogu u
patogenezi glaukomne opticke neurodegeneracije (59, 60). Malo je razlika izmedu korisnog,
zastitnog efekta imuniteta i rizika od indukcije autoimune neurodegenerativne bolesti, tako da
efekti ovakvih imunskih regulacija mogu biti ili neuroprotektivni ili neurodestruktivni (61).
Imuni odgovor posredovan T-¢elijama moze u pocetku biti koristan u ograni¢avanju neuro-
degeneracije. Medutim, neuspeh da se pravilno kontrolise, stresom indukovan imuni odgovor,
verovatno pretvara zastitni imunitet u autoimuni neurodegenerativni proces koji moze olakSati

progresiju neurodegeneracije u glaukomu (61, 62). Pronaden je povisen nivo autoantitela u
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serumu bolesnika obolelih od glaukoma, i to auto-antitela na proteine toplotnog soka kao §to su
proteini toplotnog Soka 60 (familija HSP 60) i HSP 27, alfa- kristalin i HSP 70 (39, 63). Faktor

nekroze tumora-a (TNF-a) je doprinoseci faktor neurodegeneracije u glaukomu (64—67).

2.4. Geni u patogenezi glaukoma

2.4.1. Glavni geni povezani sa POAG

Genetska heterogenost POAG ukazuje da su razliciti geni ili razli¢iti genetski mehanizmi
ukljuceni u njegovu patogenezu. Klinicki, genetska heterogenost se odnosi na prisustvo razlicitih
genetskih defekata koji izazivaju istu bolest (16).

Do 2006. godine pronadeno je 25 genskih lokusa povezanih sa POAG, ali samo tri
osnovna gena su identifikovana, i to Myocilin gen (MYOC) (68), Optineurin gen (OPTN)
(69) i WD Repeat Domain 36 gen (WDR36) (70). lako je citohrom P450 familija 1 subfa-
milija B polipeptid 1 (CYP1B1) prvenstveno vezan za primarni glaukom zatvorenog ugla,
dokazano je postojanje mutacije ovog gena u sluc¢ajevima POAG, kao i da mutacija na ovom
genu moze izazvati POAG po autozomno- recesivnom nacinu nasledivanja (71, 72).

Drugi gen povezan sa POAG je identifikovan 2002. godine i dobio je ime optineurin,
OPTN (OPTN- optic neuropathy- inducin protein) (69). Prema shvatanju Rezaie i saradnika,
divlji tip OPTN ima neuroprotektivnu ulogu protiv citolize indukovane TNF-a, tako da
defektni protein moZe dovesti do opticke neuropatije 1 gubitka vida (16, 69).

Saopsteno je da se mutacija optineurin gena javlja u 16,7% porodica sa naslednim
POAG, a vecina od njih ima NTG. Mutacije gena citohrom P450 porodica 1 podfamilija B
polipeptid 1 (CIP1B1) i latentni-transformisuci faktor rasta beta- vezuju¢i protein 2 (LTBP2)
su CeS¢e u kongenitalnom i juvenilnom glaukomu. Drugi genetski faktori, npr. opticka
atrofija 1 (OPAL), apolipoprotein E, E- kadherin, neurotrofin- 4 (NTF- 4) i opticin (OPTC)
povezani su sa rizikom za retinalnu degeneraciju, koja je karakteristika i glaukoma (73).

Podaci iz 2013. godine ukazuju da ima 33 genska lokusa i 5 identifikovanih glavnih
gena koji su u vezi sa POAG. Pored ve¢ pomenutih, Myocilin (GLC1A), Optineurin (GLC1E),
WD repeat domain 36 (GLC1G), pominju se i NTF4 (GLC10) i ASB10 (GLC1F) (74).
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2.4.2. Drugi geni povezani sa POAG

Pored glavnih gena postoje mnogi drugi geni povezani sa POAG: ANP, APOE,
OPAL, P53, GST, interleukini i TNF-a. Mnoge studije pokazuju povezanost ovih gena i po-
jedinih populacionih grupa, ali u nekim slucajevima postoje konfliktni rezultati u okviru iste
populacije. Nemoguce je zakljuciti da li varijacije nastaju usled samih razlika u populaciji,

velicini uzorka, modela studije ili razli¢itosti u klini¢koj prezentaciji pacijenata (58, 75, 76).

2.5. Autoimunost u glaukomu

Osobe obolele od glaukoma imaju individualne profile autoantitela protiv specifi¢nih
proteina i odredenih neuronskih proteina u telesnim te¢nostima, kao §to su serum, o¢na vodica i
suze, §to snazno ukazuje na umesanost autoimune komponente u patogenezu glaukoma (77).
Wax 1 saradnici su predlozili da glaukom moze biti neka vrsta organ-specificne autoimunske
bolesti kod nekih pacijenata obolelih od NTG, i predlozili da povecanje nivoa antitela na HSP
moze predstavljati uopsteni odgovor tkiva na stres ili oSte¢enje kod pacijenata sa NTG (37-39).
Ova ushodna regulacija antitela se objaSnjava kao iniciranje auto-agresivne sekvence, koja
dovodi do patoloskih stanja (78, 79). I zaista, prve studije na Zivotinjama, ta¢nije Lewis paco-
vima, dokazale su neurodegenerativna svojstva indukovane autoimunosti prema RGC nakon
sistemske imunizacije poznatim antigenima kao Sto su HSP. Wax i saradnici su koriste¢i ovaj
zivotinjski model eksperimentalnog autoimunog glaukoma (EAG) dokazili da injekcije HSP 60
ili HSP 27 u kombinaciji sa Freud-ovim adjuvansom i toksinom velikog kaslja izazivaju
gubitak RGC (40). Stavise, Joachim i saradnici (80, 81) su uspeli da pokazu kompleks promena
u koncentraciji i pojavi autoantitela kod zivotinja sa provociranim glaukomom.

Kod pacijenata obolelih od glaukoma prvo je bio dokazan poviseni titar antitela protiv
proteina toplotnog Soka 60 (heat shock protein 60, HSP 60). Zatim je opisano nekoliko serumskih
autoantitela koji su bili poviseni u NTG: antitela protiv malih proteina toplotnog Soka (a-kristalin,
B-kristalin, HSP 27). Takode je potvrdena i pojava IgG autoantitela u serumu glaukomnih
bolesnika u razli¢itim populacionim grupama. Nekoliko autoantitela, kao Sto su antitela
protiv HSP 70, anti-fosfatidilserina, y-enolaze, glikozaminoglikana, neuron specificne eno-
laze, glutation-S-transferaze, a-fodrina, vimentina, mijelina osnovnog proteina (MBP), glijalnog
fibrilarnog kiselog proteina (GFAP), retinaldehidnog gradivnog proteina ili retinalnog S-antigena
je identifikovano i imaju ulogu u autoimunosti u glaukomu (77). Medutim, jo$ uvek ostaje

nejasno da li su autoantitela nadena u glaukomu posledica bolesti ili njen uzrocnik.
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Autoantitela su korisni biomarkeri za dijagnozu glaukoma. Biomarker, na osnovu svo-
je molekularne promene, prisustva ili odsustva, moze koristiti kao parametar u vezi sa po-
javom neke bolesti i njene klini¢ke teZine. Cak i ako je prisustvo autoantitela posledica, ono

moze pomoc¢i u ranom otkrivanju bolesti, pre pojave bilo kakve klinicke slike.

2.6. Biomarkeri u glaukomu

Ljudska krv, o¢na vodica, suze i druge telesne tecnosti i tkiva pacijenata obolelih od

glaukoma su medijumi bogati razli¢itim biomarkerima koji se mogu identifikovati i meriti.

2.6.1. Oksidativni stres i biomarkeri oksidativnog stresa u glaukomu

Oc¢i su posebno osetljive na oksidativni stres (OS) koji moze biti izazvan jakom
svetloséu, ultraljubicastim zracenjem i raznim zagadivacima zivotne sredine. Smanjena anti-
oksidantna odbrana zajedno sa povecanjem pro-oksidanata u o¢noj vodici, drugim tkivima
oka i Kkrvi je povezana sa pojavom glaukoma (tabela 1). Progresija promena u POAG je po-
vezana sa povecanjem markera OS. Neka istrazivanja su dokazala znacajnu korelaciju izme-
du nivoa malondialdehida (MDA) i tezine glaukomne bolesti. U prisustvu reaktivnih vrsta
kiseonika (RVK), NO proizvodi toksi¢ne metabolite (peroksinitrite) i izazvani oksidativno-
nitratni stres prouzrokuje produzenu upalu, Celijsku proliferaciju i neurotoksi¢nost kod
POAG pacijenata. Eritropoetin (EPO) ima protektivno dejstvo i pomaze u kontroli nastajanja
peroksinitrita, na sta ukazuju poviseni nivoi EPO u o¢noj vodici POAG pacijenata. RVK mo-
gu ostetiti nukleinske kiseline §to je bitan dogadaj za smrt ¢elije. Znacajno visi nivoi 8-hi-
droksi-20-deoksiguanozina (8-H-2-DG), dobijenog guanozin oksidacijom, u korelaciji su sa
povisenim IOP i ispadima u vidnom polju POAG pacijenata. Mitohondrije su glavni izvori
energije i RVK. Hroni¢ni OS dovodi do povecane proizvodnje RVK u mitohondrijama trabe-
kuluma (52).
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Tabela 1. Biomarkeri oksidativnog stresa i njihova disregulacija u POAG.

Biomarker Uzorak Disregulacija
SOD, superoksid dizmutaza HA, serum 1
GPx, glutatjon peroksidaza HA 0
AA, vit C, askorbinska kiselina HA, plazma !
Vit D, a-tokoferol krv !
Vit A, retinol plazma !
NO, nitrit oksid HA, serum 1
EPO, eritropoetin HA 1
8-H-2-DG, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin TM, HA, serum 0
MDA, malondialdehid HA, LC, serum 1

* HA- o¢na vodica, TM- trabekulum, LC- lamina cribrosa, 1- povi$en nivo, |- Smanjen nivo
Preuzeto: Pinazo-Duran MD i sar., Curr Opin Pharmacol, 2013.

2.6.2. Biomarkeri imunog odgovora u glaukomu

Promena koncentracije razli¢itih medijatora zapaljenja i imunog odgovora u Krvi,
o¢noj vodici ili tkivima oka podrzava teoriju o aktivnosti imunog sistema u patogenezi
POAG (52). Medutim, sam mehanizam interakcije limfociti - antitela - citokini ostaje neja-
san. Brojna antitela protiv neuron specifi¢ne enolaze i antigena vidnog Zivca i retine su doka-
zana (82-86) (tabela 2). Inflamatorni imunoloski odgovor u POAG se odvija preko citokina.
T-helper CD4 Celije su glavni izvor citokina, ¢ija se proizvodnja i disregulacija deSava u
o¢noj vodici, $to sugerise da se u POAG desava Th-1 tip imunskog odgovora (87-90). Ta-
kode, faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), transformisuéi faktor rasta beta (TGF-f), endo-
telijalni-leukocitni adhezioni molekul 1 (ELAM-1) i interleukini (IL), IL-1a i IL-8, su povi-
Seni u o¢noj vodici bolesnika sa glaukomom (91-94). Sistem komplementa (C1k, C4BP,
C4B, C3, C5AR, C8, C9) ima klju¢nu ulogu u urodenim i u adaptivnim aktivnostima imunog

sistema (95) (tabela 2).
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Tabela 2. Biomarkeri imunog odgovora i njihova disregulacija u POAG.

Biomarker Uzorak Disregulacija
AT a enolaza HA !
AT rodopsin serum )
AT neurofilamentni protein serum 0
AT fosfatidilserin serum 0
AT glikozaminoglikan serum 1
AT glutation S transferaza serum )
AT neuron specifi¢na enolaza serum Detektabilan u 20% POAG
AT heat shock protein HA, serum 0
AT Helicobacter pylori HA, serum 1
AT Chlamydia pneumoniae serum 1
AT myelin basic protein HA, serum 0
AT a-1-antitripsin HA, serum 0
AT glial fibrilarni acid protein HA, serum !
AT B-L-cristalin HA, serum !
AT ubikvitin HA, serum !
IL-2 ™ 0
IL-10 serum 1
TNF-a vidni Zivac, retina )
TNF-a serum !
IL-4 serum )
IL-6 serum 1
IL-12p40 serum 1
IL-23 serum !
IL-12 HA 0
CXCL9 (hemokin ligand 9) HA 0
Interferon y HA )
IL-8 HA 0
Serum amiloid A HA 0
IL-6 HA !
TGF-p HA 0

* AT- antitela, HA— o¢na vodica, IL— interleukin, TM- trabekulum, TGF- transformi$uci faktor rasta,
TNF- faktor nekroze tumora, 1— povisen nivo, |— Smanjen nivo
Preuzeto: Pinazo-Duran MD i sar., Curr Opin Pharmacol, 2013.
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2.6.3. Apoptoza i biomarkeri apoptoze u glaukomu

Apoptoza je zajedni¢ki kraj svih RGC u glaukomu. Brojna istrazivanja pokazuju
upletenost oksidativnog stresa, inflamacije, ishemije, ekscitotoksi¢nosti 1 autoimuniteta U pro-
apoptotska desavanja i smrt RGC. Ipak, mehanizam gubitka RGC i aksona glave vidnog Zivca
u glaukomu je i dalje nerazjasnjen. Kao odgovor na glaukomatozni stimulus odigrava se
transkripcija pro-apoptotskih signala (kaspaze- Cas aktivacija i mitohondrijalna- mt disfunkci-
ja), kao i aktivacija promotera prezivljavanja (neurotrofini), koji dalje odreduju sudbinu
RGC. Kaspaze- Cas (inicijatori i efektori) su proteaze koje promovisu dezorganizaciju i raza-
ranje apoptotskih ¢elija. Cas igraju centralnu ulogu u transdukciji apoptotskih signala. Po-
visen IOP indukuje ushodnu transkripciju i aktiviranje Cas (Cas-2, 8, 9, 10) koje pokrecu
kaskadu apoptoze, gde je kaspaza 3 (Cas-3) efektor i ukljucena je u specifi¢nu celijsku de-
zintegraciju. Ovaj poslednji korak moze biti verifikovan detekcijom poli-adenil-riboza-po-

limeraze (PARP) u o¢noj vodici, trabekulumu i plazmi (tabela 3) (96-98).

Tabela 3. Biomarkeri apoptoze i njihova disregulacija u POAG.

Biomarker Uzorak Disregulacija
Cas-2,8,9,10 (kaspaza) HA, plazma 0
PARP-1 (poli adenil ribozil polimeraza) HA, plazma 0
Bax (regulator apoptoze) krv 0
Kalcijum krv 0
Homocistein HA, plazma 0
Ap(4)A (di-adenozin 4 fosfat) HA 0
PGDS (prostaglandin H2D sintetaza) HA 0
Cas-14 (kaspaza) ™ 0
Transtiretin HA 0
BDNF (brain derived neurotrofi¢ni faktor) HA, serum !
sFas (solubilni Fas receptor) HA 0
TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) ™ 0
sCD44 HA 1
GRP78 (glukoza regulatorni protein 78) ™ 0

*HA- oc¢na vodica, TM— trabekulum
Preuzeto: Pinazo-Duran MD i sar., Curr Opin Pharmacol, 2013.
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Transmembranski receptor Fas/APO-1 i njegov vezujuci protein - partner Fas ligand
(FasL) kljuc¢ni su regulatori apoptoze, koja nastaje vezivanjem Fas za Fas ligand ili rastvorlji-
vi Fas ligand (sFasL). Solubilni Fas blokira apoptozu sprecavajuéi vezivanje izmedu Fas i Fas
liganda ili sFasL. U literaturi postoje podaci da su detektovani nizi nivoi SFas u trabekulumu
pacijenata sa POAG (97-99).

Biomarkeri su pokazatelji biomedicinskog stanja, ali mogu pomo¢i i u leCenju neke
bolesti. Dosta biomarkera je otkriveno u patogenezi glaukoma, medutim, nijedan se nije
izdvojio kao kljucan i siguran, niti kao molekul koji bi sprecio glaukomno slepilo. Stoga je
vazno nastaviti istrazivanje razlicitih biomarkera u POAG kako bi se doslo do boljih saznanja
vezano za rizik od glaukoma, ta¢nu dijagnozu, efikasnost antiglaukomatoznih lekova. Glaukom
otvorenog ugla, kao neurodegenerativna bolest, nastaje tek posle pojave citotoksi¢nosti.
Sustinska stvar je pronaci potencijalne biomarkere koji bi pomogli u ranom otkrivanju pro-
mena u trabekulumu i drugim putevima oticanja o¢ne vodice pri povisenom IOP, kao i one

koji bi zastitili RGC 1 vidni Zivac 1 pomogli da se spreci dalja degeneracija.

2.7. Faktor nekroze tumora

Faktor nekroze tumora (tumor necrosis factor, TNF, kahektin ili TNF-a) pripada grupi
proinflamatornih citokina. Prvi put ga je otkrio dr Lloyd Old 1975. godine kao supstancu koja
dovodi do nekroze L-929 celija fibrosarkoma kod miSa, po ¢emu je i dobio naziv (100).
Nesto kasnije su Beutler i Cerami otkrili da je hormon koji izaziva kaheksiju, a nazvan ka-
hektin, zapravo TNF (101) .

Citokini (interleukini, interferoni, faktor stimulacije kolonija, hemokini, faktor ne-
kroze tumora, faktor rasta) su proteini koji imaju centralnu ulogu u modulaciji imuniteta, ali
mogu delovati i u angiogenezi i razvoju. Utvrdeno je da su serumske promene citokina pove-
zane sa glaukomom, $to ukazuje na mogucénost da imunitet ima ulogu u patogenezi POAG
(84). Zato je moguce naci promenu u koncentraciji citokina u o¢noj vodici pacijenata obolelih
od glaukoma. Faktor nekroze tumora a (TNF-a), kao pluripotentan citokin, je povezan sa
ishemijom tkiva, oSte¢enjem neurona i remodulacijom, a povisenje nivoa TNF-a ukazuje na
oStecenje neurona nakon traume mozga.

Gen za TNF-a nalazi se na kratkom kraku hromozoma 6p21.3 duzine 3 kb i sadrzi 4
egzona, od kojih poslednji kodira ekspresiju gena za sintezu 80% ovog molekula (102).

TNF-o produkuju mnoge c¢elije: monociti, makrofagi, celije prirodne ubice (NK
¢elije), mastociti, B limfociti, T limfociti, fibroblasti. Medutim, makrofag je glavni izvor
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ovog citokina. Nakon stimulacije (lipopolisaharidi, brojni citokini od kojih su najznacajniji
IL-1 i IFN-y), signali se sa receptora na celijskoj membrani prenose u citoplazmu, pri cemu
dolazi do aktivacije transkripcionih faktora, koji se zatim vezuju za promotorne regione target
gena, sa sledstvenom transkripcijom odgovarajuc¢e iRNK i sintezom TNF-a. Tako sintetisani
TNF-a se transportuje i ugraduje u ¢elijsku membranu (103).

TNF-a se primarno sintetiSe kao tip II transmembranskog proteina, sastavljen od tri
identi¢ne subjedinice i 212 amino kiselina, sa intracelijskim amino krajem 1 ekstracelijskim
karboksilnim krajem (104). U patoloskim slu¢ajevima, pod dejstvom serin-metaloproteinaze
TNF-o konvertuju¢eg enzima (TACE), a u fizioloskim uslovima, pod dejstvom membran-
skog tipa matriks-metaloproteinaze (MT- MMP), nastaje zrela, solubilna forma TNF-a, od 17
kDa. Polimerizacijom tri polipeptidna lanca, nastaje cirkuliSu¢i homotrimer od 51 kDa,
oblika trostrane piramide (103).

TNF-a ostvaruje svoje bioloske efekte preko dva TNF receptora (TNF-RI i TNF-RII).
TNF-RI (CD120a, p55) je konstitutivan u vecini tkiva sa izuzetkom eritrocita i nestimulisanih
limfocita i moze ga aktivirati i membranski vezana i solubilna forma TNF-o. TNF-RII
(CD120b, p75) poseduju samo ¢elije imunskog sistema i aktivira ga samo membranski vezan
TNF-a. Iako, TNF-RII ima pet puta veci afinitet za vezivanje TNF-a od TNF-RI, vecina
bioloskih efekata se ostvaruje preko TNF-RI (105).

2.7.1. Signalna transdukcija TNF-a nakon vezivanja za receptore

Nakon vezivanja TNF-a za receptore, mala koli¢ina transmembranskog domena re-
ceptora se pod dejstvom proteaza (uklju¢uju¢i TACE) pretvara u svoje solubilne forme
(STNFR). Ovi solubilni receptori vezuju cirkulisu¢i TNF-a i tako moduliraju efekte ovog
citokina, pri ¢emu se mogu ponasati kao inhibitori njegove aktivnosti ako se nalazi u velikoj
koncentraciji, ali mogu i povremenim oslobadanjem ovog citokina iz kompleksa sTNFR-
TNF-a prolongirati njegove efekte u procesu inflamacije. Kada se TNF-a veze za ekstracelu-
larni deo TNF-RI, receptor formira trimer, tj. dolazi do ligand indukovane trimerizacije, pri Ce-
mu je receptor spreman za prenos signala unutar ¢elije (103).

Citoplazmatski rep TNF-RI ucestvuje u signalnoj transdukciji interakcijom sa dve
grupe intracelularnih proteina: TNF receptor vezanih faktora (TRAF) i adaptornih proteina
koji sadrze domene smrti- DD (TNF-R pridruzeni DD (TRADD), Fas pridruzeni DD (FADD)
I receptor inter-reagujuéi protein (RIP)), preko kojih se vezuju za DD TNF-RI. Adaptorni

proteini takode sadrze efektorni domen smrti (DED) koji moze vezati DED u prokaspazi-8,
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inicirajuci kaskadu apoptoti¢nih signala. Postoji najmanje 6 TRAF molekula koji se preko
TRAF- vezujuc¢ih mesta vezuju za citoplazmatski rep i iniciraju nekoliko signalnih puteva,
ukljucujuéi: 1) NF-kB signalni put, 2) signalni put kojim posreduju mitogenom aktivisane

protein kinaze (MAPK) i 3) apoptozu.

2.7.1.1. Signalna transdukcija preko aktivacije receptora smrti

Apoptoza predstavlja oblik programirane celijske smrti, Cesto opisana kao prirodni
biohemijski proces Celijske smrti i zauzima znacajno mesto u regulaciji fizioloskih i pato-
loSkih procesa i homeostazi organizma. Apoptozu moze indukovati prisustvo signala smrti
(FasL, TNF, TGF-B), odsustvo signala prezivljavanja (faktori rasta), oStecenje celije (re-
aktivne vrste kiseonika (RVK), infekcija, oste¢enje DNK), terapijski agensi (hemioterape-
utici, UV 1 gama zracenje), toksini. Preko ovih signala aktiviraju se citoplazmatski prote-
oliticki enzimi kaspaze, koji kaskadnim reakcijama aktivacije katalizuju hidrolizu peptidnih
veza target proteina, sa sledstvenim gubitkom njihove funkcije. Apoptozu karakteriSu prome-
ne na nivou plazma membrane, citoskeleta i DNK. Plazma membrana postaje propustljiva za
intracelijski sadrzaj, endonukleaze se aktiviraju i vrSe fragmentaciju hromozomalne DNK i
tako fragmentirani delovi ¢elije podlezu fagocitozi. Apoptoza se odvija kroz tri faze: 1) faza
indukcije (aktivacije), 2) efektorska faza (faza egzekucije) i 3) faza degradacije, a putevi akti-
vacije mogu biti spoljasnji i unutrasnji (106).

TNF-0 moZe inicirati proces apoptoze spoljasnjim ili unutrasnjim putem aktivacije. U
slucaju aktivacije ovog signalnog puta spoljasnjim putem, odnosno vezivanjem TNF-o za
TNF-RI, koji sadrzi DD, dolazi do vezivanja DD adaptornog proteina TRADD za ovaj re-
ceptor, TRADD vezuje FADD, koji sadrzi efektorni domen smrti (DED), preko koga se ve-
zuje za DED prokaspaze-8. Oko ovog kompleksa, nazvanog kompleks koji indukuje signal
smrti (DISC), grupisu se molekuli prokaspaze-8, pri ¢emu dolazi do njihove autokataliticke
aktivacije, dolazi do kaskadne aktivacije kaspaza (-3,-6,-7) koja kona¢no vodi ¢eliju u smrt
procesom apoptoze (106, 107).

2.7.1.2. Uloga reaktivnih vrsta kiseonika u TNF-a indukovanoj apoptozi

Osim $to TNF-a moZe indukovati apoptozu aktivacijom kaspaze-8 (spoljaSnji put),
ovaj molekul indukcijom ekspresije gena za iINOS (inducibilna azot-monoksid sintaza) i
NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) oksidazu dovodi do generisanja reaktivnih
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vrsta kiseonika i reaktivnih vrsta azota. Imajuci u vidu efekte ovih metabolita na nivou plazma
membrane, njihova povecana koncentracija moze dovesti do poremecaja permeabilnosti
unutrasnje mitohondrijalne membrane, sa gubitkom membranskog potencijala i oslobadanja
citohroma-c u citoplazmu (unutrasnji put aktivacije apoptoze) (108). Osloboden citohrom-C u
prisustvu ATP, formira kompleks sa Apafl (apoptotic protease activating factor 1) i pro-
kaspazom-9. Ovaj kompleks naziva se apoptozom, pri ¢emu dolazi do kataliticke aktivacije
prokaspaze-9 u kaspazu-9 i dalje kaskadne aktivacije kaspaza (-3,-6,-7), $to Celiju vodi u
zavrs$nu fazu apoptoze (106, 108).

Unutrasnji put aktivacije apoptoze reguliSu proteini smesteni na spoljasnjoj mitohondri-
jalnoj membrani 1 kontroliSu translokaciju odredenih proteina iz intermembranskog prostora mi-
tohondrija u citoplazmu. Oni mogu biti proapoptotski (Bak, Bax), proapoptotski fascilitator pro-
teini (Bid, Bad, PUMA, Noxa) i antiapoptotski (Bcl-2, Bcl-X1). U slu¢aju aktivacije unutrasnjeg
puta apoptoze, Bak i Bax proteini oligomerizuju, pri ¢emu se formiraju pore na mitohondrijalnoj
membrani i omogucava izlazak citohroma-c. Antiapoptotski proteini se vezuju za Bax i Bak pro-
teine 1 na taj nacin sprecavaju proces apoptoze. Da li ¢e ¢elija u¢i u apoptozu ovim mehanizmom

ili ¢e preziveti zavisi od koncentracije pro- i antiapoptotskih proteina (106).

2.7.2. Faktor nekroze tumora u patogenezi glaukoma

Faktor nekroze tumora- alfa (TNF-a) je ukljucen u brojna fizioloska i patoloska stanja
u centralnom nervnom sistemu (CNS) (109, 110). TNF moze ucestvovati u normalnom
razvoju i odrZzavanju nervnog tkiva, kao vazan medijator urodenog imunog odgovora u CNS-
u, ukljucujudi i retinu (92, 109—112). Pokazano je da TNF ima uglavnom $tetnu ulogu u §iro-
kom spektru neurodegenerativnih procesa u mreznjaci, kao §to su glaukom i retinalna ishe-
mija, koji su vodeci uzroci slepila odraslih u svetu (92, 112). Medutim, TNF ne mora samo da
posreduje u ¢elijskoj smrti 1 toksi¢nosti, on moze da promovise ¢elijski opstanak (113).

Gubitak retinalnih ganglijskih ¢elija je karakteristican za mnoga retinalna neurodege-
nerativna stanja, uklju¢ujuci glaukom i retinalnu ishemiju (92, 112). U ovakvim neurodege-
nerativnim uslovima, astrociti mogu olaksati smrt RGC (114-117). Astrociti su vazan tip
glijalnih ¢elija sa kojima su RGC u bliskom kontaktu. Astrociti u normalnom tkivu pruzaju
podrsku neuronima i olakSavaju njihovu funkciju (118). Medutim, astrociti su usko povezani
sa gubitkom neurona u patoloskim stanjima u CNS (117, 119, 120). Ve¢ je pokazano da TNF
koji proizvode 1 luce astrociti olakSava smrt RGC u kulturama RGC i astrocita (121).
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Patoloske efekte TNF u retini mozemo objasniti aktivacijom signalnih kaskada u RGC,
direktno i indirekino, zbog TNF-posredovane neurotoksi¢ne aktivnosti u astrocitima. Dokazano
je da se TNF receptori nalaze i u RGC i u astrocitima (64, 92). Receno je, da vezivanje TNF za
receptor moze aktivirati oba faktora signalizacije za aktivaciju kaskade u ¢eliji; 1 nuklearni faktor
kapa B (NF-xB) i c-Jun N-terminalnu kinazu (JNK) (122). Aktivacija NF-xB i tranzitorno
aktiviranje JNK su povezani sa celijskim opstankom, dok trajna aktivacija JNK doprinosi
¢elijskoj smrti (123, 124). Pokazano je da nekvalitetna NF- kB rezultira trajnim odrzavanjem
JNK aktivacije i vodi ¢eliju u smrt (123, 124). U meduvremenu, aktivacija NF-kB u astrocitima
promovise proizvodnju neurotoksi¢nih proinflamatornih faktora, ukljucujuéi i TNF, Sto potpo-
maze smrt RGC (119, 120). Uzimaju¢i u obzir sve ove informacije, predlozeno je da se uz pri-
sustvo TNF, NF-xB 1 JNK signalne kaskade aktiviraju na dva potpuno suprotna nacina u RGC 1
astrocitima, mada oba nacina mogu da olakSaju smrt neurona (120). Stalna JNK aktivacija i ne-

mogucnost RGC da aktiviraju NF-kB olaksava nekroptozu RGC u prisustvu TNF (shema 2).

TNFR1
Prezivljavanje ' |

aStrOCIta Proizvodnja i oslobadanje

proinflamatornih faktora
(TNF)

Prezivljavanje
celije

NF-xB

t-JNK—> s-JNK

Smrt RGC
(necroptosis)

Shema 2. PredloZeni mehanizam TNF-indukovane neurotoksi¢nosti u mreznjacéi: TNF
posreduje NF-«B aktivaciju u astrocitima, §to olaksava astroglialni opstanak ali inicira
proizvodnju neurotoksi¢nih pro-inflamatornih faktora, kao §to je TNF, u mreznjaci.
Nedostatak NF-«xB aktivnosti u RGC, u prisustvu TNF, kao i stalna JNK aktivacija, doprinose
smrti RGC, uglavnom nekrozom (necroptosis). U meduvremenu, endogeni faktori (damage-
associated molecular patterns ili DAMPs) se oslobadaju iz nekroti¢ne RGC i aktiviraju
receptore (astrocyte pattern recognition receptors, PRRS) i posreduju u proizvodnji
neurotoksi¢nih pro-inflamatornih faktora, kao $to je TNF. Tako, TNF - posredovana nekroza

RGC mozZe povecati neurotoksi¢ni odgovor astrocita i indirektno dovesti do smrti RGC.
*t- INK: prolazna JNK aktivacija; s- INK: stalna JNK aktivacija
Preuzeto i modifikovano: Dvoriantchikova G i Ivanov D, Eur J Neurosci, 2014.
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2.7.3. Polimorfizam na genu za TNF-a,

TNF-a se smatra citokinom sa dva lica, moze stimulisati ¢elijsku inflamaciju i
proliferaciju, ali i indukovati proces apoptoze. Smatra se da su genske varijacije, koje za
posledicu imaju povecanu produkciju ovog citokina, povezane sa potencijalnim razvojem
hroni¢nih bolesti, pove¢anim rizikom za infekcije, a mogu uticati i na prognozu bolesti (125).

Polimorfizam jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism, SNP) predstavlja
zamenu jedne baze u bilo kom regionu DNK, $to moze dovesti do varijacije transkripcije ili
sinteze proteina i na taj nacin direktno uticati na patogenezu bolesti i njen ishod.

SNP su najceséi tip genskih varijacija medu ljudima i svaki predstavlja razliku u
jednom nukleotidu. Prosecno se SNP desava sa frekvencom od 1 DNK baze u svakih 1000
DNK baza kod jedne osobe. Kada se SNP pojavi u genu (ili sekvenci gena), ili u blizini regu-
latornog regiona gena, moze imati direktnu ulogu u patogenezi bolesti preko funkcije gena. SNP
moze biti i bioloski marker, koji pomaze nau¢nicima da pronadu gene koji su povezani sa odre-
denom bolesti (16). Tako su neke hroni¢ne bolesti, Kronova bolest i karcinomi, povezane sa
odredenim genskim varijantama, dok je senilna degeneracija makule bila prva “kompleksna bo-
lest” kod koje je genetska varijanta uspes$no identifikovana odredenim genomom — GWAS
(genome-wide association studies) (16, 126).

Gen koji kodira sintezu TNF-a nalazi se na kratkom kraku hromozoma 6p21.3 u klasi
Il regiona glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC), zajedno sa genima za TNF-j
(Limfotoksin-a, LT-a)) i Limfotoksin-f (LT-P), izmedu gena koji kodiraju klasu II humanog
leukocitnog antigena (HLA molekula DP, DQ i DR) i klasu I (HLA-A, B, C). Preciznije, gen
za TNF lociran je 250 kilobaza od HLA-B lokusa idu¢i od centromere i 850 kilobaza od
HLA-DR idu¢i od telomere. Kontrola ekspresije gena za TNF-a vr$i se na nivou transkripci-
je, translacije i posttranslacionom nivou. Sekvenca molekula DNK od 1100 baznih parova
(bp) izmedu 3' kraja gena za LT-a 1 5' kraja gena za TNF-a smatra se da ima centralnu ulogu
u kontroli transkripcije. Produkcija TNF-a zavisi i od stabilnosti iRNK, ali i od strukture i
funkcije TNF-RI i TNF-RII i njihovih solubilnih formi (127).

Nekoliko SNP identifikovano je u 5' regionu gena za TNF-a, i to u pozicijama -1031
(supstitucija T u C, nazvan -1031 T/C), -863 (C u A, -863 C/A), -857 (Cu T, -857 C/T), -308
(GuA, -308 G/A), -238 (G u A, -238 G/A). Nadeni su jos i retki polimorfizmi u polozaju -851,
-575, -419, -376, -162, -49 (promotor gena), ali i u prvom intronu u polozaju +488 (128).

Najcesée proucavan polimorfizam je u promotoru gena za TNF u poziciji -308, pri

¢emu dolazi do supstitucije guanina adeninom (G—A). Medutim, jo$ uvek postoje kontra-
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verzni podaci 0 njegovoj ulozi u ekspresiji gena za TNF-a. Dok je jedna grupa autora po-
kazala da ovaj polimorfizam ima direktan uticaj na transkripcionu aktivnost gena za TNF-a,
sa sledstveno povec¢anom produkcijom ovog citokina, drugi autori ne nalaze povezanost ovog
polimorfizma sa njegovim stepenom produkcije (128). S obzirom na ove kontradiktorne po-
datke o ulozi polimorfizma u razli¢itim bolestima, njihovo izucavanje jo$ uvek ima veliki
znacaj. Kod ljudi, zapazeno je poveéanje nivoa TNF-a u vidnom Zivcu i mreznjaci u glauko-

matoznim oc¢ima.

2.7.4. Polimorfizam gena za TNF u patogenezi glaukoma

Nekoliko funkcionalnih polimorfizama u promotornom regionu gena za TNF-a je
identifikovano, 1 povezano sa rizikom za razvoj glaukoma. Intenzivno je proucavan poli-
morfizam koji karakteriSe zamena G (guanin) sa A (adenin) na poziciji -308 (-308 G/A,
rs1800629), sto moze povecati transkripciju TNF-a Sest do sedam puta (129).

Ostali polimorfizmi, ukljucujuéi -238 G/A (rs361525), -863 C/A (rs645836), i -857
C/T (rs1799724), su takode proucavani. Medutim, rezultati su bili dosta razliciti. Neke studije
pokazuju da je TNF-a -308 alel A znacajno povezan sa povecanim rizikom od OAG (130-
133), dok druge studije nisu pokazale znacajnu povezanost (134-136), pa su ¢ak prijavljeni i
smanjeni rizici za OAG pri ovim mutacijama (137, 138).

Osim toga, istrazujuci ulogu TNF-o u glaukomu, nekoliko novijih studija bavilo se
koncentracijom TNF-a u o¢noj vodici (HA) pacijenata sa glaukomom i kontrolnih subjekata.
Sli¢no tome, neke studije su pokazale da su koncentracije TNF-a u HA viSe kod pacijenata sa
OAG ili je broj pozitivnih uzoraka veci kod OAG pacijenata (89, 139), dok druge studije to
opovrgavaju (140).

Polimorfizam C/A na polozaju -863 u promotor regionu TNF-a je povezan sa
Alchajmerovom bolesti (141, 142). Postoje dokazi da TNF-a mozZe da promoviSe razvoj de-
pozita - amiloida (143), kao i da se - amiloid nagomilava u retinalnim ganglijskim ¢elijama
pacova sa eksperimentalnim glaukomom (144, 145). Tamura i saradnici (146) su pokazali vi-
soku ucestalost POAG kod pacijenata sa Alchajmerovom bolesti. U tom smislu, glaukom moze-
mo posmatrati kao hroni¢nu neurodegenerativnu bolest sli¢nu Alchajmerovoj, kao $to sporo na-
gomilavanje B- amiloida u ganglijskim ¢elijama moze eventualno aktivirati ¢elijsku smrti i gu-
bitak aksona vidnog Zivca.

Polimorfizam C/A u promotor regionu -863 za TNF-a se smatra znacajnim za poveca-

nu transkripciju 1 pove¢an nivo TNF-a. Neka istrazivanja su pokazala da je ucestalost TNF-a
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(-863) A alela znacajno manja u POAG pacijenata. Tako da nema povecane transkripcije, ni
povisenog nivoa TNF-a, §to pokazuje da je TNF-o (-863) A alelni polimorfizam protektivni
faktor u razvoju POAG (73).

TNF-o ima zaStitnu ili Stetnu ulogu u patogenezi POAG. TNF-a vrsi svoje neuropro-
tektivno dejstvo aktiviranjem faktora transkripcije, nuklearni faktor kapa B (NF- kB), preko
vezivanja za receptore za TNF visokog afiniteta (TNF-RII). TNF-a moze biti i neurode-
generativni faktor kada se vezuje za receptor smrti TNF-RI niskog afiniteta i indukuje mito-
hondrijlno-posredovani apoptozni put. Povecana ekspresija TNF-o moze pomeriti balans ka
TNF-RI signalizaciji, kao Sto se desava u glaukomu, i na taj nacin promovise smrt RGC. Po-
vecani nivoi TNF-a su povezani sa loSom prognozom posle traume u mozgu, dok ¢e sma-
njenje TNF-a smanjiti o$tec¢enje neurona. U studijama koje su proucavale polimorfizam gena
-863 za TNF-a ucestalost A alela je povezana sa 31% nizom transkripcijom, zahvaljujuci
smanjenom afinitetu za vezivanje nuklearnog faktora transkripcije (NF-kB), posebno oblika
p50-p50. Opsti zakljucak je da je alelni A polimorfizam za TNF-a (-863) povezan sa smanje-

nom koncentracijom cirkulisu¢eg TNF-a (73).

2.8. Protein toplotnog Soka 70

Poznato je da svi organizmi, od bakterija do ljudi, kao i skoro sve ¢elije, odgovaraju
na fizioloske stresore ili one iz okruzenja povecanjem nivoa grupe proteina poznatih kao
proteini toplotnog Soka (heat shock protein, HSP) ili stres proteini. Proteini toplotnog Soka
indukovani u ¢elijama bilo hipertermijom ili drugim vrstama metaboli¢kog stresa, stite ¢eliju
1 povecavaju prezivljavanje celije u uslovima daljeg teSkog stresa. Odgovor na stres je visoko
o¢uvan mehanizam regulacije gena. Sinteza HSP se rapidno povecava kao odgovor na
razli¢ite vrste metabolickog stresa. HSP funkcioniSu kao molekuli “nadzornici” koji spreca-
vaju agregaciju i olak$avaju remodelovanje deaktivisanih proteina u ¢eliji (147-154).
¢elijskih signalnih puteva, nishodnom ili ushodnom regulacijom kaspaza-zavisne programirane
¢elijske smrti ili na mitohondrijalnom nivou. HSP takode mogu da uti¢u na kaspaza-neza-
visnu apoptozu, interakcijom sa apoptogenim faktorima kao $to su Apoptosis-inducing factor
(AIF) ili deluju na nivou lizozoma. HSP 70 je ¢uvar integriteta membrane lizozoma. Ali usled
oksidativnog stresa dolazi do karboksilacije HSP, §to dalje izaziva rupturu lizozoma. Osim
toga, disfunkcija HSP 70 aktivira nuklearni faktor-xB (NF-«B) signalizaciju koja takode
moze da promovi$e neurodegeneraciju (147-154).
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U centralnom nervnom sistemu sisara, proizvodnja HSP povec¢ava toleranciju neurona
na ishemijske povrede i ima neuroprotektivni efekat (147-154).

Zastitna uloga HSP demonstrirana je u retini pacova prilikom indukovanog hiperter-
malnog svetlosnog oste¢enja retine (155, 156).

Razlic¢ite porodice HSP se klasifikuju prema molekularnoj tezini i uklju¢uju: HSP
100, HSP 90, HSP 70, familija HSP 60, HSP 40 i HSP 27. Razlicite vrste HSP imaju razlicite
uloge u procesu sklapanja, savijanja i translokacije proteina. HSP 70, familija HSP 60 i HSP
27 spre€avaju agregaciju proteina i pomazu u ponovnom savijanju proteina. HSP 100 otpu-
Staju proteine iz agregacija. HSP 90 ima vaznu ulogu u sazrevanju i aktiviranju brojnih pro-
teina. Stoga se ocekuje da HSP imaju veliki potencijal kao terapeutska sredstva za suzbijanje
ili le¢enje mnogih bolesti (156).

Porodica proteina toplotnog Soka 70 (HSP 70 porodica) obuhvata nekoliko ¢lanova:
konstitutivni oblik, HSP 70; inducibilni HSP 72; mitohondrijalni GRP 75 i endoplazmati¢nog
retikuluma GRP 78. Oni imaju svoj prepoznatljivi neuroprotektivni efekat i funkcionisu u
normalnim, razvojnim i stresornim uslovima. lako konstitutivna forma postoji pod normalnim
uslovima, ona je viSe izrazena pod stresnim uslovima. Nasuprot tome, inducibilna forma je
izrazena samo u ¢elijama koje su pod stresom. Stavise, sinteza oba oblika se povec¢ava hiper-

termijom (155, 157— 169).

2.8.1. Biohemijske karakteristike HSP 70

HSP 70 je najvise strukturno i funkcionalno konzerviran proteini u HSP porodici.
HSP 70 je sve prisutna klasa ATP zavisnih proteina “nadzornika”, koji ispoljava citopro-
tektivne efekte. Njegova centralna uloga je u ¢elijskoj kontroli kvaliteta proteina. HSP 70 se
vezuje za proteinski supstrat i pomaZe njegovo rasklapanje, degradaciju, transport, regulaciju,
a sprecava agregaciju (156).

HSP 70 sastoji se od dva visoko ocuvana strukturna domena: 45 kDa N-terminalni
nukleotid vezuju¢i domen (NBD) i 25 kDa C-terminalni supstrat vezuju¢i domen (SBD).
NBD je strukturno sli¢an aktinu 1 heksokinazi, a sastoji se od dva reznja, svaki sadrzi dva
poddomena. Ovi reznjevi formiraju rascep koji vezuje ATP. SBD se sastoji od B- sendvic¢
poddomena i a-helikoidnog poklopca. Oba domena, NBD i SBD, su klju¢ni za funkciju nad-
zornika i povezani su kratkim fleksibilnim linkom (156).

HSP 70 ima brojne funkcije tokom procesa normalnog rasta. PomaZze u savijanju novo-

sintetizovanih proteina, subcelularnom prenosu proteina i vezikula, formiranju i disocijaciji
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kompleksa i degradaciji nezeljenih proteina. HSP 70 obavljaju¢i svoju funkciju prolazi kroz
tri konformacije: u odsustvu nukleotida, vezan za ADP i vezan za ATP. Mnoge od funkcija
HSP 70 zavise od odnosa SBD i NBD i supstrata ATP-a. Hidroliza ATP u HSP 70 se smatra

glavnom odlikom nadzornic¢ke funkcije (156).

2.8.2. Uloga HSP 70 u patogenezi glaukoma

Mehanicki stres izazvan povisenim IOP regrutuje HSP. Nekoliko studija je pokazalo
da HSP ili antitela protiv njih imaju vaznu ulogu u patogenezi glaukoma.

Celijski stres i smrt éelije su medusobno povezani dogadaji, a HSP, indukovani kao
odgovor na stres, imaju odredenu ulogu u kontroli apoptoze. HSP uklju€uju anti- apoptoti¢ne
1 proapoptoti¢ne proteine koji interaguju sa razlicitih Celijskim proteinima uklju¢enim u
apoptozu. Njihov nivo ekspresije moze odrediti sudbinu Celije kao odgovor na stimulus. Na-
rocito, HSP 27 1 HSP 70 mogu ucestvovati u kancerogenezi (170).

Povecana imunohistohemijska bojenja HSP u glaukomatoznoj retini odrazavaju
funkciju ovih proteina u smislu ¢elijske odbrane i odgovora na stres u glaukomu (171, 172).

Medutim, prekomerna ekspresija ovih proteina moze dovesti do progresije bolesti
aktiviranjem autostimulatornog odgovora koji rezultira opti¢kom neuropatijom (65). Sto se
objasnjava pojavom da je kod pacijenata obolelih od glaukoma titar anti-HSP antitela visi ne-
go kod zdravih ispitanika, Sto smanjuje zasStitnu sposobnost nativnih HSP (172). Ovi podaci
ukazuju da su HSP bitni za opstanak RGC kao molekularni “nadzornici” i imaju patogeni
znacaj kod pacijenata sa glaukomatoznom opti¢kom neuropatijom kroz stimulaciju imunog
odgovora.

Pokazano je da neuroni transgenih miseva prekomerno eksprimiraju HSP 72, kao i da
su pacovi kojima je injekciran virus herpesa koji sadrzi gen za HSP 72 otporni na ishemiju
(173, 174).

Demonstrirana je i neuroprotektivna uloga HSP 72 protiv ishemijske 1 ekscitotoksi¢ne
smrti ¢elije u kulturi retinalnih ganglijskih ¢elija (RGC) (162). lako su mnogi radovi 0 neuro-
protektivnoj ulozi HSP 72 objavljeni, tacan mehanizam neuroprotekcije ovim proteinima
ostaje nepoznat. HSP ucestvuju u savijanju i sklapanju nesavijenih peptida bitnih za opstanak
¢elije, ¢ime olakSavaju transport proteina do specificnih subcelularnih kompartmana i time
odlazu degradaciju (175, 176).

HSP su takode ukljuceni u vise faza apoptoze i funkcija im je da inhibiraju apoptozu

(177, 178). Prekomerna ekspresija HSP 70 $titi mitohondrije od Stetnih efekata reaktivnih
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vrsta kiseonika (179). HSP 70 inhibira apoptozu smanjujuéi oslobadanje citohroma-c i pove-
¢avajuci aktivnost kaspaze-3 (180). Takode je opisano da HSP 70 inhibira protein kinazu /
c-Jun N- terminal kinazu (SAPK / JNK) (181).

Kim i saradnici (158) su dokazali da se HSP 70 prenosi od ¢elije do éelije, ali da RGC
nisu jedina meta indukovane neuroprotekcije HSP 70, vec i glijalne ¢elije ucestvuju u

prenosu HSP 70 i doprinose neuroprotekciji.

2.9. Fasi Fas ligand

Fas, koji se jo$ zove i APO-1 ili CD95, je 46 KDA transmembranski glikoprotein, i tip
I membranskog proteina u TNF/ nervni faktor rasta (NGF) familiji, koji vezuje FasL za svoj
receptor. Fas moze da indukuje apoptozu, iako interakcija izmedu Fas (+) ¢elija 1 FasL (+)
¢elija ne mora obavezno da podrazumeva pojavu apoptoze. Interakcija Fas 1 FasL smatra se
da je vazna u kontrolisanju T- ¢elijskog imunog odgovora i uti¢e na smrt ¢elija preko cito-
toksi¢nih T- limfocita (T-Ly). Fas je eksprimiran u raznim vrstama celija i tkiva, uklju¢ujuci
limfocite, timus, jetru i bubrege (182—195).

Fas ligand (FasL, CD 95L) je membranski protein tipa Il koji pripada familiji faktora
nekroze tumora (TNF). Njegov N-kraj je u citoplazmi a C-terminalni region se proteze u
ekstracelularni prostor. Kao ¢lan TNF-citokin porodice FasL indukuje apoptozu kada je u
interakciji sa receptorom Fas. FasL moze da postoji bilo kao membranski vezan oblik
(45 kD) ili rastvorljiv oblik (26 KD). Membranski vezan FasLL moze postati rastvorljiva, solu-
bilna forma (sFasL), delovanjem matriks metaloproteinaze kao enzima. Rastvorljivi FasL
(sFasL) je prisutan u serumima osoba koje pate od nekih vrsta leukemije i limfoma. Serumi
zdravih pojedinaca ne sadrze detektabilne nivoe sFasL. Vezivanje FasL za Fas dovodi do oli-
gomerizacije receptora i izaziva apoptoticku ¢elijsku smrt kroz interakciju drugog proteina.
FasL je pretezno eksprimiran u aktiviranim T-limfocitima i NK- ¢elijama i u tkivima i organi-
ma sa izrazenom imuno-privilegijom, kao Sto su testisi i oko. FasL ekspresija je potvrdena i u

Pored svojih uloga u indukciji apoptoze, Fas izaziva i pro-inflamatorni odgovor
citokina. Pokazano je da Fas/FasL sistem igra ulogu u brojim ljudskim bolestima, na primer
AIDS, hepatitis ili karcinomi. Pretpostavlja se da je indukcija apoptoze putem FasL pretezno

zbog anti-virusnog imunog odgovora (182-195).
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Fas-FasL interakcija ima klju¢nu ulogu u odrzavanju imune privilegije i imunoloske
tolerancije u organima kao $to su oko, posteljica i testisi. Zapaljenska reakcija i imuni odgo-
vori u imuno privilegovanim organima moraju odmah biti zaustavljeni jer ¢ak i male epizode
mogu ugroziti integritet organa i njihovu funkciju. Na primer, upala u oku moze dovesti do
trajnog oSte¢enog vida ili Cak slepila. Ekspresija FasL u o€ima izaziva apoptozu Fas (+)
limfocitnih ¢elija, i vodi do inhibicije ¢elijske infiltracije koja se javlja kao odgovor na
virusnu infekciju. Dokazano je da apoptoza Fas (+) ¢elija, indukovana FasL alograftom
neophodna za uspeh keratoplastike. Dakle, interakcija Fas-FasL je vazna i neophodna za
regulaciju inflamacije i imunog odgovora u oku, mada njihov mehanizam nije u potpunosti
razjasnjen (196, 197).

Velika koli¢ina FasL je pronadena u retini, uvei i roznjaci, kako miseva, tako i ljudi
(197). U roznjaci, endotelijalne i epitelne ¢elije produkuju FasL, koji ima sposobnost da iza-
zove smrt Fas-limfoidnih ¢elija (198).

U istrazivanju sprovedenom na miSevima, FasL" ortograft kod keratoplastike bio je
prihvacen sa stopom od 45%, dok je Fas™ graft odbacen (198). Solubilni FasL se oslobada
aktivacijom limfocita (194, 197). Takode, kornealni endotelijum je sposoban za oslobadanje
sFasL (199). Rastvorljivi FasL nije u moguénosti da indukuje apoptozu, Stavise on moze da
utice na apoptozu indukovanu membranskim FasL (200).

Wax i Tezel su ukazali da se T- ¢elijski -posredovana degeneracija RGC odvija preko
signalnog puta Fas/FasL. Kao i da ¢elijske kulture mikroglija oslobadaju FasL 1 mogu indu-
kovati apoptotsku eliminaciju T- ¢elija kod zivotinja imunizovanih HSP. Njihova dalja
pretpostavka je da mali molekuli poput sFasL mogu da produ kroz hemato-retinalnu barijeru
u odredenim patoloskim stanjima, kao S§to su zapaljenja 1 dijabetes. Naravno, u patoloskim
stanjima, sFasL mozZe biti osloboden i iz ostalih ¢elija. PoviSen titar sFasL u serumu pacova
imunizovanih HSP sugeriSe da je, pored mnogih drugih faktora, i sFasL verovatno ukljuc¢en u
degeneraciju RGC. Medutim, iako sFasL proizveden od strane T-¢elija aktiviranih HSP 60
indukuje apoptozu RGC in vitro, indukcija apoptoze RGC preko T-¢elija aktiviranih HSP 27
nije povezana sa sFasL. Ovo sugeriSe da dodatni faktori (kao $to su membranozni FasL, drugi
ligandi povezani sa TNF receptorima smrti ili drugi nepoznati molekuli) su ukljuceni u
apoptozu RGC izazvanu HSP 27 aktiviranjem T- ¢elija (201).

Pojedina istrazivanja su pokazala da je kapacitet prirodno proizvedenog sFasL da
izazove apoptozu smanjen u poredenju sa membranski vezanim FasL, Sto ukazuje na se-
lektivhu sposobnost sFasL. Otkriveni sFasL u o¢noj vodici moze biti posledica visoke
ekspresije FasL u intraokularnim ¢elijama, medutim, postoji i mogucnost da sFasL ubija in
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vivo aktivirane limfocite. Pored toga, jos jedna uloga sFasL. moze biti postulat; endotelijalne
¢elije roznjace produkuju Fas, ukoliko je njegova proizvodnja smanjena to uti¢e na nizak nivo
Fas/sFasL 1 nishodnu regulaciju Fas, $to dalje rezultira nishodnom regulacijom apoptoze (202).

Glaukom, tj. POAG- HTG je usko povezan sa povisenim o¢nim pritiskom (IOP), koji
moze da bude posledica otezanog oticanja o¢ne vodice kroz trabekulum (TM). Jedan od
nalaza kod pacijenata sa POAG ukazuje na to da je broj ¢elija u TM znafajno smanjen u
odnosu na zdravu populaciju iste starosti. PredloZzeni mehanizam gubitka ¢elija TM je pove-
¢ana stopa Celijske smrti sa starenjem. Pri tome je apoptoza kontrolisani mehanizam za regu-
laciju ¢elijske smrti u razli¢itim tkivima. Povecana stopa apoptoze se moze smatrati uzrokom
za gubitak TM celija kod POAG. Agraval 1 saradnici (203) su pokazali da ¢elije TM ekspri-
miraju Fas receptor i prolaze kroz apoptozu posle aktiviranja receptora od strane monoklo-
nalnog IgM. Fas, kao jedan od glavnih pokretaca apoptoze, vezujuéi se sa svojim ligandom
FasL, pokrece kaskadu kaspaza i izaziva apoptozu. Apoptoza posredovana Fas-om moze biti
blokirana vezivanjem solubilnog Fas za FasL $to bi sprecilo interakciju membranoznog Fas
sa FasL. Stoga se moze pretpostaviti da povecanje stope ¢elijske smrti TM nastaje kao posle-

dica smanjenja nivoa sFas ili povecanja nivoa FasL u glaukomu (99, 203-208).
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Genetska heterogenost primarnog glaukoma otvorenog ugla (POAG) ukazuje da su
razli¢iti geni ili razli¢iti genetski mehanizmi uklju€eni u njegovu prirodu. Promena kon-
centracije razli¢itih medijatora zapaljenja i imunog odgovora u krvi, o¢noj vodici ili tkivima
oka podrzava teoriju o aktivnosti imunog sistema u patogenezi POAG. Faktor nekroze tumo-
ra - alfa (TNF-a), vaZzan proinflamatorni citokin, ispoljava razne fizioloske i patogene efekte
koji dovode do razaranja tkiva. Nedavna istrazivanja ukazuju da TNF-a ima ili zaStitnu
ulogu, ili negativni efekat u patogenezi POAG.

Stoga smo postavili hipotezu da genski polimorfizam TNF-a (-308, -863) moze biti
jedan od genetskih faktora za razvoj primarnog glaukoma otvorenog ugla zbog dejstva na
proteinsku ekspresiju TNF-a. Takode, odredivanje HSP 70 u serumu i solubilnih Fas i FasL u
o¢noj vodici bi definisalo njihovu ulogu u patogenezi POAG.

Ciljevi istrazivanja bili su utvrdivanje meduzavisnog klini¢kog i biohemijskog nalaza
(sa osvrtom na genski polimorfizam i savremene biomarkere) kod osoba obolelih od pri-

marnog glaukoma otvorenog ugla sa povisenim intraokularnim pritiskom (POAG- HTG):

1. Klinicko ispitivanje bolesnika obolelih od glaukoma otvorenog ugla standardnom i
opsteprihva¢enom metodologijom (vidna ostrina, izgled komornog ugla, visina
intraokularnog pritiska, morfometrija glave vidnog Zivca, nalaz vidnog polja,

debljina peripapilarnih nervnih vlakana retine).

2. Ispitivanje distribucije genskih polimorfizama na genu za TNF-a -308 G/A i -863
C/A kod pacijenata obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa poviSenim

intraokularnim pritiskom (POAG- HTG) u odnosu na zdrave ispitanike.

3. Ispitivanje ucestalosti alela i polimorfnih genotipova na genu za TNF-a -308 i -863
kod pacijenata obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa povisenim
intraokularnim pritiskom (POAG- HTG) i utvrdivanje odnosa genskog polimor-

fizma 1 kvantitativnih klinickih parametara bolesti.

4. Odredivanje serumske koncentracije faktora nekroze tumora (TNF-a)) i proteina

toplotnog Soka 70 (HSP 70) kod pacijenata obolelih od primarnog glaukoma otvo-

Marija S. Trenki¢ Bozinovi¢
DOKTORSKA DISERTACIJA

Komparativna analiza genske varijabilnosti i nivoa cirkuliSucih faktora

nekroze tumora, HSP 70 i Fas/FasL u primarnom glaukomu otvorenog ugla 33




Cilj istrazivanja

renog ugla sa poviSenim intraokularnim pritiskom (POAG- HTG) i ispitivanje veze

ovih biomarkera i stepena klini¢kog razvoja bolesti, kao i genskog polimorfizma.

5. Odredivanje koncentracije Fas i Fas liganda (FasL) u o¢noj vodici pacijenata obo-
lelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa poviSenim intraokularnim pri-
tiskom (POAG- HTG) i uvrdivanje veze ovih markera apoptoze i stepena klinickog
razvoja bolesti.
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4. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je organizovano po metodu prospektivne komparativne studije. Za ispi-
tivanje je koris¢en bioloski materijal (eritrociti, plazma i DNK) pacijenata obolelih od gla-
ukoma i osoba sa starackom kataraktom i kontrolne grupe zdravih subjekata. Istrazivanje je
obavljeno na Klinici za o¢ne bolesti, Klinickog centra u Nisu, Katedri za biohemiju i Labora-
toriji za funkcionalnu genomiku i proteomiku, Nauénoistrazivatkog centra za biomedicinu
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu. Svi ispitanici su pre ukljucivanja u istrazivanje
bili informisani o ciljevima istrazivanja i potpisali informisani pristanak za ucesce u istrazi-
vanju. Eticki komitet Medicinskog fakulteta u Nisu (reSenje broj 01-2625-18) 1 Eticki komitet
Klinickog centra u NiSu (reSenje broj 338/43) dali su saglasnost za sprovodenje ovog istra-

Zivanja.

4.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje ukljuceno je 357 ispitanika, podeljenih u Cetiri grupe:

I 81 ispitanik oboleo od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa povisenim intra-
okularnim pritiskom (POAG- HTG),

Il 35ispitanika obolelih od pseudoeksfolijativnog glaukoma otvorenog ugla (PEXG),

Il 77 ispitanika sa starackom kataraktom,

IV 164 zdravih subjekata koji su po starosti i polu odgovarali pacijentima.

Obradeno je 35 uzoraka ocne vodice pacijenata obolelih od primarnog glaukoma
otvorenog ugla sa poviSenim o¢nim pritiskom (hipertenzivni glaukom, POAG- HTG), 24
uzoraka o¢ne vodice pacijenata obolelih od pseudoeksfolijativhog glaukoma otvorenog ugla

I 29 uzoraka o¢ne vodice ispitanika sa starackom kataraktom.
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4.2. Metode klini¢kog pregleda

Kompletno klinicko ispitivanje, standardnom i opsteprihva¢enom metodologijom,
obavljeno je na Klinici za o¢ne bolesti Klinickog centra u Nisu.

Klinicko ispitivanje je obuhvatalo:

= demografske karakteristike ispitanika,

= detaljnu porodi¢nu, li¢nu i oftalmoloSku anamnezu,

= odredivanje o$trine vida sa refrakcijom (Snellen-ovim tablicama),

= biomikroskopiju prednjeg segmenta oka,

= odredivanje visine IOP-a aplanacionom tonometrijom po Goldmann-u,

= gonioskopiju (gonioskopom sa tri ogledala po Goldman-u): odredivanje otvorenosti,
Sirine 1 pigmentacije komornog ugla (klasifikacioni sistem po Scheie-u),

= indirektnu oftalmoskopiju i odredivanje veliine eskavacije papile vidnog Zivca,
tj. C/D odnos, pomoc¢u lupe od 90D,

= standardnu automatsku perimetriju (Humphrey, USA, Threshold test) 1 odredivanje
promena u vidnom polju ispitanika,

= opticku koherentnu tomografiju (OCT, Stratus, Carl Zeiss Meditec, Inc., Dublin,
CA) i odredivanje debljine peripapilarnih nervnih vlakana retine (RNFL).

Dijagnosticki kriterijumi za primarni glaukom otvorenog ugla sa povisenim intraoku-
larnim pritiskom (POAG- HTG) bili su: poviSen IOP, karakteristi¢an luéni, Bjerumov sko-
tom, i/ili paracentrali skotom, i/ili nazalni, Ronneov stepenik u Hamfrijevom kompjuterizo-
vanom vidnom polju, i drugi odgovarajuci ispadi u vidnom polju, i odgovarajuca eskavacija
vidnog Zivca, i/ili istanjenje sloja nervnih vlakana na OCT-u, nalaz otvorenog komornog ugla
prilikom gonioskopije, i odsustvo sekundarnog uzroka glaukomatozne opti¢ke neuropatije,
kao §to su prethodna trauma, prethodna primena kortikosteroida, zapaljenje ili uveitis. Paci-
jenti sa POAG podvrgnuti antiglaukomatoznoj fistuliziraju¢oj operaciji su imali vrednosti
intraokularnog pritiska ve¢e od 21 mmHg sa antiglaukomatoznom terapijom pri dnevnom
merenju. Pacijenti sa istorijom zapaljenskih bolesti oka, kongenitalnim glaukomom ili nor-
motenzivnim glaukomom i sistemskim faktorima koji bi uticali na nivo ispitivanih markera
bili su iskljuceni iz ispitivanja.

Grupu bolesnika obolelih od pseudoeksfolijativnog glaukoma (PEXG) ¢inili su paci-

jenti sa ve¢ dijagnostikovanim PEXG po utvrdenim kriterijumima: poviSen IOP, promene u
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vidnom polju, istanjenje RNFL na OCT-u, kao za POAG, su prisustvo pseudoeksfolijacija na
prednjoj kapsuli sociva i/ili duz pupilarnog ruba.

Kontrolnu grupu ispitanika su ¢inili oni koji su leeni na Klinici za o¢ne bolesti,
Klinickog centra u NiSu, iz nekih drugih razloga; senilna katarakta. Svi kontrolni ispitanici
bili su bez sistemskih bolesti i bez porodi¢ne istorije za glaukom. Glaukom ovih pacijenata
bio je iskljucen koriS¢enjem istih dijagnosti¢kih kriterijuma koji su koriS¢eni za postavljanje
dijagnoze POAG- HTG, tj. nakon istih oftalmoloskih pregleda i procedura. Ako je postojala
bilo kakva sumnja na NTG ili HTG, pacijent je iskljuc¢ivan iz daljeg ispitivanja.

Oc¢na vodica je uzorkovana od pacijenata podvrgnutih antiglaukomatoznoj fistulizira-
jucoj operaciji (35 pacijenata sa POAG- HTG i 24 pacijenta sa PEXG) i operaciji staracke ka-
tarakte (29 ispitanika u okviru kontrolne grupe).

Kontrolnu grupu ispitanika za genska istrazivanja €inili su zdravi dobrovoljci, bez
sistemskih i o¢nih oboljenja, spareni po polu i starosti.

Staticka automatska perimetrija (Humphrey Visual Field Analyzer, HFA, SAD; Carl
Zeiss Meditec, Inc.,Treshold Test 24-2) je koriS¢ena za otkrivanje defekata u vidnom polju
pacijenata. Prvo vidno polje nikada nije uzimano za analizu zbog krive u€enja. KoriS¢ene su
vrednosti za srednje odstupanje (mean deviation, MD) u decibelima (dB), standardno odstu-
panje od obrasca (pattern standard deviation, PSD) u decibelima (dB) i korigovano standard-
no odstupanje od obrasca (corrected pattern standard deviation, CPSD) u decibelima (dB).
Pacijenti sa nepouzdanim vidnim poljima (definisano kao lazno- negativne greske > 33 %,
laZzno-pozitivne greSke > 33 % 1 gubitak fiksacije > 20 %) su iskljucivani iz ispitivanja.

OCT merenja su izvedena na Stratus OCT (Carl Zeiss Meditec, Inc.). Za testiranje su
koris¢eni ,,fast RNFL thickness” i ,,fast optic disc” OCT protokoli. ,,Fast RNFL thickness”
protokol se sastoji od tri kruzna skeniranja, svaki 3,46 mm u prec¢niku, centrirana na glavi
vidnog zivca. Pokazano je da je ovaj prec¢nik optimalan za analizu debljine RNFL i pruza
bolju reproduktibilnost od pojedinacnih skeniranja. Skeniranja su dalje analizirana
koris¢enjem ,,RNFL thickness average analysis protocol (OU)”. Protokol kvantifikuje pro-
se¢nu debljinu peripapilarnih nervnih vlakana (Avg RNFL), kao i prose¢nu debljinu RNFL-a
po kvadrantima (superior, inferior, nasal i temporal) i debljinu u sektorima (,,12 clock-hour
sectoral measures” (30°)). Koris¢ene su vrednosti Avg RNFL, Savg RNFL (superior) i lavg
RNFL (inferior).
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4.3. Metode ispitivanja

= Uzorkovanje pune krvi ispitanika, sa EDTA kao antikoagulansom, za biohemijske
analize vrSeno je na Klinici za o€ne bolesti KC Ni§, prilikom klinickog ispitivanja
pacijenata i neposredno pre antiglaukomatozne fistulizirajuce operacije i operacije
katarakte. Uzorci krvi za DNK analizu su odmah zamrzavani na -20°C. Drugi uzor-
ci krvi su centrifugirani 10 minuta na 3500 obrtaja 1 temperaturi +4°C, nakon Cega
je odvajana plazma i zamrzavana na temperaturi -80°C.

= Za ispitivanje je koriS¢ena o¢na vodica ispitanika, ¢ije uzorkovanje je vreno ne-
posredno pre antiglaukomatozne fistulizirajuée operacije i ultrazvucne operacije
katarakte u sterilnim uslovima, paracentezom kroz limbus. Kori$¢en je sterilni in-
sulinski Spric 1 ml/cc sa iglom 29G X 1/2". Izbegavan je svaki kontakt sa endo-
telom roZnjace, duZicom i so¢ivom i vodilo se racuna da dobijena o¢na vodica ne
sadrzi krv. Uzorci o¢ne vodice (100-150 pL, ~100 puL) su odmah skladisteni i ¢u-
vani na temperaturi -80°C.

» [straZivanje je obavljeno na Katedri za biohemiju i Laboratoriji za funkcionalnu ge-
nomiku i proteomiku, Naucnoistrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog fa-

kulteta u NiSu.

4.3.1. Metode odredivanja TNF-a, HSP 70, Fas i Fas liganda

» Koncentracija cirkuliSu¢eg TNF-a merena je komercijalnim imunoadsorpcionim
enzimskim testovima (sandwich enzyme linked immunosorbent assay- ELISA) u
plazmi ispitanika, koji se zasniva na kompetitivnom vezivanju poliklonalnih antite-
la specifi¢nih za TNF-a, prema uputstvu proizvodaca (Quantikine ELISA, DTA00C,
R&D Systems, Minneapolis, USA). Koncentracija je odredivana pomocu stan-
dardne krive i izraZena u pg/ml. Minimalna detektabilna doza (MDD) je 1,6 pg/ml.
Prema uputstvu proizvodaca, ne postoji znacajna ukrstena reaktivnost ili interfe-
rencija sa drugim proteinima.

» Koncentracija cirkuliSu¢éeg HSP 70 merena je ELISA (sandwich enzyme linked
immunosorbent assay) metodom u plazmi ispitanika, prema uputstvu proizvodaca
(Cusabio, CSB-E13463h, P.R. China). Koncentracija je odredivana pomocu stan-
dardne krive i izrazena u ng/ml. Minimalna detektabilna doza (MDD) je 78 pg/ml.
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Prema uputstvu proizvodaca, ne postoji znacajna ukrStena reaktivnost ili interferen-
cija sa drugim proteinima.

= Koncentracija solubilnog Fas je odredivana komercijalnim imunoadsorpcionim en-
zimskim testovima (sandwich enzyme linked immunosorbent assay- ELISA) u
o¢noj vodici ispitanika, prema uputstvu proizvodaca (RayBiotech, ELH-Fas, USA).
Koncentracija je odredivana pomocu standardne krive i izrazena u pg/ml. Mini-
malna detektabilna doza (MDD) je 5 pg/ml. Prema uputstvu proizvodaca, ne posto-
ji znacajna ukrStena reaktivnost ili interferencija sa drugim proteinima.

= Koncentracija solubilnog Fas liganda merena je ELISA (sandwich enzyme linked
immunosorbent assay) metodom u o¢noj vodici ispitanika, prema uputstvu pro-
izvodaca (RayBiotech, ELH-FASL-1, USA). Koncentracija je odredivana pomoc¢u
standardne krive i izrazena u pg/ml. Minimalna detektabilna doza (MDD) je
2 pg/ml. Prema uputstvu proizvodaca, ne postoji znacajna ukrstena reaktivnost ili

interferencija sa drugim proteinima.

4.3.2. Detekcija polimorfizama na genu za TNF-a

Uzorci pune krvi, sa EDTA kao antikoagulansom, kori$¢eni su za izolaciju DNK uz
pomo¢ komercijalnog QIAamp DNA Blood Mini Kit-a (Quiagen GmbH, Hilden, Germany).
Na uzorku DNK detekcija genskih polimorfizama za TNF-a -308 G/A i -863 C/A vrsena je
metodom lancane reakcije polimerizacije- analizom duZine restriktivnih fragmenata (polymerase

chain reaction-restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP).

4.3.2.1. Lancéana reakcija polimerizacije

Lancanom reakcijom polimerizacije umnozavani su segmenti DNK u okviru kojih se
nalazi SNP ispitivanog gena i to: -308 G/A (rs1800629) i -863 C/A (rs1800630).

Za PCR reakciju je koris¢en KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems
Inc., Wilmington, MA, SAD). Umnozavanje segmenta DNK, za svaki od ispitivanih gena
ponaosob, izvrSeno je u reakcionoj smesi zapremine 25 pl kojoj je dodato 50 ng/ul DNK i po
10 uM svakog prajmera iz odgovarajuceg seta prajmera (tabela 4). Koris§¢ene su prethodno
poznate sekvence prajmera (209, 210). Sastav reakcione smeSe prikazan je u tabeli 4, a

sekvence oligonukleotida koji su koris¢eni kao prajmeri u PCR reakcijama date su u tabeli 5.
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Tabela 4. Sastav reakcione smese za lancanu reakciju polimerizacije.

Finalna Sastav smeSe za ukupnu
Sastav reakcione smese y )
koncentracija zapreminu od 25 pl

Voda / varijabilno
KAPA2G Fast HotStart ReadyMix* 1X 12,5 ul

F prajmer (10 uM) 0,5 uM 1,25 ul

R prajmer (10 uM) 0,5 uM 1,25 ul

DNK 50 ng varijabilno

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix sadrzi KAPA2G Fast HotStart DNK polimerazu, KAPA2G Fast HotStart
PCR pufer, dNTP-ove (0.2 mM svakog 1XdNTP-a), 1X MgCl, (1.5 mM) i stabilizatore

Tabela 5. Sekvence prajmera koris¢enih za odredivanje genskih polimorfizama.

Polimorfizam Sekvence prajmera

rs1800629 F 5°-AGG CAA TAG GTT TTGA GGG CCAT-3’
R 5’-ACA CTC CCC ATC CTC CCT GCT-3’

rs1800630 F 5’-GGC TCT GAGGAATGG GTT AC-3’

R5-CTACAT GGC CCT GTCTTC GTT ACG-3’

Za izvodenje lancane reakcije polimerizacije koriS¢en je PCR aparat SureCycler 8800

Thermal Cycler (Agilent Technologies, Inc, SAD). Uslovi odvijanja PCR reakcije prikazani

su u tabeli 6.
Tabela 6. Uslovi odvijanja lanc¢ane reakcije polimerizacije.
Temperatura Vreme
[°C] [s]
Inicijalna denaturacija 95 120
Denaturacija 95 15
Hibridizacija * 15 35 ciklusa
Elongacija 72 15
Finalna ekstenzija 72 30

* temperature hibridizacije su se razlikovale u zavisnosti od analiziranog polimorfizma
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4.3.2.2. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspesnost PCR amplifikacije proveravana je metodom elektroforeze na 2% agaroznom
gelu. Za pripremanje 2% agaroznog gela koris¢eni su 1,2 g agaroze (Serva, Nemacka) i 60 ml
1X TBE pufera sledeceg sastava: 0,89 M Tris-HCI, 0,89 M borna kiselina, 0,5 M EDTA pH
8,0. Elektroforeza se odvijala u istom puferu u trajanju od 30 minuta, pri struji jac¢ine 100 mA i
naponu 100 V. Nakon zavrsene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u trajanju
od 30 minuta, a zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV svetlos¢u transiluminatora (MacroVue
UVis-20 Transilluminator, Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD). Za odredivanje veli¢ine PCR pro-
dukata koris¢en je marker GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fisher Scientific GmBH, Schwerte,

Nemacka).

4.3.2.3. Odredivanje duzine restrikcionih fragmenata

Nakon verifikacije PCR produkata na agaroznom gelu izvrSena je restrikciona di-
gestija primenom odgovarajucih FastDigest (Fisher Scientific GmBH, Schwerte, Nemacka)
restrikcionih endonukleaza, enzima koji prepoznaju specificnu palindromsku sekvencu 1 hi-
drolizom fosfodiestarskih veza DNK daju fragmente odgovarajuce duzine (tabela 7). Reakci-
onu smesu za reakcije restrikcione digestije ¢inili su: 2 pul 10X FastDigest pufera, 0,1 pl od-
govarajuceg restrikcionog enzima, 5 ul PCR produkta i voda do ukupne zapremine od 10 pl.

Reakcija se odvijala u vodenom kupatilu 5 minuta na temperaturi od 37 °C.

Tabela 7. Restrikcioni enzimi kori$¢eni za odredivanje ispitivanih polimorfizama.

Polimorfizam Restrikcioni enzim Palindromske sekvence
5.CICATGG...3
rs1800629 Ncol
3..GGTAC?IC..5
) 5. ACGT|.3
rs1800630 Tail
3.TTGCA..S

4.3.2.4. Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Identifikacija dobijenih restrikcionih fragmenata izvrSena je na 8% poliakrilamidnom
gelu. Poliakrilamidni gel se dobija polimerizacijom akrilamida i bisakrilamida uz primenu

odgovarajucih katalizatora. Proces polimerizacije u reakcionoj smesi odvija se istovremenim
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dodavanjem 10% amonijumpersulfata (APS) i N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamin (TEMED)
u 30% rastvor akrilamida (29:1 akrilamid: N’N’-metilenbisakrilamid u vodi).

Elektroforeza se odvijala u 1X TBE puferu u trajanju od 80 min pri struji jacine 20
mA 1 naponu 120 V. Nakon zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u
trajanju od 30 min, a zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV svetlo§¢u transiluminatora
(MacroVue UVis-20 Transilluminator, Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD). Za odredivanje du-
zine restrikcionih fragmenata koriS¢en je marker GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fisher
Scientific GmBH, Schwerte, Nemacka). Veli€ine restrikcionih fragmenata za ispitivane poli-

morfizme prikazane su u tabeli 8.

Tabela 8. Aleli i veli¢ina odgovarajuéih restrikcionih fragmenata za ispitivane polimorfizme.

Veli¢ina restrikcionih

Polimorfizam Alel
fragmenata

G 97bp i 20bp
rs1800629

A 117bp

C 125 bp
rs1800630

A 104 bp+ 21bp

4.3.2.5. Analiza fragmenata dobijenih PCR-RFLP metodom

Analizom duZine restrikcionih fragmenata utvrden je genotip za svaki od ispitivanih

polimorfizama.

Slika 4. Poliakrilamidna gel elektroforeza za TNF-a G-308A polimorfizam.
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rs1800629. Homozigotni, normalni (divlji, engl. wild type) genotip GG predstavljen je
prisustvom dva fragmenta veli¢ine 97bp 1 20bp, dok u prisustvu dva polimorfna alela nastaje
AA genotip koji se na agaroznom gelu vidi kao jedinstveni fragment velic¢ine 117bp. Prisustvo

sva tri fragmenta (117bp, 97bp i 20bp) odgovara heterozigotnom GA genotipu (slika 4).

Slika 5. Poliakrilamidna gel elektroforeza za TNF-o C-863A polimorfizam.

rs1800630. Homozigotni, normalni (wild type) bb (CC) genotip karakteriSe se pri-
sustvom fragmenta veli¢ine 125bp, a homozigotni, mutirani (AA) genotip prisustvom fragme-
nata veli¢ine 104bp i 21bp. Heterozigotni bB (CA) genotip registrovan je u prisustvu tri
fragmenta velic¢ine 125bp, 104bp i 21bp (slika 5).

4.4. StatistiCka obrada podataka

Rezultati klini¢kih ispitivanja i biohemijskih analiza su sistematizovani, prikazani
graficki i tabelarno.

U obradi podataka dobijenih istrazivanjem koris¢ene su metode deskriptivne i ana-
liticke statistike. Izbor metodoloskih postupaka bio je prilagoden ciljevima studije i postavlje-
nim nau¢nim hipotezama.

Statisticka obrada rezultata radena je programskim paketom SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

Dati su osnovni deskriptivni statisticki parametri za kvalitativnu i kvantitativou pro-
cenu dobijenih rezultata: apsolutni brojevi, relativni brojevi, aritmeticka sredina, standardna

devijacija, medijana, interval varijacije (minimalne i maksimalne vrednosti).
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Normalnost distribucije kontinualnih varijabli ispitivana je Kolmogorov-Smirnov
testom ili Shapiro-Wilk-ovim testom u zavisnosti od veli¢ine uzorka.

Za ocenu znacajnosti razlike (p) izmedu ispitivanih vrednosti izmedu dve grupe ispi-
tanika koris¢en je Man-Vitnijev (Mann-Whitney) U test ili Studentov t-test nezavisnih uzora-
ka, a Kruskal-Wallis test i ANOVA kori$c¢eni su za testiranje znacajnosti razlike izmedu vise
grupa pri ¢emu su Studentov t-test i ANOVA koris¢eni u slucaju kada su kontinualne vari-
jable imale normalnu raspodelu.

Za testiranje statistiCke znacajnosti razlika apsolutnih frekvencija medu uzorcima
koriséen je y? test ili Fisher-ov test egzaktne verovatnoce, ukoliko je apsolutna frekvencija
bila manja od 5.

Za ispitivanje jacCine povezanosti izmedu dve kontinualne promenljive koris¢ena je
korelaciona analiza, tj. Pearsonov koeficijent proste linearne korelacije za normalnu distribu-
ciju kontinualnih varijabli ili Spirmanov koeficijent rang korelacije za distribuciju, koja
odstupa od normalne.

Za testiranje uticaja nezavisnih, prediktorskih promenljivih na vrednost kontinualne
zavisne varijable primenjena je univarijantna linearna regresiona analiza.

Kao prag statisticke znacajnosti kori$é¢ena je vrednost p<0,05.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Klini¢ka ispitivanja

U ovo istrazivanje ukljuceno je 357 ispitanika, podeljenih u Cetiri grupe:

I 81 ispitanik oboleo od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa povisenim intra-
okularnim pritiskom (hipertenzivni glaukom, POAG- HTG),

Il 35ispitanika obolelih od pseudoeksfolijativnog glaukoma otvorenog ugla (PEXG),

I11 77 ispitanika sa staraCkom kataraktom (CAT),

IV 164 zdravih subjekata koji su po starosti i polu odgovarali pacijentima.

U prve tri ispitivane grupe (POAG- HTG, PEXG, CAT) bilo je 193 pacijenta. Grupa
ispitanika je bila nehomogena u odnosu na raspodelu tipova glaukoma i kataraktu (y? test:
p<0,001). Zastupljenost pacijenata obolelih od POAG- HTG (81, tj. 41,97%) i pacijenata sa

kataraktom (77, tj. 39,90%) bila je znafajno veéa u odnosu na zastupljenost pacijenata

obolelih od PEXG koji je dijagnostikovan kod 35 (18,13%) ispitanika (grafikon 1).

CAT;
77;39,90%
PEXG;
35; 18,13%
HTG;
81;41,97%

Grafikon 1. Struktura ispitanika po tipovima glaukoma i katarakte.
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5.1.1. Starosna struktura ispitanika

Prosecna starost svih ispitanika bila je 71,13 + 9,35 godina, sa medijanom, kao merom

centralne tendencije od 73 godine. Najmladi ispitanik imao je 44 godine, a najstariji 88 godina
(tabela 9).

Tabela 9. Starost ispitanika u odnosu na tip oboljenja.

X+£SD (Me) Min—Max

HTG (n=81) PEXG (n=35) CAT (n=77)
Starost 68,30+9,17 (68,00)  76,5446,28% " (79,00) 71,6649,61%(74,00)
(god) 44-85 63-87 47-88

a—-VsHTG, c-vs CAT

*kk

“~ p<0,05, " p<0,01, "~ p<0,001 (Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test)
n — broj ispitanika

Kruskal-Wallis testom je utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika u starosti
izmedu ispitivanih grupa (p<0,001). Najstariji su bili ispitanici oboleli od PEXG, statisticki sta-
riji u odnosu na ispitanike sa kataraktom (p<0,01) i pacijente sa POAG- HTG (p<0,001). Paci-
jenti oboleli od POAG- HTG bili su ujedno i najmladi, statisticki mladi i u odnosu na ispitanike
sa kataraktom (p<0,05).

5.1.2. Polna struktura ispitanika

U ispitivanom uzorku bilo je 101 (52,33%) ispitanika muskog pola i 92 (47,67%)

ispitanika Zenskog pola. Polna struktura ispitanika po grupama data je u tabeli 10.

Tabela 10. Polna struktura ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

Pol HTG (n=81) PEXG (n=35) CAT (n=77)
Muski 44 (54,32%) 20 (57,14%) 37 (48,05%)
Zenski 37 (45,68%) 15 (42,86%) 40 (51,95%)
n — broj ispitanika
x” test

Utvrdeno je da je POAG- HTG i PEXG bio nesto zastupljeniji kod muskaraca (54,32%,
tj. 57,14%), a katarakta zastupljenija kod Zena (51,95%), no izmedu grupa nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike, kao ni statisti¢ki znac¢ajne dominacije nekog od polova u okviru navedenih
ispitivanih grupa.
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5.1.3. Vidna oS$trina ispitanika

Iz didaktickih razloga formirane su sledece kategorije vidnih oStrina (V): L—; L+P+;
<0,1 (1/60,2/60,3/60,4/60,5/60), 0,1-0,2; 0,3-0,4; 0,5-0,6; 0,7-0,8; 0,9-1,0.

U celom uzorku dominiraju ispitanici ¢ija je vidna ostrina jednog oka bila 0,9-1,0 i njih je
97 (25,13%), a potom ispitanici sa V jednog oka < 0,1, kojih je bilo 75 (19,43%) (tabela 11).
Najmanije je bilo ispitanika sa L — vidnom ostrinom (bez osecaja svetlosti, apsolutni glaukom), 8
ociju (2,07%). Procenat ispitanika sa navedenim ostalim vrednostima vidnih oStrina, ukljucujuéi i
L+P+ (osecaj svetlosti sa tatnom projekcijom) se kretao u opsegu od 9,33% (V= 0,1-0,2) do
11,92% (V= L+P+).

Tabela 11. Vidna ostrina (V) ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

Y] HTG (n=162) PEXG (n=70) CAT (n=154)  Ukupno (n=386)
L— 4 2,47% 2 2,86% 2 1,30% 8 2,07%
L+P+ 8 4,94% 9 12,86% 29 18,83% 46 11,92%
<0,1 20 12,35% 14 20,00% 41 %726,62% 75 19,43%
0,1-0,2 11 6,79% 11 1571% 14 9,09% 36 9,33%
0,3-0,4 13 8,02% 6 857% 18  11,69% 37 9,59%
0,5-0,6 18 11,11% 9 1286% 15 9,74% 42 10,88%
0,7-0,8 19  11,73% 12 17,14% 14 9,09% 45 11,66%
0,9-1,0 69 "°42,59% 7 10,00 21 13,64% 97 25,13%

Ukupno 162  100,00% 70 100,00% 154  100,00% 386 100,00%

a—Vvs HTG, b —vs PEXG, ¢ — vs CAT
~— p<0,01, "~ p<0,001 (x° test)
N — broj ociju ispitanika

Kod pacijenata obolelih od POAG- HTG dominirala je vidna ostrina 0,9-1,0 i nju je
imalo 69 (42,59%) ociju ove grupe, Sto je statisticki znacajno visa zastupljenost u odnosu na sve
ostale vidne ostrine definisane u tabeli za ovu grupu (p<0,001). U poredenju sa ostale dve grupe
Zastupljenost ispitanika sa ovom vidnom oStrinom statisticki je takode znacajno veca (p<0,001).

Kod pacijenata obolelih od PEXG najvise o€iju, 14 (20,00%), je bilo vidne oStrine
<0,1, $to je statisticki u okviru ove grupe viSe samo u odnosu na broj o€iju sa vidnom ostri-
nom L— (p<0,001).

U grupi ispitanika sa kataraktom, takode je bilo najvise ociju sa vidnom ostrinom
<0,1, Sto je statisticki u okviru ove grupe viSe u odnosu na zastupljenost o¢iju sa vidnom
ostrinom 0,9-1,0 (p<0,01) kao i u odnosu na broj ociju kod ostalih vidnih oS$trina manje
zastupljenosti (p<0,001). Broj o¢iju sa vidnom $irinom <0,1 u grupi ispitanika sa kataraktom
je statisti¢ki znacajno vec¢i no u POAG- HTG grupi (p<0,01).
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5.1.4. Intraokularni pritisak ispitanika

Iz didaktickih razloga smo formirali nekoliko kategorija prema visini intraokularnog
pritiska (IOP): < 21 mmHg; 22-24 mmHg; 25-29 mmHg; 30-34 mmHg; 35-39 mmHg;
40-44 mmHg; 45-49 mmHg; >50 mmHg.

Prosecna vrednost i standardna devijacija za IOP svih ociju ispitanika bila je 19,26
7,97 mmHg, sa medijanom 18 mmHg, u intervalu od 8 do 76 mmHg, a vrednosti ovog

parametra po grupama date su u tabeli 12.

Tabela 12. Vrednosti IOP ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

X+£SD (Me) Min—Max

HTG (n=162) PEXG (n=70) CAT (n=154)
IOP™"  21,86+7,37°(20,00)  23,1111,78 (20,50) 14,76+2,39 (14,00)
(mmHg) 1048 10-76 8-20
c—-vs CAT

“_ p<0,001 (Kruskal- Wallis i Mann-Whitney test)
n — broj ociju ispitanika

Kruskal-Wallis testom utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike IOP izmedu
ispitivanih grupa (p<0,001). Najveca vrednost IOP bila je kod ociju ispitanika obolelih od
PEXG, IOP pacijenata obolelih od POAG- HTG bio je nizi. Vrednosti IOP u obe ove grupe

ispitanika statisticki su znac¢ajno ve¢e u odnosu na ispitanike sa staratkom kataraktom, kod

kojih je ujedno i najniza vrednost IOP (p<0,001).

Tabela 13. Distribucija I0P po kategorijama u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.
IOP (mm Hg) HTG (n=162) PEXG (n=70) CAT (n=154) Ukupno (n=386)

<21 92  56,79% 40 57,14% 154 77100,00% 286 74,09%
22-24 33 20,37% 13  1857% O 0,00% 46 11,92%
25-29 14 8,64% 6 857% 0 0,00% 20 5,18%
30-34 11 6,79% 2 2,86% 0 0,00% 13 3,37%
35-39 4 2,47% 2 2,86% 0 0,00% 6 1,55%
40-44 4 2,47% 3 429% 0 0,00% 7 1,81%
45-49 4 2,47% 1 1,43% 0 0,00% 5 1,30%
>50 0 0,00% 3 429% 0 0,00% 3 0,78%
Ukupno 162  100,00% 70 100,00% 154 100,00% 386 100,00%

a—-VvsHTG, b —vs PEXG
" _ p<0,001 ( test)
N — broj ociju ispitanika
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U celom ispitivanom uzorku, kao i u sve tri grupe ispitanika, statisticki znacajno
najveci broj ispitanika imao je IOP < 21mmHg (p<0,001) (tabela 13). Broj ociju opada sa
porastom vrednosti IOP, izuzev kod PEXG gde postoje minimalna odstupanja od ovog
trenda, $to moze biti posledica i najmanjeg broja o¢iju sa ovim tipom glaukoma. Valja za-
paziti da u grupi ispitanika sa senilnom kataraktom sve o¢i imaju IOP < 21mmHg, te je

zastupljenost oc¢iju sa ovakvim vrednostima IOP statisticki znaCajno veca u grupi sa kata-

raktom u odnosu na POAG- HTG i PEXG ponaosob (p<0,001).

5.1.5. Indeks eskavacije vidnog Zivca ispitanika

Svi ispitanici sa ve¢ dijagnostikovanim glaukomom imali su eskavaciju vidnog zZivca
(C/D) >0,3.

Prose¢na vrednost indeksa eskavacije vidnog zivca (C/D) svih o¢iju ispitanika sa
POAG- HTG i PEXG bila je 0,64 + 0,20, sa medijanom od 0,6, a u opsegu od 0,4 do 1,0.

Vrednosti C/D u odnosu na tip glaukoma date su u tabeli 14.

Tabela 14. Indeks eskavacije vidnog zivca (C/D) ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+SD (Me) Min—Max

HTG (n=149) PEXG (n=30)
C/D 0,64+0,20 (0,60) 0,62+0,19 (0,55)
0,4-1,0 0,4-1,0

n — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test

Vrednosti indeksa eskavacije vidnog zivca su gotovo identicne kod POAG- HTG i
PEXG, pa nema statisti¢ki znacajne razlike ovog parametra izmedu POAG- HTG i PEXG. U
13 ociju ispitanika obolelih od POAG- HTG 1 40 ociju ispitanika obolelih od PEXG nije bilo
moguce odrediti indeks eskavacije vidnog zivca zbog zamudenja u sofivu i promena na

prednjem segmentu oka.
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Tabela 15. Distribucija vrednosti C/D u odnosu na tip glaukoma ispitanika.

C/D HTG (n=149) PEXG (n=30) __ Ukupno (n=170)

0,4 33 22,15% 5  16,67% 38 21,23%
05 33 22,15% 10 33,33% 43 24,02%
0,6 19  12,75% 4 13,33% 23 12,85%
0,7 15 10,07% 3 10,00% 18 10,06%
08 16 10,74% 2 6,67% 18 10,06%
0,9 24 16,11% 5  16,67% 29 16,20%
1,0 9 6,04% 1 3,33% 10 559%

Ukupno 149  100,00% 30  100,00% 179 100,00%
N — broj ociju ispitanika
x? test

U obe ispitivane grupe, POAG- HTG i PEXG, najvise o¢iju je bilo sa C/D=0,5; s tim
da je u POAG- HTG grupi isti broj o¢iju i sa C/D= 0,4. Izmedu ispitivanih grupa nema

statisticki znacajnih razlika raspodele o¢iju po vrednostima indeksa eskavacije C/D (tabela 15).

5.1.6. Otvorenost komornog ugla pacijenata obolelih od POAG- HTG

l; 62; 38,75%

0; 84; 52,50%

Grafikon 2. Stepen otvorenosti komornog ugla (po Scheie-u) ispitanika
obolelih od POAG sa povisenim IOP (HTG).

Prisutna je bila izrazita nehomogenost ispitanika obolelih od POAG- HTG u odnosu
na otvorenost komornog ugla (y? test: p<0,001). Najvise je o¢iju sa otvoreno$éu komornog
ugla 0 stepena po Scheie-u, vise od polovine ispitanih o¢iju, 84 (52,50%). Broj o¢iju sa I ste-
penom otvorenosti komornog ugla po Scheie-u bio je 62 (38,75%), a samo 14 (8,75%) ociju

imalo je otvorenost komornog ugla Il stepena po Scheie-u (grafikon 2).
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5.1.7. Pigmentacija komornog ugla ispitanika obolelih od POAG- HTG

II; 40; 25,00%

[;102; 63,75% lI; 2; 1,25%

0; 16; 10,00%

Grafikon 3. Pigmentacija komornog ugla (po Scheie-u) ispitanika obolelih od POAG- HTG.

Izrazita nehomogenost ispitanika obolelih od POAG- HTG bila je prisutna u odnosu
na stepen pigmentacije komornog ugla (x” test: p<0,001). Najvise je o¢iju sa pigmentacijom
komornog ugla I stepena po Scheie-u. Pigmentaciju komornog ugla nije bilo moguce odrediti

u dva oka zbog promena na prednjem segmentu (grafikon 3).

5.1.8. Funkcionalno ispitivanje i parametri vidnog polja:
MD, PSD i CPSD kod ispitanika obolelih od glaukoma

Prose¢na vrednost za srednje odstupanje (mean deviation, MD, u dB) u kompjuterizo-
vanom vidnom polju svih ispitanika sa POAG- HTG i PEXG bila je —11,88 + 9,28 dB, sa
medijanom od —8,46 dB, u opsegu od —0,07 dB do —31,27 dB, a vrednosti ovog parametra u

odnosu na tip glaukoma prikazane su u tabeli 16.

Tabela 16. Srednje odstupanje (MD) ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+SD (Me) Min—Max

HTG (n=128) PEXG (n=18)
MD —11,73+9,05 (~8,46) ~12,95+10,98 (~8,62)
(dB) 0,38 — —31,27 ~0,07 — —29,69

n — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test
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Iako je apsolutna vrednost MD veca kod ociju sa PEXG, nema statisticki znacajne razlike
u odnosu na vrednost ovog parametra kod ociju sa POAG- HTG. Kod odredenog broja ispita-
nika nije bilo moguce uraditi funkcionalno ispitivanje zbog izuzetno male vidne ostrine.

Na osnovu opsteprihvacenog gradiranja glaukomnog oste¢enja (Hadopp klasifikacija)
izvrsena je klasifikacija bolesnika obolelih od POAG- HTG u tri grupe:

a) blago ostecenje (MD < —6 dB),

b) umereno ostecenje (MD < -12 dB),

c) tesko ostecenje (MD > —12 dB).

Tabela 17. Distribucija ispitanika obolelih od POAG- HTG

prema stepenu glaukomnog oste¢enja u vidnom polju.

MD HTG (n=128) PEXG (n=18) __ Ukupno (n=146)
<6dB 41 32,03% 8 44,44% 49  33,56%
6-12 dB 45 35,16% 3 16,67% 48 32,88%
>12 dB 42 32,81% 7 38,89% 49 33,56%
Ukupno 128  100,00% 18  100,00% 146 100,00%
n — broj oc¢iju ispitanika
x” test

Nema statisticki znacajnih razlika u distribuciji ociju po Hadopp klasifikaciji izmedu
ispitanika sa POAG- HTG i PEXG (tabela 17).

Prosecna vrednost PSD (pattern standard deviation, u dB) svih o¢iju ispitanika bila je
5,37 + 3,05 dB, sa medijanom od 4,58 dB, u opsegu od 1,42 dB do 14,75 dB, a vrednosti u

odnosu na tip glaukoma date su u tabeli 18.

Tabela 18. Distribucija PSD ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+£SD (Me), Min—Max

HTG (n=126) PEXG (n=18)
PSD 5,58+3,10 (4,92) 3,88+2,22(2,86)
(dB) 1,42-14,75 1,63-7,92

"~ p<0,05 (Mann-Whitney test)
n — broj ociju ispitanika

Vrednost PSD (dB) statisti¢ki je znacajno veca kod ispitanika obolelih od POAG-
HTG no ispitanika obolelih od PEXG (p<0,05) (tabela 18).
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Prose¢na vrednost CPSD (corrected pattern standard deviation, u dB) svih ispitanika bila
je 4,38 + 3,25 dB, uz medijanu od 3,56 dB, u opsegu od 0 dB do 14,67 dB.

Vrednost CPSD veca je kod obolelih od POAG- HTG, blizu granice statisticke znacajno-
sti u odnosu na obolele od PEXG (p=0,0504) (tabela 19).

Tabela 19. Distribucija CPSD ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+£SD (Me) Min—Max

HTG (n=124) PEXG (n=18)
CPSD 4,58+3,30(3,80) 3,00+2,52(2,40)
(dB) 0-14,67 0-7,77

n — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test

5.1.9. Ispitivanje morfoloskih parametara: istanjenja debljine peripapilarnih

nervnih vlakana retine (RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf)

Poredenjem deskriptivnih parametara nisu utvrdene statistiCcki znacajne razlike u
vrednostima RNFL Avg (prosecna debljina sloja retinalnih nervnih vlakana), RNFL Sup
(prose¢na debljina sloja retinalnih nervnih vlakana u gornjem kvadrantu) i RNFL Inf
(prosecna debljina sloja retinalnih nervnih vlakana u donjem kvadrantu) izmedu POAG-
HTG i PEXG.

Prose¢na vrednost RNFL Avg svih oéiju ispitanika bila je 78,19 + 23,97 um, uz medi-
janu od 80,97 um, a kretala se u opsegu od 24,46 um do 143,71 um. Vrednosti RNFL Avg u

odnosu na tip glaukoma prikazane su u tabeli 20.

Tabela 20. Distribucija RNFL Avg ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+SD (Me) Min—Max

HTG (n=110) PEXG (n=14)
RNFL Avg 78,09+24,39 (80,98) 78,95+21,21 (81,63)
(um) 24,46-143,71 45,77-103,69

n — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test

Vrednost RNFL Avg veca je kod bolesnika obolelih od PEXG, ali ne 1 statisti¢ki znacajno
u odnosu na grupu bolesnika obolelih od POAG- HTG.
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Procenu glaukomnog oste¢enja moguce je izvrsiti prema debljini peripapilarnih retinalnih
nervnih vlakana. Na osnovu debljine RNFL Avg postoji slede¢a podela po grupama:

0 — Normalno (normal) > 80 pm

1 — Suspektan glaukom (borderline glaucoma suspect) 70—79 pm

2 —Rani glaukom (early glaucoma) 60—69 pum

3 — Umereni glaukom (moderate glaucoma) 50-59 pm

4 — Uznapredovali glaukom (advanced glaucoma) 40—-49 um

5 — Uznapredovala retinalna bolest (advanced retinal disease) < 40 pm.

Tabela 21. Distribucija ispitanika po vrednostima RNFL Avg u odnosu na tip glaukoma.

RNFL Avg (um) HTG (n=110) PEXG (n=14)  Ukupno (n=124)

Normalno > 80 um 57 51,82% 7 50,00% 64 51,61%
Suspektan glaukom 70—79 pum 9 8,18% 3 21,43% 12 9,68%
Rani glaukom 60—69 pum 9 8,18% 0 0,00% 9 7,26%
Umereni glaukom 50-59 pum 19 17,27% 1 7,14% 20 16,13%
Uznapredovali glaukom 40-49 um 11  10,00% 3 21,43% 14 11,29%
Uznapredovala retinalna bolest <40 pym 5 455% 0 0,00% 5 4,03%
Ukupno 110 100,00% 14 100,00% 124 100,00%

n — broj ociju ispitanika
¥ test

U celom ispitivanom uzorku, kao i u obe grupe glaukoma, POAG- HTG i PEXG, skoro
polovina ociju ima normalnu vrednost parametra RNFL Avg. Broj o¢iju sa normalni vrednostima
RNFL Avg u celom uzorku i POAG- HTG je dominantno veéi u odnosu na broj o€iju sa drugim
navedenim vrednostima ovog parametra (p<0,001). Nema statisticki zna¢ajnih razlika izmedu

POAG- HTG i PEXG u raspodeli o¢iju u odnosu na vrednosti RNFL Avg (tabela 21).

Prose¢na vrednost RNFL Sup svih ispitanika bila je 93,44 + 34,85 um, uz medijanu
od 96,00 um, u opsegu od 26 pm do 180 um, a vrednosti u odnosu na tip glaukoma date su u
tabeli 22.

Tabela 22. Distribucija RNFL Sup ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X+SD (Me) Min—Max

HTG (n=97) PEXG (n=14)
RNFL Sup 92,38+34,50 (96,00) 100,97+37,33 (104,00)
(um) 26-180 44-161

n — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test
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Vrednost RNFL Sup bila je veca kod pacijenata sa PEXG, ali ne i statisti¢ki znacajno u
odnosu na grupu pacijenata obolelih od POAG- HTG.

Glaukomatozna oSte¢enja moguce je pratiti i na osnovu parametra RNFL Sup i
RNFL Inf.

Izvrsili smo podelu po grupama u odnosu na RNFL Sup (tabela 23):
0 — normalno (normal) 104,80 — 142,70 um
1 — glaukom (glaucoma) < 104,80 pm.

Tabela 23. Distribucija ispitanika po vrednostima RNFL Sup u odnosu na tip glaukoma.

RNFL Sup (um) HTG (n=97) PEXG (n=14) Ukupno (n=111)
Normalno 104,80-142,70 um 39 40,21% 6 42,86% 45 40,54%
Glaukom < 104,80 um 58 59,79% 8 57,14% 66 59,46%
Ukupno 97 100,00% 14 100,00% 111 100,00%
N — broj ociju ispitanika
% test

U celom ispitivanom uzorku, i u obe grupe glaukoma ponaosob, veéi je broj oéiju ¢iji
je parametar RNFL Sup vrednosti koje su karakteristika glaukoma, a ne normalnog nalaza.

Nema statisticki znacajnih razlika izmedu POAG- HTG i PEXG u raspodeli o¢iju u odnosu na
vrednosti RNFL Sup.

Prose¢na vrednost RNFL Inf svih ispitanika bila je 94,67 + 36,65 pum, medijana je

101,00 pm, a opseg od 29 pm do 157um, a vrednosti u odnosu na tip glaukoma date su u
tabeli 24.

Tabela 24. RNFL Inf ispitanika u odnosu na tip glaukoma.
X£SD (Me) Min—Max

HTG (n=97) PEXG (n=14)
RNFL Inf 94,41+37,55 (101,00) 96,43+30,78 (91,00)
(Hm) 29-157 57-144

N — broj ociju ispitanika
Mann-Whitney test

Vrednost RNFL Inf bila je minimalno veca kod pacijenata sa PEXG, ali bez statisticki
znacajne razlike u odnosu na grupu sa POAG- HTG.
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IzvrSena je podela po grupama u odnosu na RNFL Inf (tabela 25):
0 — normalno (normal) 103,90-138,60 um
1- glaukom (glaucoma) <103,90 pum.

Tabela 25. Distribucija ispitanika po vrednostima RNFL Inf u odnosu na tip glaukoma.

RNFL Inf (um) HTG (n=97) PEXG (n=14) Ukupno (n=111)
Normalno 103,90-138,60 pm 47  48,45% 6 42,86% 53 47,75%
Glaukom < 103,90 um 50 51,55% 8 57,14% 58 52,25%
Ukupno 97 100,00% 14 100,00% 111 100,00%
n — broj ociju ispitanika
xz test

I u ovom sluc¢aju, u celom uzorku, i u obe grupe glaukoma ponaosob, bio je veci broj
ociju ¢iji je parametar RNFL Inf vrednosti koje su karakteristika glaukoma, a ne normalnog
nalaza. Nesto je veci broj o¢iju sa nalazom RNFL Inf < 103.90 um medu pacijentima obolelim od

PEXG, ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na grupu POAG- HTG (tabela 25).

Ako u odnosu na vrednost RNFL Avg (um) smatramo da su glukomi samo oni sa
RNFL Avg < 80 um, onda nema statisticki znacajne razlike izmedu broja ociju koje pripadaju

glaukomu na osnovu koris¢enih parametara (tabela 26).

Tabela 26. Pripadost kategoriji glaukoma u grupi POAG- HTG
na osnovu vrednosti parametara RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf.

RNFL Avg (um) RN(FL )Sup Rl\(IFL)Inf
pum um

53 (vs 57), ako se uzima samo normalno > 80 um
ili 58 (vs 39) 50 (vs 47)

44 (vs 66), ako se uzima i suspektan glaukom 70—79 um
2
¥~ test

Najvise glaukoma u POAG- HTG grupi je na osnovu kategorizacije po RNFL Sup (58
ispitanika; 59,79%), a najmanje po RNFL Avg (47 ispitanika; 48,18%).

Ako pod glaukomom posmatramo RNFL Avg < 69 um, onda je broj glaukoma po
RNFL Avg 44 (47,00%), pa je u odnosu na to statisticki znacajno veca zastupljenost
kategorizacije glaukoma u POAG- HTG grupi po RNFL Sup (p<0,01).
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5.2. Biohemijska ispitivanja

5.2.1. Koncentracija TNF-a

Prosecna vrednost TNF-o u serumu svih ispitanika bila je 1,84 + 1,88 pg/ml, sa medi-
janom 1,32 pg/ml, a kretala se u opsegu od 0 do 10,19 pg/ml. Vrednosti statisti¢kih parame-

tara TNF-a u ispitivanim grupama prikazane su na grafikonu 4 1 u tabeli 27.
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Grafikon 4. Vrednosti medijane, minimalnih, maksimalnih vrednosti i 25. i 75. percentila za

TNF-a u serumu ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

¢ —vs CAT, "— p<0,05 (Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test)

Tabela 27. Koncentracija TNF-a u serumu ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.
X+SD (Me) Min—Max

HTG (n=35) PEXG (n=23) CAT (n=29)
TNF-o 2,04+1,98°(1,82) 2,05+1,48%(1,57) 1,43+2,00(0,81)
(pg/ml) 0,00-8,41 0,00-6,64 0,00-10,19
c—vs CAT

"~ p<0,05 (Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test)
n — broj ispitanika

Kruskal-Wallis testom je utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u serumskoj
koncentraciji TNF-a izmedu ispitivanih grupa (p<0,05). Vrednost serumskog TNF-o najmanja je u
grupi pacijenata sa senilnom kataraktom, statistiCki znacajno manja U odnosu na pacijente sa
POAG- HTG i PEXG (p<0,05).
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Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost serumske
koncentracije TNF-a i vidne oS$trine, intraokularnog pritiska, MD, PSD, CPSD, RNFL Avg,
RNFL Sup i RNFL Inf istog pacijenta (tabela 28).

Tabela 28. Spearmanovi koeficijenti korelacije TNF-a i ispitivanih Klini¢kih parametara

u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

p TNF-a V I0P C/D MD PSD CPSD RNFL RNFL RNFL
(pg/ml) i Avg  Sup Inf
HTG 0,00 -0,03 0,02 -0,02 0,03 0,07 0,02 -0,03 -0,05
PEXG -0,15 -0,08 -0,12 0,31 -0,28 -0,16 0,29 0,13 0,44
CAT -0,01 0,19

ceo uzorak  —0,01 0,13 -0,03 0,06 -0,07 -0,01 0,06 0,02 0,06
p — Spirmanov koeficijent rang korelacije

Ni u celom ispitivanom uzorku, ni u grupama ispitanika obolelih od glaukoma i ispitanika
sa staraCkom kataraktom nije bilo statisticki znacajnih korelacija koncentracije TNF-a u serumu

ni sa jednim od navedenih parametara.

5.2.2. Koncentracija HSP 70

Prosecna vrednost serumskog HSP 70 svih ispitanika bila je 2,21 + 1,41 ng/ml, sa medi-
janom 2,04 ng/ml, a opseg vrednosti ovog parametra je od 0,18 do 6,55 ng/ml. Na grafikonu 5 i u

tabeli 29 date su vrednosti statistiCkih parametara HSP 70 u ispitivanim grupama.
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Grafikon 5. Vrednosti medijane, minimalnih, maksimalnih vrednosti i 25. i 75. percentila
za HSP 70 u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.
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Tabela 29. Serumske vrednosti HSP 70 ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.
X+£SD (Me) Min—Max

HTG (n=37) PEXG (n=24) CAT (n=29)
HSP 70 2,27+1,70 (1,97) 2,14+0,96 (2,29) 2,20+1,32 (1,93)
(ng/ml) 0,18-6,55 0,29-3,70 0,42-5,46

n — broj ispitanika
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney test, Studentov t-test nezavisnih uzoraka

Serumske vrednosti HSP 70 su veoma sliéne u sve tri grupe ispitanika, pa ni Kruskal-
Wallis, ni Mann-Whitney, odnosno Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka, nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih pacijenata.

Spearmanovim koeficijentom rang korelacije i Pirsonovim koeficijentom linearne
korelacije ispitivana je povezanost serumske koncentracije HSP 70 i1 vidne oStrine, intra-
okularnog pritiska, MD, PSD, CPSD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf istog pacijenta
(tabela 30).

Kod pacijenata obolelih od POAG- HTG statistic¢ki je znaCajna negativna korelacija
serumske koncentracije HSP 70 i RNFL Sup (p<0,05), a veoma blizu statisticke znacajnosti
su negativne korelacije HSP 70 sa MD (p= 0,0538) i sa RNFL Inf (p= 0,0584).

U celom uzorku statisticki su znacajne negativne korelacije serumske koncentracije
HSP 70 sa MD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf (p<0,05).

Tabela 30. Spearmanovi i Pirsonovi koeficijenti korelacije HSP 70 i

ispitivanih klini¢kih parametara u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

p (r) HSP70 \Y IOP C/ID MD PSD CPSD RNFL RNFL RNFL

(ng/ml) i Avg Sup Inf
HTG 001 0112 -012 -0,27 -0,07 -0,10 -026 "-0,33 -0,30
PEXG 012 0,07 012 -046 -003 -0,05 014 -0,05 -0,171
CAT 0,08 0,05

ceo uzorak 006 008 -005 "-0,25 -0,05 -0,09 -0,29 "-0,32 "-0,31

"~ p<0,05, p — Spirmanov koeficijent rang korelacije,
r — Pirsonov koeficijent linearne korelacije (italik vrednosti)
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5.2.3. Koncentracija Fas

Prose¢na vrednost koncentracija solubilnog Fas u o¢noj vodici svih ispitanika bila je
688,57 + 186,76 pg/ml, uz medijanu od 756,49 pg/ml, a vrednosti su bile u opsegu od 83,83

do 958,22 pg/ml, a statisticki parametri u ispitivanim grupama dati su na grafikonu 6 i u
tabeli 31.

Tabela 31. Koncentracija Fas u o¢noj vodici ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

X£SD (Me) Min—Max

HTG (n=35) PEXG (n=24) CAT (n=29)
Fas 713,43+162,69 (759,80)  720,14+167,39 (776,63)  632,46+217,11 (727,79)
(pg/ml) 369,95-958,22 166,99-921,60 83,83-862,33

n — broj ispitivanih uzoraka oc¢ne vodice
Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test
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Grafikon 6. Vrednosti medijane, minimalnih, maksimalnih vrednosti i 25. i 75. percentila

za koncentraciju Fas u o¢noj vodici u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

Ni Kruskal-Wallis, ni Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
koncentracije Fas u o¢noj vodici izmedu ispitivanih grupa.

Vrednost Fas u o¢noj vodici najveca je kod o¢iju bolesnika obolelih od PEXG, a malo niza
kod pacijenata obolelih od POAG- HTG. Ipak treba naglasiti da je statisticka razlika izmedu
POAG- HTG i1 CAT na granici statstiCke znacajnosti (p=0,0505), a izmedu PEXG i CAT
takode bliska statisticki znacajnoj razlici (p=0,0657).
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Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost koncentracije
Fas u o¢noj vodici ispitanika i vidne oStrine, intraokularnog pritiska, MD, PSD, CPSD, RNFL
Avg, RNFL Sup i RNFL Inf istog pacijenta (tabela 32).

Tabela 32. Spearmanovi koeficijenti korelacije Fas i ispitivanih

klini¢kih parametara u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

p FAS Vv I0P C/D MD PSD CPSD RNFL RNFL RNFL
(pg/ml) i Avg  Sup Inf
HTG -0,12 0,06 0,06 0,07 0,02 007 -029 -0,20 "-0,33
PEXG 006 -0,22 -0,17 -0,38 0,26 0,14 -035 -043 -0,28
CAT 0,08 0,11

ceouzorak 0,01 014 003 -0,01 007 009 -031 -027 "-0,35
"~ p< 0,05, p — Spirmanov koeficijent rang korelacije

Kod pacijenata obolelih od POAG- HTG statisticki je znacajna negativna korelacija
koncentracije Fas u ocnoj vodici i RNFL Inf (p<0,05).

U celom uzorku statisti¢ki su znacajne negativne korelacije koncentracije Fas iz o€ne
vodice ispitanika sa morfoloskim parametrima dobijenim OCT-om: RNFL Avg i RNFL Inf
(p<0,05).

5.2.4. Koncentracija Fas liganda

Prose¢na vrednost koncentracija solubilnog FasL u o¢noj vodici svih ispitanika bila je
9,39 + 0,663 pg/ml, uz medijanu od 9,43 pg/ml, a vrednosti su bile u opsegu od 8,33 do
10,82 pg/ml. Statisticki parametri FasL u ispitivanim grupama dati su u tabeli 33 i na gra-
fikonu 7.

Tabela 33. Koncentracija FasL u o¢noj vodici ispitanika u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

X+£SD (Me) Min—Max

HTG (n=35) PEXG (n=24) CAT (n=29)
FasL 9,28+0,551 (9,35) 9,45+0,61 (9,60) 9,48+0,73 (9,46)
(pg/ml) 8,33-10,78 8,52—10,40 8,44-10,82

n- broj ispitivanih uzoraka o¢ne vodice
Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test, Studentov t-test nezavisnih uzoraka
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Grafikon 7. Vrednosti medijane, minimalnih, maksimalnih vrednosti i 25. i 75. percentila

za koncentraciju FasL u o¢noj vodici u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

Ni Kruskal-Wallis, ni Mann-Whitney, odnosno Studentovim t-testom nezavisnih uzo-
raka nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u koncetraciji FasL iz o¢ne vodice pacijenata
obolelih od POAG- HTG i PEXG i ispitanika sa starackom kataraktom.

Koncentracija solubilnog FasL u o¢noj vodici bila je najniza kod pacijenata obolelih

od POAG- HTG, gotovo statisti¢ki zna¢ajno manja u odnosu na koncentraciju FasL kod paci-
jenata obolelih od PEXG (p=0,0566).

Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost koncentracije
FasL u o¢noj vodici ispitanika i vidne ostrine, intraokularnog pritiska, MD, PSD, CPSD, RNFL
Avg, RNFL Sup i RNFL Inf istog pacijenta (tabela 34).

Tabela 34. Spearmanovi koeficijenti korelacije FasL i ispitivanih

klinickih parametara u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

p FasL V I0P C/D MD PSD CPSD RNFL RNFL RNFL
(pg/ml) i Avg Sup Inf

HTG -0,11 0,18 017 "-0,32 0,13 000 -031 -0,27 -0,30
PEXG 011 -0,11 -0,12 -0,29 030 0722 -043 "-062 -0,07
CAT 0,01 -0,04

ceouzorak -011 -0,08 010 "-031 016 004 "-0,32 "-0,35 "-0,31

"~ p<0,05
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U grupi pacijenata obolelih od POAG- HTG statisticki znacajna je negativna korelacija
FasL sa MD (p<0,05), a blizu statisticki znacajne je negativna korelacija sa RNFL Avg
(p=0,0594). U grupi pacijenata obolelih od PEXG statisti¢ki je veoma znaajna negativna
korelacija sa RNFL Sup (p<0,05).

U celom uzorku ispitanika statisticki znacajne su negativne korelacije FasL sa funkci-
onalnim parametrom vidnog polja MD i morfoloskim OCT parametrima: RNFL Avg, RNFL
Sup i RNFL Inf (p<0,05).

5.2.5. Korelacija koncentracije TNF-a, HSP 70, Fas i Fas liganda ispitanika
Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost serumske

koncentracije TNF-a i HSP 70, koncentracije Fas i FasL u o¢noj vodici ispitanika (tabela 35).

Tabela 35. Spearmanovi i Pirsonovi koeficijenti korelacije parametara TNF-o, HSP 70, Fas i

FasL po grupama u odnosu na tip glaukoma i kataraktu.

p (r) TNF-00i TNF-a0i TNF-ai HSP 70 HSP70 Fasi
(pg/ml) HSP70 Fas FasL iFas iFasL FasL

HTG 020 -0,09 -011 -011 021 -0,15
PEXG 018 011 -036 -0,11 -0,03 -0,12
CAT 053 004 010 -023 -0,20 -0,03

~— p<0,01, p — Spirmanov koeficijent rang korelacije,
r — Pirsonov koeficijent linearne korelacije (italik vrednosti)

Statisticki znaCajna je negativna korelacija serumske koncentracije TNF-o sa serum-

skom koncentracijom HSP 70 kod ispitanika sa senilnom kataraktom (p<0,01).
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5.3. Genska ispitivanja

5.3.1. Polimorfizam na genu -308 za TNF-a,

Ispitivanje genskog polimorfizma TNF-a -308 vrseno je ukupno na 328 ispitanika, i to
kod 164 ispitanika iz studijske grupe (71 pacijenta obolelog od POAG- HTG, 28 pacijenata
obolela od PEXG i 65 ispitanika sa starackom kataraktom) i 164 ispitanika iz zdrave
populacije (kontrolna grupa). Odredivana je uéestalost genotipova GG, GA, AA po grupama
ispitanika (tabela 351 36) i G i A alela (tabela 37).

Tabela 35. Zastupljenost genotipova na genu -308 za TNF-a u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Genotip  Studijska grupa (n=164)  Kontrolna grupa (n=164) Ukupno (n=328)

GG 129 "78,66% 113 68,90% 242  73,78%
GA 30 18,29% 50 30,49% 80 24,39%
AA 5 3,05% 1 0,61% 6 1,83%
Ukupno 164 100,00% 164 100,00% 328 100,00%
“~ p<0,05
% test

Zastupljenost genotipa GG na genu -308 za TNF-a statisticki je znaCajno veca u

studijskoj u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05).

Tabela 36. Zastupljenost genotipova u odnosu na prisustvo A alela na genu -308 za TNF-a

u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Genotip  Studijska grupa (n=164)  Kontrolna grupa (n=164)  Ukupno (n=328)
GG 129 78,66% 113 68,90% 242 73,78%
GA+AA 35 21,34% 51 "31,10% 86  26,22%
“~ p<0,05
x” test

Zastupljenost genotipova koji imaju A alel statisticki je znacajno veca u kontrolnoj u

odnosu na studijsku grupu (p<0,05).

Tabela 37. Zastupljenost alela G i A na genu -308 za TNF-o u ukupnom broju alela

u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Alel Studijska grupa (n=328)  Kontrolna grupa (n=328) Ukupno (n=656)
G 288 87,80% 276 84,15% 564  85,98%
A 40 12,20% 52 15,85% 92  14,02%
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Nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti alela izmedu studijske i kontrolne

grupe, a A alel je zastupljeniji u kontrolnoj grupi.

Tabela 38. Zastupljenost genotipova na genu -308 za TNF-a.
kod ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Genotip HTG (n=71) PEXG (n=28) CAT (n=65) Kontrola (n=164)

GG 58 <'81,69% 21 75,0000 50 76,92% 113 68,90%
GA 13 18,31% 7 25,00% 10 15,38% 50 30,49%
AA 0 0,00% 0 0,00% 5 7,69% 1 0,61%

Ukupno 71 100,00% 28 100,00% 65 100,00% 164 100,00%
" p<0,05, k —vs kontrola
¥ test

Zastupljenost genotipa GG na genu -308 za TNF-a statisticki je znacajno veca kod

POAG- HTG ispitanika u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05) (tabela 38).

Tabela 39. Zastupljenost genotipova u odnosu na prisustvo A alela na genu -308 za TNF-a
kod ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Genotip HTG (n=71) PEXG (n=28) CAT (n=65) Kontrola (n=164)
GG 58 81,69% 21 75,00% 50 76,92% 113  68,90%
GA+AA 13 18,31% 7 25,00% 15 23,08% 51 "31,10%
“~p<0,05, h—vs HTG
x” test

Zastupljenost genotipova koji imaju A alele statisti¢ki je veca u kontrolnoj grupi u
odnosu na grupu POAG- HTG (p<0,05) (tabela 39).

Tabela 40. Zastupljenost alela G i A alela u ukupnom broju alela na genu -308 za TNF-a kod
ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Alel HTG (n=142) PEXG (n=56) CAT (n=130)  Kontrola (n=328)
G 129 90,85% 49 87,50% 110 84,62% 276  84,15%
A 13 9,15% 7 12,50% 20 15,38% 52 15,85%
2
x” test

Nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti alela G 1 A izmedu studijske 1
kontrolne grupe, mada je A alel u kontrolnoj grupi gotovo statisti¢ki zastupljeniji u odnosu na

POAG- HTG grupu (p=0,0536) (tabela 40).
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5.3.1.1. Polimorfizam na genu -308 za TNF-a i klini¢ki parametri

Vidna oStrina pacijenata je kod oba tipa glaukoma veca u slu¢aju GG genotipa u odno-
su na GA genotip, ali je Mann-Whitney testom utvrdeno da je statisticki znacajno vec¢a samo
kod PEXG (p<0,05) (tabela 41).

Tabela 41. Vidna ostrina (V) ispitanika u odnosu na genotip na genu TNF-a (-308).
X+£SD (Me) Min—Max

HTG GG (n=116) GA (n=26) AA (n=0)

\% 0,64+0,39 (0,80) 0,51+0,42 (0,45) /
0,00-1,00 0,00-1,00

PEXG GG (n=42) GA (n=14) AA (n=0)

\Y 0,38+0,33°(0,30) 0,12+0,23 (0,02) /
0,00-1,00 0,00-0,70

CAT GG GA AA

(n=100) (n=20) (n=10)

\% 0,34+0,36 (0,20) 0,25+0,36 (0,07) 0,35+0,36 (0,28)

0,00-1,00 0,00-1,00 0,00-0,80
"~ p<0,05

Mann-Whitney test

Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike vidne ostrine izmedu

ispitivanih genotipova kod ispitanika sa senilnom kataraktom.

Tabela 42. Intraokularni pritisak (IOP) ispitanika u odnosu na genotip na genu TNF-a (-308).
X+SD (Me) Min—Max

HTG GG (n=116) GA (n=26) AA (n=0)

1OP 22,72+7,79 (21,00) 20,04+6,94 (19,00) /
(mmHg) 12,00-48,00 10,00-46,00

PEXG GG (n=42) GA (n=14) AA (n=0)

IOP 24,71+13,10 (21,00) 22,50+12,23 (20,50) /
(mmHg) 10,00-76,00 12,0-58,00

CAT GG (n=100) GA (n=20) AA (n=10)
IOP 14,80+2,31 (14,00) 14,15+2,43 (14,00) 14,50+2,95 (14,50)
(mmHg) 10,00-20,00 10,00-18,00 8,00-18,00

Mann-Whitney test

IOP je takode kod oba tipa glaukoma veéi u slu¢aju GG genotipa, ali Mann-Whitney
testom nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike (tabela 42).
Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisti¢ki znac¢ajne razlike IOP izmedu ispitivanih

genotipova kod senilne katarakte.
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5.3.1.2. Polimorfizam na genu -308 za TNF-a i biohemijski parametri

Kod ispitanika obolelih od glaukoma Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki zna-
Cajne razlike u serumskoj koncentraciji TNF-a izmedu genotipova U okviru POAG- HTG i
PEXG. Kod PEXG je evidentno veca vrednost koncentracije TNF-a, kod GA u odnosu na GG
genotip, ali zbog relativno malog uzorka i visokih vrednosti standardnih devijacija nema statisticki

znacajne razlike (tabela 43).

Tabela 43. Koncentracija TNF-o. u ispitivanim grupama
u odnosu na genotip na genu TNF-a (-308).
X+£SD (Me) Min—Max

HTG GG (n=24) GA (n=7) AA (n=0)
TNF-a 2,20+1,86 (1,95) 2,25+2,81 (1,57) /
(pg/ml) 0,00-7,40 0,00-8,41

PEXG GG (n=16) GA (n=6) AA (n=0)
TNF-a 1,63+1,08 (1,32) 3,26£1,99 (2,97) /
(pg/ml) 0,00-3,09 0,81-6,64

CAT GG (n=17) GA (n=4) AA (n=2)
TNF-a 1,78+2,35 (1,06) 0,67+0,85 (0,43) 0,00
(pg/ml) 0,00-10,19 0,00-1,82

Mann-Whitney test

Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike TNF-o izmedu genoti-

pova kod ispitanika sa senilnom kataraktom, iako je evidentno veca vrednost kod GG genotipa.

5.3.2. Polimorfizam na genu -863 za TNF-a,

Ispitivanje genskog polimorfizma na genu -863 za TNF-a vr$eno je ukupno na 272
ispitanika, i to kod 164 ispitanika iz studijske grupe (71 pacijenta obolelog od POAG- HTG,
28 pacijenata obolela od PEXG i 65 ispitanika sa starackom kataraktom) i 108 ispitanika iz
zdrave populacije (kontrolna grupa). Ucestalosti genotipova CC, CA, AA (tabela 44 i 45) i

alela C i A po grupama ispitanika (tabela 46) prikazane su u narednim tabelama.
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Tabela 44. Zastupljenost genotipova na genu -863 za TNF-a u studijskoj i kontrolnoj grupi.
Genotip  Studijska grupa (n=164)  Kontrolna grupa (n=108)  Ukupno (n=272)

CcC 105 64,02% 59 54,63% 164  60,29%

CA 51 31,10% 43 39,81% 94 34,56%

AA 8 4,88% 6 5,56% 14 5,15%

Ukupno 164 100,00% 108 100,00% 272 100,00%
%’ test

Nema statisti¢ki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova izmedu kontrolne i stu-

dijske grupe (tabela 44).

Tabela 45. Zastupljenost genotipova u odnosu na prisustvo A alela na genu -863 za TNF-a

u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Genotip  Studijska grupa (n=164)  Kontrolna grupa (n=108)  Ukupno (n=272)

CcC 105 64,02% 59 54,63% 164  60,29%
CA+AA 59 35,98% 49 45,37% 108 39,71%
2
¥ test

Nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova u odnosu na prisustvo A

alela u njima, a genotipovi sa A alelom prisutniji su u kontrolnoj grupi (tabela 45).

Tabela 46. Zastupljenost alela C i A na genu -863 za TNF-a

u ukupnom broju alela u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Alel Studijska grupa (n=328)  Kontrolna grupa (n=216)  Ukupno (n=544)
C 261 79,57% 161 74,54% 422  T77,57%
A 67 20,43% 55 25,46% 122 22,43%
2
¥~ test

Nema statisti¢ki znacajne razlike u zastupljenosti alela izmedu studijske 1 kontrolne

grupe, a A alel je zastupljeniji u kontrolnoj grupi (tabela 46).
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Tabela 47. Zastupljenost genotipova na genu -863 za TNF-a
kod ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Genotip HTG (n=71) PEXG (n=28) CAT (n=65) Kontrola (n=108)
CC 50 <70,42% 14 50,00% 41 63,08% 59 54,63%
CA 17 23,94% 13 ™M46,43% 21 32,31% M43 39,81%
AA 4 5,63% 1 3,57% 3 4,62% 6 556%

Ukupno 71 100,00% 28 100,00% 65 100,00% 108 100,00%
h —vs HTG, k — vs kontrola, * — p<0,05
xz test

CC genotip bio je zastupljeniji kod pacijenata obolelih od POAG- HTG, statisticki je
zastupljeniji u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), a u odnosu na PEXG bio je veoma blizu
granice statisticke znacajnosti (p=0,0556). Zastupljenost genotipa CA statisticki je znacajno
veéa kod PEXG, kao i u kontrolnoj grupi u odnosu na POAG- HTG grupu (p<0,05) (tabela 47).

Tabela 48. Zastupljenost genotipova u odnosu na prisustvo A alela na genu -863 za TNF-a

kod ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Genotip HTG (n=71) PEXG (n=28) CAT (n=65) Kontrola (n=108)
CC 50 70,42% 14 50,00% 41  63,08% 59 54,63%
CA+AA 21  29,58% 14 50,00% 24 36,92% 49 45 37%
“~ p<0,05, h —vs HTG
x” test

Zastupljenost genotipova koji sadrze alel A u kontrolnoj grupi bila je statisticki zna-
¢ajno vec¢a no u POAG- HTG grupi, dok je zastupljenost A alela u PEXG bila ve¢a u odnosu na
zastupljenost u POAG- HTG grupi, ali samo blizu nivou statisticke zna¢ajnosti (p=0,0568)
(tabela 48).

Tabela 49. Zastupljenost alela C i A u ukupnom broju alela na genu -863 za TNF-a kod
ispitanika sa POAG- HTG, PEXG, senilnom kataraktom i u kontrolnoj grupi.

Alel HTG (n=142) PEXG (n=56) CAT (n=130) Kontrola (n=216)
C 117 82,39% 41 73,21% 103 79,23% 161 74,54%
A 25 17,61% 15 26,79% 27 20,77% 55 25,46%
2
¥~ test

Nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti alela izmedu ispitivanih grupa iako
je procentualno gledano najveca zastupljenost A alela bila u PEXG, a vrlo sli¢na u kontrolnoj

grupi, dok je A alel bio najmanje zastupljen kod POAG- HTG (tabela 49).
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5.3.2.1. Polimorfizam na genu -863 za TNF-a i klini¢ki parametri

Vidna ostrina ispitanika obolelih od POAG- HTG i ispitanika sa starackom kataraktom

veca je u CC i CA genotipovima, ali ne i statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na AA genotip. Generalno,

ni kod POAG- HTG, ni kod PEXG, ni senilne katarakte nema statisticki znacajnih razlika

vrednosti V izmedu razli¢itih genotipova na genu TNF-a (-863) (tabela 50).

Tabela 50. Vidna ostrina (V) ispitanika u odnosu na genotip na genu za TNF-a (-863).

X+SD (Me) Min—Max

HTG CC (n=100) CA (n=34) AA (n=8)

V 0,62:0,40 (0,75) 0,62:0,38 (0,70) 0,51:0,46 (0,50)
0,00-1,00 0,00-1,00 0,02-1,00

PEXG CC (n=28) CA (n=26) AA (n=2)

v 0,31+0,32 (0,20) 0,32:0,34 (0,20) 035:0,49 (0,35)
0,00-1,00 0,00-1,00 0,00-0,70

CAT CC (n=82) CA (n=42) AA (n=6)

V 0,330,36 (0,15) 0,35:0,38 (0,20) 0,16+0,28 (0,02)
0,00-1,00 0,00-1,00 0,00-0,70

Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna zavisnost vrednosti [OP od genotipa

na genu -863 za TNF-a (p<0,05). Poredenjem vrednosti ovog parametra izmedu grupa ponaosob,

Mann-Whitney testom, kod ispitanika sa POAG- HTG utvrdeno je da je vrednost IOP ispitanika

sa CA genotipom statisticki zna¢ajno manja u odnosu na vrednost kod ostala dva genotipa

ponaosob (p<0,05) (tabela 51).

Tabela 51. Intraokularni pritisak (I0P) ispitanika

u odnosu na genotip na genu za TNF-a (-863).

X+SD (Me) Min—Max

HTG CC (n=100) CA (n=34) AA (n=8)
IOP 22,44+7,45% (21,00) 20,53+8,13  (18,00) 26,75+ 7,46 (24,50)
(mmHg) 12,00-48,00 10,00-46,00 18,00-38,00
PEXG CC (n=28) CA (n=26) AA (n=2)
|OP 2354+ 10,96 (21,00) 23,85+ 14,69 (20,00) 37,00£7,07 (37,00)
(mmHg) 10,00-58,00 10,00-76,00 32,00-42,00
CAT CC (n=82) CA (n=42) AA (n=6)
IOP 14,56+2,33 (14,000 1502+230 (16,00) 13,83+3,37  (14,00)
(mmHg) 10,00-20,00 10,00-18,00 8,00-17,00
b —vs CA, * — p<0,05
Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test
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5.3.2.2. Polimorfizam na genu -863 za TNF-a i biohemijski parametri

Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u serumskoj koncentraciji
TNF-a izmedu genotipova u okviru POAG- HTG i PEXG, kao i senilne katarakte. Utvrdeno je
da su vrednosti serumske koncentracije TNF-a bile najmanje kod CC genotipa u grupi POAG-
HTG, a najvece kod AA genotipa, dok je u grupi PEXG i kod senilne katarakte situacija suprotna
(tabela 52).

Tabela 52. Koncentracija TNF-o u ispitivanim grupama
u odnosu na genotip na genu -863 za TNF-a.
X+SD (Me) Min—Max

HTG CC (n=21) CA (n=7) AA (n=3)
TNF-a 1,95+1,56 (1,82) 2,43£2,38 (1,82) 3,51+4,31 (1,82)
(pg/ml) 0,00-7,40 0,00-7,40 0,30-8,41
PEXG CC (n=11) CA (n=10) AA(n=1)
TNF-a 2,30£1,95 (2,59) 2,03£0,83 (1,83) /

(pg/ml) 0,00-6,64 1,06-3,09

CAT CC (n=14) CA (n=7) AA(n=2)
TNF-a 1,80+ 2,58 (1,19) 1,02+1,06 (0,56) 0,28+ 0,40 (0,28)
(pg/ml) 0,00-10,19 0,00-2,83 0,00-0,56

Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test
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5.4. Procena uticaja TNF-a, HSP 70, Fas i FasL na vrednosti
parametara IOP, C/D, MD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL
Inf kod pacijenata sa POAG- HTG
Univarijantna linearna regresiona analiza nije utvrdila nijedan faktor koji statisticki

znacajno utice na vrednost IOP ni kod ispitanika obolelih od POAG- HTG, ni od PEXG
(tabela 53).

Tabela 53. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost IOP (mmHg),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG
Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a 1,05 0,2971 0,52 -047 150 0,15 0,8846 0,17 -2,15 2,49
(pg/ml)
HSP 70 0,50 0,6161 0,30 -0,87 147 0,07 09446 0,12 -3,28 3,52
(ng/ml)
Fas -0,03 0,9752 0,00 -0,01 0,01 -0,58 0,5654 -0,01 -0,03 0,01
(pg/ml)
FasL 0,98 03291 186 -192 5,65 -0,93 03572 -247 -781 2,87
(pg/ml)

Univarijantna linearna regresiona analiza nije utvrdila nijedan faktor koji statisticki
znacajno uti¢e na vrednost C/D ni kod ispitanika obolelih od POAG- HTG, ni od PEXG
(tabela 54).

Tabela 54. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost C/D,

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG

Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a 0,19 0,8538 0,00 -0,02 0,03 -0,71 0,4895 -0,038 -0,11 0,06
(pg/ml)

HSP 70 -0,99 0,3255 -0,01 -0,04 0,01 051 06166 0,03 -0,10 0,16
(ng/ml)

Fas 0,69 04936 0,00 0,00 0,00 -0,74 0,4712 0,00 0,00 0,00
(pg/ml)

FasL 0,97 0,3381 0,04 -004 0,13 -0,23 0,818 -0,02 -0,16 0,13
(pg/ml)
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Univarijantna linearna regresiona analiza je, kao jedini faktor koji statisticki znacajno
utice na MD kod pacijenata obolelih od POAG- HTG, potvrdila HSP 70 (tabela 55).
Povecanje HSP 70 za jednu mernu jedinicu uzrokuje kod pacijenata obolelih od

POAG- HTG znacajan pad vrednosti MD za 1,37 uz interval poverenja 0,01 — 2,73 (tabela 55).

Tabela 55. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost MD (dB),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG
Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a 0,26 0,7973 0,32 -220 285 1,06 0,3132 230 -249 7,09
(pg/ml) )
HSP 70 -2,02 0,0490 -1,37 -2,73 -0,01 -1,17 0,2678 -5,29 -1527 4,69
(ng/ml)
Fas 1,36 0,1807 0,01 0,00 0,03 -1,38 0,1946 -0,05 -0,13 0,03
(pg/ml)
FasL -1,38 0,1730 -3,14 -7,71 1,43 -0,89 0,3923 -448 -1555 6,59
(pg/ml)

“~ p<0,05

Univarijantna linearna regresiona analiza je, kao jedini faktor koji statisti¢ki znacajno
uti¢e na RNFL Avg kod pacijenata obolelih od POAG- HTG, potvrdila HSP 70.

Poveéanje HSP 70 za jednu mernu jedinicu kod pacijenata obolelih od POAG- HTG
uzrokuje znacajan pad vrednosti RNFL Avg za 4,78 uz interval poverenja 0,11 — 9,45 (tabela 56).

Tabela 56. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost RNFL Avg (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG
Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a -1,16 0,2535 -3,51 -9,64 263 -1,16 0,2535 -351 -9,64 2,63
(pg/mi) )
HSP 70 -2,07 0,0450 -4,78 -945 -0,11 -2,07 0,0450 -4,78 -9,45 -0,11
(ng/ml)
Fas -1,24 0,2249 -0,03 -0,07 0,02 -1,24 0,2249 -0,03 -0,07 0,02
(pg/ml)
FasL -0,73 0,4697 -5,23 -19,77 9,30 -0,73 0,4697 -5,23 -19,77 9,30
(pg/ml)

“~ p<0,05

Univarijantna linearna regresiona analiza je, kao jedini faktor koji statisti¢ki znacajno
utice na RNFL Sup kod pacijenata obolelih od POAG- HTG, potvrdila HSP 70, a kod
pacijenata obolelih od PEXG potvrdila je FasL (tabela 57).
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Tabela 57. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost RNFL Sup (um),
rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG
Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a -0,91 0,3672 -3,26 -10,50 3,98 0,57 0,5801 5,84 -17,19 28,88
(pg/ml)
HSP 70 -2,13 0,0396 -5,74 -11,20 -0,29 -0,14 0,8932 -2,90 -50,36 44,56
(ng/ml)
Fas -0,65 0,5209 -0,02 -0,07 0,04 -1,11 0,2967 -0,20 -0,62 0,21
(pg/mi) *
FasL -0,67 0,5100 -5,86 -23,74 12,02 -2,29 0,0479 -4847 -96,39 -0,55
(pg/ml) _

— p<0,05

Povecanje HSP 70 za jednu mernu jedinicu uzrokuje kod pacijenata obolelih od POAG-
HTG znacajan pad vrednosti RNFL Sup od 5,74 uz interval poverenja 0,29 — 11,20.

Porast FasL u grupi pacijenata obolelih od PEXG za mernu jedinicu dovodi do pada
RNFL Sup za 48,47 uz interval poverenja 0,55 — 96,39.

Univarijantna linearna regresiona analiza je, kao jedini faktor koji statisticki znacajno utice
na RNFL Inf kod pacijenata obolelih od POAG- HTG, potvrdila HSP 70. Porast HSP 70 za jednu
mernu jedinicu kod pacijenata obolelih od POAG- HTG uzrokuje znac¢ajan pad vrednosti RNFL Inf
od 7,62 uz interval poverenja 0,89 — 14,36 (tabela 58).

Tabela 58. Procena uticaja faktora od interesa na vrednost RNFL Inf (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG i PEXG.

HTG PEXG
Faktor t p B 95% IP za B t p B 95% IP za B
TNF-a -1,42 0,1661 -6,13 -1494 2,67 1,95 0,0834 13,31 -2,16 28,78
(pg/ml)
HSP 70 -2,29 0,0276 “-7,62 -14,36 -0,89 -0,52 0,6174 -8,42 -4523 28,39
(ng/ml)
Fas -1,55 0,1297 -0,05 -0,12 0,02 -2,03 0,0732 -0,26 -0,55 0,03
(pg/ml)
FasL -0,70 0,4885 -7,70 -30,04 14,63 -0,75 0,4719 -15,26 -61,23 30,71
(pg/ml) _

— p<0,05

Generalno se moze rec¢i da u grupi pacijenta sa POAG- HTG jedini faktor od interesa je
HSP 70, koji svojim porastom uti¢e na pad vrednosti parametara MD, RNFL Avg, RNFL Sup i
RNFL Inf.
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5.5. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a: GG, GA,
AA na vrednosti parametara IOP, C/D, MD, RNFL Avg,
RNFL Sup i RNFL Inf kod pacijenata sa POAG- HTG
Univarijantna linearna regresiona analiza nije utvrdila nijedan genotip za polimor-

fizam gena TNF-a (-308) koji statisticki znacajno uti¢e na vrednosti ispitivanih parametara

kod ispitanika obolelih od POAG-HTG (tabela 59- 64).

Tabela 59. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost IOP (mmHg),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG .

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG 1,61 0,1087 2,68 -0,60 5,96
GA -1,61 0,1087 -2,68 -596 0,60

AA

Tabela 60. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost C/D,

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG 1,59 0,1132 0,08 -0,02 0,18
GA -1,59 0,1132 -0,08 -0,18 0,02

AA

Tabela 61. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost MD (dB),
rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG -1,30 0,1957 -3,86 -9,74 2,02
GA 1,30 0,1957 3,86 -2,02 9,74

AA

Tabela 62. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost RNFL Avg (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG -0,37 0,7106 -3,25 -20,58 14,08
GA 0,37 0,7106 3,25 -14,08 20,58
AA
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Tabela 63. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost RNFL Sup (um),
rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG 0,38 0,7065 5,30 -22,59 33,19
GA -0,38 0,7065 -5,30 -33,19 22,59

AA

Tabela 64. Procena uticaja polimorfizma gena -308 za TNF-a na vrednost RNFL Inf (um),
rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
GG -0,28 0,7784 -4,30 -34,62 26,01
GA 0,28 0,7784 4,30 -26,01 34,62
AA
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5.6. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a: CC, CA,
AA na vrednosti parametara IOP, C/D, MD, RNFL Avg,
RNFL Sup i RNFL Inf kod pacijenata sa POAG- HTG

Univarijantna linearna regresiona analiza nije utvrdila nijedan genotip za polimor-
fizam gena za TNF-a (-863) koji statisticki znacajno utice na vrednosti ispitivanih parametara
kod ispitanika obolelih od POAG- HTG. Blizu granice statisticke znacajnosti je uticaj AA geno-
tipa koji smanjuje vrednosti MD za 7,22; odnosno vrednosti C/D za 0,14 (tabela 65- 70).

Tabela 65. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost IOP (mmHg),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC 0,51 0,6093 0,73 -2,08 3,53
CA -1,48 0,1407 -2,23 -521 0,75
AA 1,73 0,0865 4,79 -0,70 10,29

Tabela 66. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost C/D,

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC 1,01 0,3133 0,04 -0,04 0,12
CA -0,02 0,9814 0,00 -0,09 0,09
AA -1,85 0,0669 -0,14 -0,28 0,01

Tabela 67. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost MD (dB),
rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC -0,02 0,9867 -0,03 -4,07 4,00
CA 1,05 0,2983 2,29 -2,06 6,64
AA -1,86 0,0658 -7,22 -1493 0,48
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Tabela 68. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost RNFL Avg (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC -1,01 0,3152 -6,07 -18,01 5,87
CA 1,61 0,1105 10,59 -2,46 23,64
AA -0,83 0,4067 -9,52 -32,20 13,16

Tabela 69. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost RNFL Sup (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC -0,33 0,7390 -3,04 -21,12 15,04
CA 1,03 0,3083 10,31 -9,69 30,31
AA -1,06 0,2944 -17,19 -49,58 15,21

Tabela 70. Procena uticaja polimorfizma gena -863 za TNF-a na vrednost RNFL Inf (um),

rezultati univarijantne linearne regresione analize za pacijente sa POAG- HTG.

HTG
Faktor t p B 95% IP za B
CcC -0,67 0,5024 -6,64 -26,24 12,96
CA 1,48 0,1422 16,08 -551 37,67
AA -1,17 0,2462 -20,64 -55,78 1451
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6. DISKUSIJA

6.1. Klinicka ispitivanja

Rezultati naSeg istrazivanja ukazalu su da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
izmedu grupe pacijenata obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla sa poviSenim
oénim pritiskom (POAG- HTG) i pseudoeksfolijativnog glaukoma (PEXG) poredenjem
vrednosti RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf.

U celom ispitivanom uzorku, i u obe grupe glaukoma, POAG- HTG i PEXG, skoro
polovina od ukupnog broja o¢iju imala je normalnu vrednost parametra RNFL Avg. Broj ociju sa
normalnim vrednostima RNFL Avg u celom uzorku i POAG- HTG je dominantno veci u odnosu
na broj o€iju sa drugim navedenim vrednostima ovog parametra (p<0,001). Nema statisticki
znacajnih razlika izmedu POAG- HTG i PEXG u raspodeli o¢iju u odnosu na vrednosti RNFL
Avg.

Suprotno tome, u celom ispitivanom uzorku, kao i u grupi POAG- HTG i PEXG, ve¢i
je broj o€iju ¢iji je parametar RNFL Sup vrednosti koje su karakteristika glaukoma, a ne
normalnog nalaza. Nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu POAG- HTG i PEXG u raspodeli
ociju u odnosu na vrednosti RNFL Sup. To nam ukazuje da je parametar RNFL Sup specifi¢niji
za odredivanje glaukomnih oStecenja (46, 47).

Takode, u celom ispitivanom uzorku, i u obe grupe glaukoma ponaosob, bio je veci
broj o€iju ¢iji je parametar RNFL Inf vrednosti koje su karakteristika glaukoma, a ne
normalnog nalaza. Nesto je veci broj o¢iju sa nalazom RNFL Inf < 103.90 um kod pacijenata
obolelih od PEXG, ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na grupu POAG- HTG. Parametar

RNFL Inf je specifi¢niji za odredivanje glaukomnih osteéenja (42, 46—48).

6.2. Koncentracija TNF-a

Citokini su polipeptidi niske molekularne tezine ukljuceni u komunikaciju izmedu
¢elija (211). Abnormalna proizvodnja nekih citokina, kao $to su faktor nekroze tumora- o
(TNF-a), interleukin- 1p (IL-1B), rastvorljivi IL- 2 receptor (sIL-2R ), IL- 6 i hemokin IL- 8
je kljuc¢na za patogenezu razliitih zapaljenskih i autoimunih bolesti (211, 212). Mnoge “in
vivo” studije su pokazale da su TNF-o, IL-1, IL-6 i IL-8 vazne komponente u pro- za-
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paljenskom odgovoru i intraokularnoj inflamaciji (212). Oksidativni stres je povezan sa
mnogim sistemskim inflamatornim oboljenjima, proizvodnjom slobodnih radikala i lipidnom
peroksidacijom (213).

TNF-a je proinflamatorni citokin. Novija nau¢na istraZivanja pokazala su da ishemija
ili poviSen pritisak na glijalne ¢elije stimuliSe produkciju TNF-o. To izaziva smrt oligo-
dendrocita i naknadnu apoptozu ganglijskih ¢elija retine (121, 214). Pored azot oksida i
ekscitotoksi¢nosti, TNF-o ima neurotoksi¢ni efekat i funkcioniSe kao aktivator. Poveéan nivo
TNF-a je povezan sa loSom prognozom posle trauma u mozgu (215-217), dok smanjenje
TNF-0 moZe da smanji o$teenje nerava (218).

Koncentracije TNF-a u plazmi, cerebrospinalnoj tecnosti i mozdanom tkivu su
povisene kod nekih poremecéaja CNS-a, ukljucujuci Alzheimer-ovu bolest, multiplu sklerozu,
Parkinsonovu bolest 1 ishemijske poremecaje u mozgu (219). Prethodne studije su pokazale
povezanost nekih okularnih oboljenja i pove¢anog nivoa TNF-a. Pacijenti sa dijabeti¢nom
retinopatijom imaju povisene serumske nivoe TNF-a, §to moze imati prediktivnu vrednost za
razvoj retinopatije kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti (220, 221).

Doganay i saradnici (221) su detektovali serumski TNF-o u 46 od 53 pacijenta sa
diabetes mellitus-om, u rasponu od 4,0 do 26,4 pg/ml, a najvise vrednosti su nadene kod
pacijenata sa proliferativnom diabetesnom retinopatijom (DR). Pacijenti sa proliferativnom
diabetesnom retinopatijom su imali znatno visi nivo serumskog TNF-a (15,0 + 0,8 pg/ml) u
odnosu na pacijente sa neproliferativnom DR, bez DR i kontrole (7,3 = 0,5 pg/ml).

Sugita i saradnici (199, 222) su detektovali znatno poviSene nivoe TNF-o i TNF-a
receptora u o¢noj vodici i staklastom telu pacijenata sa aktivnim uveitom (19,6 =+ 8,5 pg/mL u
o¢noj vodici; 29,8 + 9,9 pg/mL u staklastom telu) u poredenju sa pacijentima sa senilnom
kataraktom (6,8 + 6,7 pg/mL u o¢noj vodici; 9,7 + 6,7 pg/mL u staklastom telu).

Mnoge studije su detaljno proucavale odnos izmedu glaukomatozne opticke neuro-
patije i TNF-a. Na Zzivotinjskim modelima sa visokim intraokularnim pritiskom, povecenje
koncentracije TNF-o dovelo je do gubitka RGC i oligodendrocita. Pored toga, ovi gubici
¢elija su se desavali i ukoliko je davan TNF-a, bez povisenog intraokularnog pritiska (223).
TNF-a ima negativan uticaj na oligodendrocite, Sto povecava osetljivost aksona na ekscitoto-
ksi¢nost u glavi vidnog Zivca i dovodi do smrti RGC (224, 225).

Kada su glijalne celije izloZene takvim stresorima, kao $to su visok pritisak ili ishe-
mija, povecava se izluCivanje TNF-a, S$to rezultira apoptozom. Ova apoptoza moze da se

spreci davanjem neutraliSu¢ih anti-TNF-o antitela (121). Ovi ekspirimenti su potkrepljeni re-
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zultatima imunohistohemijskih ispitivanja na humanim uzorcima koja su sproveli Yan i
saradnici (226), kao i Tezel sa saradnicima (64), a odnose se na povecan nivo ekspresije
TNF-a 1 njegovog receptora TNF-RI u unutra$njem sloju retine glaukomatoznih ociju u
odnosu na kontrole. Sli¢ne podatke objavili su Juan i Neufeld (227).

Povecana ekspresija TNF-a u glaukomatoznim oc¢ima sugeriSe da je ovaj citokin usko
povezan sa procesom neurodegeneracije. Razumevanje ovog procesa moze doprineti razvoju
novih terapijskih strategija.

Chen i saradnici koristili su ELISA test za odredivanje koncentracije IL-6, IL-2 i
TNF-o u o¢noj vodici i serumu pacijenata sa sekundarnim, neovaskularnim glaukomom
nakon okluzije centralne retinalne vene u odnosu na zdrave kontrole sa senilnom kata-
raktom i dos$li su do saznanja da se nivoi IL-6, IL-2 i TNF-o u serumu ne razlikuju medu
grupama (228).

Evereklioglu i saradnici su pokazali da su najve¢e TNF-a koncentracije u bolesnika sa
aktivnom formom Behcetovog sindroma, srednje vrednosti 7,9 £ 0,5 pg/ml, $to je znatno vise
nego u bolesnika sa neaktivnom formom (5,1 £ 0,2 pg/ml, p < 0,001) ili zdravih ispitanika
(4,7 £ 0,1 pg/ml, p <0,001) (229).

Takode je Gustavsson sa saradnicima proucavao profil citokina kod pacijenata sa
dijabeti¢cnom retinopatijom. TNF-a je otkriven u svim uzorcima staklastog tela i serumu
pacijenata, i sa proliferativnom i sa neproliferativnom dijabeti¢nom retinopatijom, kao 1 u 24
kontrole (88,8%). Pri tome, koncentracije TNF-a u staklastom telu su bile niZe u dijabeti¢ara
nego kod onih bez SeCerne bolesti (srednja vrednost: 18,0 pg/ml (8,0-46,0); 22 pg/ml
(13-47), p=0,034). U serumu je bilo obrnuto, vrednosti TNF-o su bile veée u serumu
dijabeti¢ara, a manje kod onih koji nisu dijabeticari (9,0 pg/ml (5,0-53,0); 6,7 pg/mi
(3,0—-11,0), p<0,001), sto je u skladu sa podacima iz studije Doganaya i saradnika (221). Nivo
TNF-a u vitreusu nije zavisio od sistemskog stanja i lekova, dok je postojala pozitivna veza
izmedu nivoa serumskog TNF-a i BMI (body mass index). Sto se ti¢e nivoa TNF-a u 0&noj
vodici, nije postojala razlika medu grupama (230).

Gustavsson i saradnici su proucavaju¢i serumski nivo TNF-a kod 128 pacijenata sa
diabetes mellitus-om tip I, pronasli znatno viSi nivo ovog citokina kod pacijenata sa
proliferativnom DR (n=62; 7,0 pg/ml (4—7 pg/ml)) nego kod pacijenata sa neproliferativnom
DR (n=66; 6,0 pg/ml (4-25 pg/ml); p=0,009) (230).

Do danas, povezanost sistemskog TNF-a i glaukoma je malo proucavana. Rezultati

Kanga i saradnika (231) su u skladu sa onima iz studije preseka Huanga i saradnika (88), koji
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su proucavali 32 pacijenta sa POAG. Uocene Su znacajno vise koncentacije TNF-a kod
pacijenata sa uznapredovalom neuropatijom (MD > 12 dB) u poredenju sa kontrolama
(p=0,0464) i pacijentima sa umerenom neuropatijom (MD < 12 dB) (p=0,0328) (88).

Druga studija preseka nije pokazala nikakve razlike u koncentarciji TNF-a u plazmi
pacijenata sa glaukomom i kataraktom, mada su nivoi TNF-a u o¢noj vodici ve¢i kod
pacijenata sa glaukomom (232). Ovo nam sugeriSe da efekti sistemskog nivoa TNF-a mogu
biti drugaciji od efekta lokalnog nivoa TNF-a u o¢noj vodici (139, 214).

Nase istrazivanje je pokazalo da je koncentracija TNF-a u serumu znatno visa kod
pacijenata obolelih od glaukoma u odnosu na ispitanike sa starackom kataraktom u kontrolnoj
grupi. Najvisa serumska koncentracija TNF-a bila je kod pacijenata obolelih od pseudoeksfo-
lijativnog glaukoma (2,05+1,48 pg/ml), niza kod obolelih od primarnog glaukoma otvorenog
ugla sa povisenim IOP, tac¢nije 2,04+1,98 pg/ml, a najniza kod ispitanika sa senilnom
kataraktom (1,43%2,0 pg/ml).

Istrazivanje koje smo sproveli pokazalo je postojanje statisticki znacajne razlike u
serumskoj koncentraciji TNF-o izmedu grupe POAG- HTG i PEXG u odnosu nha grupu
ispitanika sa senilnom kataraktom (p<0,05). Istrazivanje je radeno na vecem broju ispitanika
u sve tri grupe nego ostala objavljena ispitivanja (88, 221, 230, 231). Nasi rezultati su u skla-
du sa rezultatima Kanga i saradnika (231); kao i rezultatima Huanga i saradnika (88). Ovo
nas navodi na zakljucak da je serumski TNF-a mocan citokin sa znacajnom ulogom u patoge-
nezi glaukoma i glaukomnoj neuropatiji.

Nasim istrazivanjem nije utvrdena statisticki znacajna korelacija koncetracije TNF-a
u serumu ni sa jednim ispitivanim klini¢kim parametrom koji bi odredio stepen razvoja i oste-
¢enja u glaukomu, kao $to su vidna ostrina, visina IOP, MD, PSD, CPSD, RNFL Avg, RNFL
Sup, RNFL Inf. To je delimi¢no u suprotnosti sa rezultatima Huanga i saradnika. (88).

Kang i saradnici su pokazali da je koncentracija serumskog TNF-a visa kod Zena u

odnosu na muskarce (231), §to mi nismo dokazali.

6.3. Polimorfizam gena za TNF-a

6.3.1. Polimorfizam gena za TNF-a -308

Smatra se da je genetika POAG jako slozena. Do sada je identifikovano najmanje 33
genskih lokusa povezanih sa patogenezom POAG; 14 lokusa je oznaceno sa GLCIA do

GLCI1N, a samo tri glavna gena je identifikovano na ovim lokusima: miocilin (MIOC),
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optineurin (OPTN) i WD repite domen 36 (WDR36). Mutacije u ovim genima se javljaju
samo kod 10% pacijenata sa POAG. Vise od 20 drugih gena je povezano sa POAG, ali je
vec¢ina proucavana samo u pojedina¢nim studijama, a samo nekoliko njih u viSe razlicitih
studija. Smatra se i da je gen za TNF povezan sa apoptozom. Rezultati ovakvih istrazivanja
su dosta konfliktni, verovatno zbog malog prouc¢avanog uzorka ili etni¢ke razli¢itosti. Tako
je dalje ispitivanje ovih gena pozeljno i potrebno na vecem broju ispitanika i u razli¢itim
populacijama (68—70, 233— 239).

Dokazano je da u krvnim sudovima glave vidnog zivca, kao i u njemu samom, postoji
ushodna regulacija TNF i TNF-RI. Naucnici veruju da TNF doprinosi progresiji degeneracije
vidnog zivca u glaukomu direktnim efektom na aksone RGC i indukcijom NOS-2 (nitric
oxide synthase 2) u astrocitima (240).

Pored toga, dokazano je da glijalne Celije produkuju TNF-a ukoliko se izloZe stresu.
Kao 1 da je moguce zaustaviti apoptozu uz pomoc¢ antitela protiv TNF-a (121).

Ekspresija ovih proteina moZe imati ulogu u progresiji glaukomatozne opticke
neuropatije (226).

Veza izmedu TNF-o i POAG je prvi put otkrivena medu Kineskim stanovni$tvom.
Ucestalost alela A promotora SNP rs1800629 (-308 G—A) bila je veca kod pacijenata sa
POAG nego u kontrolnoj grupi (42,5% nasuprot 21,4%, OR= 2,72; 95% CI; 1,66—4,45).
Takode je u€estalost homozigota AA bila znatno ve¢a kod POAG (133).

Alel A -308 u promotoru TNF utie na vezivanje faktora transkripcije i time raste
transkripcija, Sto moze dodatno da izmeni proizvodnju TNF, imuni odgovor i podloznost
odredenim autoimunim, infektivnim i malignim bolestima. Osim toga, -308 alel A moze da
spreci represore transkripcije. Polimorfizam u promotoru gena za TNF mozZe biti 1 tih 1 ispoljiti
efekat samo kada postoji veza sa HLA alelima. Prisustvo polimorfizma G u A na poziciji -308
TNF promotor gena moze povecati transkripciju Sest do sedam puta (129, 241, 242).

Veza polimorfizma -308 TNF i POAG je potvrdena i medu iranskim stanovnistvom,
ali sa ve¢om frekvencijom alela A na rs1800629 kod pacijenata sa POAG nego u kontrolnih
subjekata (9,3% vs 2,5%; OR= 3,99; 95% CI; 1,71-9,33). Medutim, frekvenca alela A u
zdravoj i bolesnoj iranskoj populaciji bila je mnogo niza od one medu Kinezima. Ispitivanje
medu japanskim stanovniStvom otkriva da ne postoji znaCajna povezanost izmedu tri
promotorna SNP (- 308 G/A, - 857 C/T i - 863 C/A) TNF i POAG, iako postoji pozitivna
interakcija izmedu TNF 1 OPTN (131, 136).
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Studija u populaciji belaca iz juzne Austrije nije pokazala znafajnu povezanost
izmedu dva promotora SNP (- 308 G/A i - 238 G/A) TNF i POAG(135).

Fan i saradnici su pokazali da je frekvencija alela A u kontrolnoj grupi (9,7%) sli¢na
onoj u podacima iz studije HapMap Chinese (3,3%), ali je bila mnogo niza od prve
prijavljene u kineskoj studiji (21,4%). Ucestalost alela G na rs1800629 je bila veca kod
pacijenata sa HTG nego u kontrolnoj grupi (94,6% vs. 90,3%; OR= 1,89; 95% CI; 1,14—
3,13). Ovim ispitivanjem, Fan i saradnici su potvrdili da alel A na rs1800629 ima zaStitnu
ulogu u patogenezi POAG, dok je alel G faktor rizika (137).

Slicne zastitne efekte alela A sre¢emo i u drugim bolestima, i u specificnim etni¢kim
grupama, kao Sto su PEX glaukom u Turaka 1 ishemijski mozdani udar kod Azijata. Ipak,
ostaje nerazjaSnjeno kako to G alel moze da bude faktor rizika i kako on to utie na razvoj
POAG, kad je u studiji lipopolisaharidne stimulacije ¢elija krvne kulture pokazano da je alel
A na 151800629 povezan sa povecanom proizvodnjom TNF. Medutim, istrazivaci u drugoj
studiji nisu mogli da ponove ove efekte alela A na produkciju TNF (243, 244).

Rezultati studije koju je sproveo Razeghinejad i saradnici su pokazali da nasledena
povecana produkcija TNF-o (-308) A alela je mozda faktor rizika za razvoj glaukoma otvo-
renog ugla (131).

Najnovija istrazivanja koja su sproveli Chakraborty i saradnici u 2013. godini (74),
proucavajuc¢i SNP za dva promotora TNF-a (-308 G/A i -238 G/A) i odredujuéi genotip za
570 POAG pacijenata i kontrola, nisu pokazala povezanost TNF polimorfizma i POAG medu
isto¢no Indijskim stanovniStvom (74). Dokazali su da ne postoji statisticki znacajna poveza-
nost niti alela, niti genotipova sa POAG (p>0,05). Nije pronadena znac¢ajna povezanost ¢ak i
nakon podele pacijenata u grupe prema visini intraokularnog pritiska (IOP> 21 mmHg ili
< 21 mmHg) sa tri razli¢ita haplotipa.

Nedavna meta-analiza od 7 razli¢itih izvestaja iz razliCitih populacija nije identifi-
kovala nikakvu asocijaciju SNP -308 G/A sa POAG (245).

Zanimljivo je da pacijenti sa POAG imaju visi nivo TNF-a u o¢noj vodici, ali ostaje
pitanje da li je to uzrok ili epifenomen (139).

Xin i saradnici (246) su uradili meta analizu u 2013. godini svih objavljenih studija
koje su proucavale povezanost polimorfizma TNF-a i POAG. Dosli su do saznanja da ne po-
stoji znacajna povezanost izmedu TNF-a (-308) G/A polimorfizma i rizika za OAG (A na-
spram G: OR= 1,379, 95% CI= 0,877-2,170; AA/AG vs. GG: OR= 1,421, 95% CI =0,907-

2,226). Medutim, kada je uradena analiza po vrstama OAG uocena je znacajna povezanost iz-
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medu TNF-a (-308) G/A polimorfizma i rizika za HTG (A vs. G: OR= 1,660, 95% ClI=
1,033-2,667; AA/AG vs. GG: OR= 1,713, 95% Cl= 1,10-2,651), ali ta povezanost nije na-
dena kod NTG (A vs. G: OR= 1,005, 95% CI= 0,321-3,140; AA/AG vs. GG: OR= 1,005,
95% CI= 0,319-3,165) ili PEXG (A vs. G: OR= 1,181, 95% CI= 0,373-3,732; AA/AG vs.
GG: OR= 1,130, 95 % CI= 0,346-3,689). Osim toga, analiza pojedina¢nih etnickih grupa
pokazala je da znacajna povezanost postoji kod Azijata (Avs. G: OR= 1,947, 95% CI=
1,097-3,456; AA/AG protiv GG: OR= 1,949, 95% ClI= 1,140-3,332).

Sakupljeni rezultati o udruzenosti polimofrizma TNF-a (-238 G/A, -863 C/A, i -857
C/T) 1 rizika za OAG su pokazali da nijedan od ovih genskih polimorfizama nije znac¢ajno
povezan sa rizicima za OAG (za -857 C/T, T vs. C, OR= 1,055, 95% CIl= 0,931-1,216; TT/CT
vs. CC, OR = 0,984, 95% CIl= 0,794-1,219, za -863 C/A, A vs. C, OR= 0,928, 95% ClI =
0,636-1,353; AA/AC vs. CC, OR= 0,871, 95% CI= 0,618-1,227, za -238 G/A, OR= 1,088,
95% CIl= 0,691-1,941; AA/AG vs. GG, OR= 1,076, 95% CI= 0,681-1,701). Takode je
naglaSeno da nije sprovedena analiza po grupama u zavisnosti od tipa OAG ili etnicke
pripadnosti zbog ogranicenosti raspolozivih studija (132, 137, 246).

Nase istrazivanje je pokazalo da je zastupljenost genotipa GG na genu -308 za TNF-a
statisti¢ki znacajno veca kod POAG- HTG ispitanika (81,69%) u odnosu na kontrolnu grupu
potpuno zdravih subjekata (68,90%) (p<0,05). Odnosno da je zastupljenost genotipova koji
imaju A alele (GA 1 AA) statisticki veca u kontrolnoj grupi (31,10%) u odnosu na grupu
POAG- HTG (18,31%) (p<0,05). Moramo naglasiti da je ovo prvo ovakvo ispitivanje medu
srpskim stanovniStvom, jer mnoga genska ispitivanja pokazuju etni¢ke razlicitosti. Ovi
rezultati su u suprotnosti sa rezultatima istrazivanja sprovedenim medu kineskim (133) i
iranskim stanovnistvom (131). Ali su potpuno u skladu sa istrazivanjima sprovedenim u
Japanu (136) i u juznoj Austriji (135), kao i medu indijskim stanovnistvom (74) i rezultatima
meta-analize sedam razli¢itih istrazivanja (245) gde nije utvrdena nikakva povezanost izmedu
SNP -308 G/A za TNF-a i POAG.

Ovim istrazivanjem smo pokazali da nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti
alela G 1 A izmedu studijske i kontrolne grupe, mada je A alel u kontrolnoj grupi (15,85%)
gotovo statisticki zastupljeniji u odnosu na POAG- HTG grupu (9,15%) (p=0,0536). Nasi
rezultati se slazu sa rezultatima meta-analize iz 2013. godine, gde su Xin i saradnici (246)
utvrdili da ne postoji znac¢ajna povezanost izmedu TNF-o (-308) G/A polimorfizma i rizika za
OAG, ali su suprotni od njihovog zakljucka da postoji znacajna povezanost izmedu TNF-a (-

308) G/A polimorfizma i rizika za HTG. Mozda je to zato §to je analiza pojedinacnih etni¢kih
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grupa pokazala da znacajna povezanost postoji kod Azijata, a ve¢i broj ovih studija je raden
medu japanskim, kineskim i azijatskim stanovni$tvom. Koliko je nama poznato, ovakvo
istrazivanje je sprovedeno samo u juznom delu Austrije, tj. medu pripadnicima bele rase.

Istrazivanje koje smo sproveli pokazalo je da je vidna ostrina pacijenata kod oba tipa
glaukoma, i POAG- HTG i PEXG, veéa u slu¢aju GG genotipa u odnosu na GA genotip, ali je
Mann-Whitney testom utvrdeno da je statisticki znacajno veca samo kod PEXG (p<0,05). IOP
je takode kod oba tipa glaukoma veci u slu¢aju GG genotipa, ali Mann-Whitney testom nisu
utvrdene statisti¢ki znacajne razlike.

Kod ispitanika obolelin od glaukoma Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u serumskoj koncentraciji TNF-o izmedu genotipova u okviru POAG- HTG i
PEXG. Kod PEXG je evidentno veca vrednost koncentracije TNF-a, kod GA u odnosu na GG
genotip, ali nema statisticki znacajne razlike.

Univarijantna linearna regresiona analiza podataka dobijenih naSim istrazivanjem nije
utvrdila nijedan genotip (GG, GA, AA) za polimorfizam gena TNF-a (-308) koji statisticki
znacajno utice na vrednosti ispitivanih parametara (vidna ostrina, IOP, C/D, MD, RNFL Avg,
RNFL Sup, RNFL Inf) kod ispitanika obolelih od POAG- HTG.

6.3.2. Polimorfizam gena za TNF-a -863

Wang i saradnici (73) su objavili da je genotip -863 TNF-a AA redi kod pacijenata sa
POAG nego u kontroli (7% u odnosu na 11%; p= 0,037). Frekvencija TNF-a (-863) A alela
bila je znaajno smanjena u POAG grupi (22% vs. 30%, p= 0,007), tako da je bilo znatno
manje nosilaca A alela (AA ili CA) na TNF-a (-863) kod pacijenata sa POAG nego medu
kontrolama (37% vs. 48%, p= 0,017). Nihovi rezultati ukazuju da TNF-a (-863) A alelni poli-
morfizam moze biti zastitni faktor u razvoju POAG. Naslede TNF-a (-863) C alela je povezano
sa poviSenim rizikom za razvoj Alchajmerove bolesti. Postoje dokazi da citokin TNF-a moze
pozitivno delovati na razvoj f-amiloidnih depozita u Alchajmerovoj bolesti. McKinnon i sa-
radnici su dokazali da postoje naslage f-amiloida u retinalnim ganglijskim ¢elijama pacova sa
indukovanim glaukomom. Smrt RGC kod glaukoma uz pojavu nagomilavanja p-amiloida moze
da ukaze na slican molekularni mehanizam kao kod Alchajmerove bolesti i moguénost po-
klapanja degenerativnih desavanja kod glaukoma i Alchajmerove bolesti (73, 141-144).

Wang i saradnici (73) su pokazali da je TNF-a (-863) A alel povezan sa zastithom
ulogom kod POAG u kineskoj populaciji. Genotip i frekvenciji A alela u kontrolnoj kineskoj

populaciji se razlikuje od one posmatrane u japanskim populacijama (73, 136). Frekvencija
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TNF-a (-863) A alela bila je niza u japanskoj populaciji u poredenju sa onom u kineskoj (13
% vs. 29%, p< 0,05). U japanskoj studiji frekvencija AA genotipa bila je mala, oko 0,5%.
Nasuprot tome, frekvencija AA genotipa u kineskoj populaciji bila je jako visoka, ¢ak visa od
10%. Ovi nalazi ukazuju da kineski i japanski narod imaju drugaciju genetsku osnovu i da
ovaj fenomen kontraverznih rezultata moze biti posledica etnickih razlika.

Funayama i saradnici (136) su takode primetili interakciju izmedu TNF-a (-863) A/C
polimorfizma i polimorfizma OPTN (603) A/T (Met98Lis) (136). Na kraju, utvrdeno je da
TNF-a indukuje ekspresiju OPTN kroz NFk-B (247).

Neke studije su pokazale da je polimorfizam u promotor regionu gena za TNF-a u
poloZzaju -863 odgovoran za transkripcionu regulaciju proizvodnje proteina TNF-a (248).

Takode je saopsteno da je TNF-a (-863) A alel povezan sa 31 % nizom transkripcionom
aktivnosti gena i sa smanjenim koncentracijama cirkuliSuceg proteina TNF-a (249, 250).

U studiji koju su sproveli Wang i saradnici nije pronadena veza izmedu frekvence
TNF-a (-863) alela i visine 10P, kao i stepena oStecenja u POAG (73).

NasSe istrazivanje je pokazalo da je CC genotip bio zastupljeniji kod pacijenata obo-
lelih od POAG- HTG (70,42%), statisticki zastupljeniji u odnosu na kontrolnu grupu zdravih
subjekata (54,63%) (p<0,05), a u odnosu na PEXG (50,00%) bio je veoma blizu granice
statisticke znacajnosti (p=0,0556). Zastupljenost genotipa CA statistic¢ki je znacajno veca kod
PEXG (46,43%), kao i u kontrolnoj grupi (39,81%) u odnosu na POAG- HTG (23,94%)
(p<0,05). Zastupljenost genotipova koji sadrze alel A u kontrolnoj grupi (45,37%) bila je sta-
tisticki znacajno veéa no u POAG- HTG grupi (29,58%), dok je zastupljenost A alela u
PEXG (50,00%) bila veca u odnosu na zastupljenost u POAG- HTG grupi, ali samo blizu ni-
Vou statisticke znacajnosti (p=0,0568). Ovi rezultati su u potpunosti u skladu sa rezultatima
istrazivanja koje su sproveli Wang i saradnici (73) medu kineskim stanovniStvom, i ukazuju
da A alelelni polimorfizam moze imati zastitnu ulogu u patogenezi primarnog glaukoma
otvorenog ugla.

Sprovedeno istrazivanje nam je otkrilo da nema statisticki znacajne razlike u za-
stupljenosti alela izmedu ispitivanih grupa, iako je procentualno gledano najveca zastuplje-
nost A alela bila u PEXG (26,79%), a vrlo sli¢na u kontrolnoj grupi (25,46), dok je A alel bio
najmanje zastupljen kod ispitanika obolelih od POAG- HTG (17,61%). Ista distribucija
frekvencije A alela prijavljena je medu stanovnicima Kine i Japana (73,136), s tim §to je nasa
kontrolna grupa imala nizu frekvencu alela A nego kineska, a u japanskoj populaciji je pri-

javljena jos niza frekvencija nego u nasoj studiji.
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Vidna ostrina pacijenata obolelih od POAG- HTG i ispitanika sa starackom kataraktom
bila je ve¢a u CC i CA genotipovima, ali ne i statisticki znacajno u odnosu na AA genotip.
Generalno, ni kod POAG- HTG, ni kod PEXG, ni senilne katarakte nema statisticki znacajnih
razlika vrednosti vidne ostrine izmedu razli¢itih genotipova na genu -863 za TNF-o..

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna zavisnost vrednosti IOP od genotipa
na genu -863 za TNF- a (p<0,05). Poredenjem vrednosti ovog parametra izmedu grupa ponaosob,
Mann-Whitney testom, kod ispitanika sa POAG- HTG utvrdeno je da je vrednost IOP ispitanika
sa CA genotipom statistiCki znacajno manja u odnosu na vrednost kod ostala dva genotipa
ponaosob (p<0,05). Dok Wang i saradnici nisu pronasli vezu izmedu frekvence TNF-a (-863)
alela i visine 10P, kao i stepena ostecenja u POAG (73).

Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisti¢ki znac¢ajne razlike u serumskoj koncentraciji
TNF-a izmedu genotipova u okviru POAG- HTG i PEXG, kao i senilne katarakte, iako je
evidentno da su vrednosti serumske koncentracije TNF-a bile najmanje kod CC genotipa, a
najvece kod AA genotipa, dok je kod senilne katarakte situacija suprotna. Tako da opet mozemo
zakljuciti da A alelelni polimorfizam ima zastitnu ulogu u patogenezi POAG.

Univarijantna linearna regresiona analiza rezultata naSeg istraZivanja nije utvrdila ni-
jedan genotip (CC, CA, AA) za polimorfizam -863 gena za TNF-a koji statisticki znacajno
utiCe na vrednosti ispitivanih parametara (vidna os$trina, IOP, C/D, MD, RNFL Avg, RNFL
Sup, RNFL Inf) kod ispitanika obolelih od POAG- HTG. Blizu granice statisticke zna¢ajnosti je

uticaj AA genotipa koji smanjuje vrednosti MD za 7,22, odnosno vrednosti C/D za 0,14.

6.4. HSP 70

Proteini toplotnog Soka (HSP) su sve prisutni 1 evolutivno konzervirani molekuli, §to
ukazuje na njihov funkcionalni znacaj. Oni se obi¢no smatraju intracelularnim proteinima, sa
ulogom “nadzornika” i citoprotektivnom funkcijom (251).

HSP 70 ima bitnu ulogu u metabolizmu proteina, kako u stresnim, tako i u normalnim
uslovima, pomaze u sklapanju novostvorenih proteina, translokaciji i degradaciji ostec¢enih
proteina, ucestvuje U regulatornim procesima. Smatra se neuroprotektorom zbog svoje
ekspresije koja je indukovana u neuronima izlozenim raznovrsnim Stetnim stresnim uslovima,
ukljucujuci ishemiju i ekscitotoksi¢nosti. Osim toga, HSP su veoma antigenski, i posledica
imunog odgovora na ove proteine moze imati zastitni ili patogeni efekat. Nedavne studije su

dokaze da HSP ili anti-HSP antitela mogu biti patogenetski znacajna u glaukomatoznoj ne-
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urodegeneraciji. Produkcija HSP je ushodno regulisana u RGC glaukomnih pacijenata. Koli-
¢ina HSP, kao i HSP 70, je pove¢ana u majmuna sa eksperimentalnim glaukom, a HSP 72 je
povec¢an u RGC u glaukomnom modelu pacova. Indukovana ekspresija HSP 72 poboljsava
opstanak RGC pri Stetnim uslovima i smanjuje glaukomna ostec¢enja u modelu pacova, §to
sugeriSe da HSP 72 ima zaStitni efekat na RGC. Medutim, poviSene serumske vrednosti
antitela na HSP, detektovane kod glaukomnih patijenata, mogu aktivirati smrt nervnih ¢éelija
preko apoptoze. U pocetku, povecana ekspresija HSP u glaukomnom oku moze biti heuropro-
tektivna, da §titi od dalje degeneracije, olakSava popravke i inhibira apoptozu. Nakon toga,
HSP mogu delovati kao imunostimulatorni signal, $to dovodi do sloma imunske tolerancije i
Smanjenja zastitne sposobnosti samih HSP. Na kraju, HSP mogu doprineti kasnoj progresiji
bolesti umanjujuéi antiapoptotske mehanizme i aktivno olakSavajuéi apoptozu. Tako, glauko-
matozna opti¢ka neuropatija moze biti posledica aberantne autoimunosti (252).

Ekspresija HSP odreduje sudbinu ¢elije, smanjena ekspresivnost vodi neefikasnom
odgovoru na stres, a povecana ekspresija aktivira imunodestrukciju, u oba slucaja ishod je isti
— smrt ¢elije, ali preko dva mehanizma: prvi je preko oksidativnih slobodnih radikala, a drugi
preko citokina. To su pokazali Tezel i saradnici (172); HSP mogu buti znacajni pojacivaci i
citoprotektivne i neurodegenerativne funkcije imunog sistema u RGC i glialnim ¢elijama (172).

Proteini toplotnog Soka 70 (HSP 70) su prisutni u perifernoj cirkulaciji zdravih osoba
(Pocklei i sar. 1998.). Nivo cirkuliSu¢ih HSP 70 je poviSen u vaskularnim oboljenjima bubrega
i periferije (\Vright i sar. 2000.), za vreme i posle vezbanja (Vols i sar. 2001.; Fehrenbach i sar.
2005.), u bolesti srpastih ¢elija, narocito tokom vazo-okluzivne krize (Adevoie i sar. 2005.), u
pacijenata sa akutnim infekcijama (Njemini i sar. 2003.), u bolesnika sa rakom prostate (Abe i
sar. 2004.) ili hroni¢cnom sréanom insuficijencijom (Genth-Zotz i sar. 2004), kod dece sa
septicnim Sokom (Vheeler i sar. 2005.), nakon hirurskih procedura (Kimura i sar. 2004.), kao i
nakon infarkta miokarda (Dibdahl i sar. 2005.) i aortokoronarnog bajpasa (Dibdahl i sar. 2002.)
(253). Objavljeno je da je serumski nivo HSP 70 znatno nizi u zdravih trudnih Zena nego kod
onih koje nisu trudne (254). Porast koncentracije HSP 70 u cirkulaciji se javlja u preeklampsiji
(254). Molvarec i sar. (254) su nasli da su serumske vrednosti HSP 70 bile 0,2 ng/ml (0,03—
0,59) kod trudnica i 0,58 ng/ml (0,15-3,14) kod trudnica sa pre-eklampsijom.

Sahebari i saradnici (255) su odredili da su serumske koncentracije HSP 70 u paci-
jenata sa Behcet-ovim uveitisom (3,52 + 3,52 ng/ml) bile znatno viSe nego kod pacijenata sa
idiopatskim uveitisom (2,37+ 3,30ng/ml; P= 0.028, t= 2.31). Dok nije postojala statisticki
signifikantna razlika u koncetraciji anti- HSP antitela (255).

Komparativna analiza genske varijabilnosti i nivoa cirkuliSucih faktora
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Prethodno prijavljenih podaci ukazuju da su HSP ukljuceni u patogenezu neuropatije,
izazvane povecanim IOP kod glaukoma. Uces¢e HSP u razvoju glaukoma moze biti pove-
zano sa njihovom neuroprotektivnom funkcijom ili sa napredovanjem bolesti zbog aktiviranja
autoimunog odgovora (65, 172, 201).

Anti- HSP antitela su identifikovana u serumu pacijenata sa glaukomom u nekoliko
studija, a imunizacija HSP 60 dovodi do smrti RGC u zivotinjskom modelu eksperimentalnog
autoimunog glaukoma (256).

Tezel i saradnici su, uz pomo¢ elisa testa, odredili da su titri antitela, ukljuc¢uju¢i HSP
27, alpha B-kristalin, humanu familiju HSP 60 i bakterijsku familiju HSP 60, bili visi kod pa-
cijenata sa glaukomom u poredenju sa kontrolnim subjektima, u obe grupe pacijenata: ja-
panskoj i americkoj. Medutim, nije bilo veze izmedu serumskog titra antitela i strukturnih
promena glave vidnog zivca ni u jednoj grupi. Ovi rezultati ukazuju da se povecanje anti-
HSP antitela ne javlja kao epifenomen glaukomatozne neurodegeneracije jer ne postoji za-
visnost titra i klini¢kog stadijuma bolesti (257).

Nedavno je otkriveno da se HSP 72 moze naci u ekstracelularnim kompartmanima i
da se ovaj vancelijski HSP 72 ponasa kao citokin koji indukuje inflamaciju i moduliSe urode-
ni imuni odgovor. Dvostruka uloga HSP 72 kao molekularnog nadzornika i citokina, ukazuju
na to da fino podeSavanje njegove ekspresije moze biti potencijalni put za novi terapijski
pristup za glaukom i druge neurodegenerativne bolesti (258).

Proucavajué¢i G/C polimorfizam u polozaju 190, koji se nalazi u 5'UTR regionu HSP
70-1 gena, koji je odgovoran region za efikasnost transkripcije, regulacije i stabilnost mMRNK,
He i saradnici (259) su pokazali da varijante C alela, u 190 G/C HSP 70-1 polimorfizmu,
uzrokuju smanjenu aktivnost promotora i nizi nivo HSP 70 proteina, u poredenju sa G ale-
lom. Ova studija podrzava hipotezu koja glaukomatoznu neuropatiju povezuje sa smanjenom
neuroprotektivnom funkcijom HSP.

Jedno istrazivanje u Pakistanu je pokazalo znac¢ajnu populacionu povezanost 190 G/C
polimorfizma na genu za HSP 70-1 i primarnog glaukoma zatvorenog ugla, ali ne povezanost
sa POAG (260). Shi i saradnici (261) su takode zakljucili da 190 G/C polimorfizam u HSP
70-1 genu uti¢e na razvoj glaukoma. Medutim, Tosaka i saradnici (252) nisu nasli nikakvu
asocijaciju izmedu glaukoma i 190 G/C polimorfizma medu japanskim stanovni$tvom, kao
Sto 1 studija Nowak i saradnika u Poljskoj nije otkrila vezu izmedu ovog polimorfizma i
POAG (171).

Medutim, druga polimorfna varijanta, -110 A/C na HSP 70-1 genu je povezana sa
rizikom za pojavu OAG, naroc¢ito POAG (AA nasuprot AC+CC, p= 0,007), $to je potvrdeno
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u Japanu. Ovaj genski polimorfizam uti¢e na povecanu ekspresiju HSP 70, §to ide u prilog
hipotezi da je neuropatija povezana sa autoimunitetom (252, 262). Stavise, -110 A alel moze
biti povezan sa viSom transkripcionom aktivnoS¢u nego -110 C alel, $to ukazuje na pove-
zanost neuropatije i autoimunosti (260, 263).

U istrazivanju koje su sproveli Lichtenaur i saradnici navodi se da je serumska
koncentracija HSP 70 u zdravih ispitanika bila 49+22 pg/mL (264). Drugo istrazivanje je po-
kazalo da je HSP 70 bio detektabilan samo u 77% analiziranih uzoraka i da se serumska
koncentracija ovog proteina smanjuje sa godinama (400 ng/ml < 40 godina; 20 ng/ml > ili
=90 godina), dok koncentracije anti-HSP 70 antitela imaju tendenciju rasta sa godinama sta-
rosti, ali bez medusobne zavisnosti. Ovi nalazi ukazuju da se sa staros¢i smanjuje potencijal
odgovora na stres (265).

NaSe istrazivanje je pokazalo da su serumske vrednosti HSP 70 bile veoma sli¢ne u
sve tri grupe ispitanika (POAG- HTG 2,27+1,70 ng/ml, PEXG 2,14+0,96 ng/ml, katarakta
2,20£1,32 ng/ml), pa ni Kruskal-Wallis, ni Mann-Whitney testom, nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu ispitivanih pacijenata. Tako mozemo zakljuciti da kod POAG- HTG
ne dolazi do serumskog povecanja koncentracije HSP 70, §to ne iskljucuje povecanje ovog
proteina u o¢noj vodici.

Kod pacijenata obolelih od POAG- HTG statisticki je znacajna negativna korelacija
serumske koncentracije HSP 70 i RNFL Sup (p<0,05), a veoma blizu statisticke znacajnosti
su negativne korelacije HSP 70 sa MD (p=0,0538) i sa RNFL Inf (p=0,0584).

U nasem daljem radu smo Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivali
povezanost serumske koncentracije TNF-a 1 HSP 70, koncentracije Fas i FasL u o¢noj vodici
ispitanika i utvrdili da postoji statisti¢ki znac¢ajna negativna korelacija serumske koncentracije
TNF-a sa serumskom koncentracijom HSP 70 kod ispitanika sa senilnom kataraktom (p<0,01).

Univarijantna linearna regresiona analiza je kao jedini faktor koji statisti¢ki znacajno
uti¢e na MD vidnog polja pacijenata sa POAG- HTG potvrdila HSP 70. Pove¢anje HSP 70 za
jednu mernu jedinicu uzrokuje kod pacijenata sa POAG- HTG znacajan pad vrednosti MD za
1,37 uz interval poverenja 0,01-2,73.

Takode, univarijantna linearna regresiona analiza je kao jedini faktor koji statisticki
znacajno uti¢e na RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf kod pacijenata sa POAG- HTG potvr-
dila HSP 70. Povec¢anje HSP 70 za jednu mernu jedinicu kod pacijenata sa POAG- HTG
uzrokuje znacéajan pad vrednosti RNFL Avg za 4,78 uz interval poverenja 0,11-9,45. Pove-

¢anje HSP 70 za jednu mernu jedinicu uzrokuje kod pacijenata sa POAG- HTG znacajan pad
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vrednosti RNFL Sup od 5,74 uz interval poverenja 0,29—-11,20. Porast nivoa serumskog HSP
70 za jednu mernu jedinicu kod pacijenata sa POAG- HTG uzrokuje znacajan pad vrednosti
RNFL Inf od 7,62 uz interval poverenja 0,89-14,36.

Nase istrazivanje je tako pokazalo da serumska koncentracija HSP 70 moze biti mera
razvoja i progresije glaukomne neuropatije u POAG- HTG. Takode, HSP 70 moze biti zna-

¢ajan biomarker glaukomne bolesti.

6.5. Fasi Fas ligand

Razni pro-apoptoti¢ni stimulansi dovode do pokretanja biohemijskih procesa i aktivi-
raju veliku familiju proteaza, tzv. kaspaze, koje su glavni egzekutori apoptoze. Aktivacija
kaspaza se uglavnom deSava putem dva mehanizma: spoljasnji put je iniciran vezivanjem
odredenih proteina (faktor nekroze tumora, TNF-a, Fas ligand, FasL) za njihove specificne
receptore, dok se unutra$nji put inicira oslobadanje citohroma-c iz intermembranskog pro-
stora mitohondrija. Spoljasnji 1 unutras$nji put aktivacije kaspaza su podjednako umesani u
glaukomatozno oStecenje i apoptozu RGC, uklju¢uvanjem TNF-a, FasL, interleukina-1a (IL-
la), interleukina-1p (IL-1p), interleukina-6 (IL-6), kao i u smanjenje celularnosti trabeku-
luma u glaukomatoznom oku (266).

Razeghinejad i saradnici (99) su proucavali koncetraciju Fas i FasL u o¢noj vodici pa-
cijenata sa POAG i objavili sledeée rezultate: srednja vrednost sFas u o¢noj vodici POAG bole-
snika (5,17 + 25,6 pg / ml) bila je znatno niZa nego kod pacijenata sa PEXG (30 £49,78 pg/ml) i
kataraktom (28,7 + 48,93 pg / ml) (p = 0,002; odnosno p = 0,004). Nije bilo znacajne razlike
u koncentraciji sFas iz o¢ne vodice PEXG 1 grupe sa kataraktom (p = 0,72). Srednja koncen-
tracija sFasL u o¢noj vodici POAG grupe (9,02 + 32,54 pg / ml) nije pokazala znacajniju ra-
zliku sa PEXG (0,99 + 1,9 pg / ml) i kataraktom (2,9 £ 12,54 pg / ml) (p = 0,44, odnosno p =
0,6). Takode, nisu pronasli korelaciju izmedu nivoa sFas i vertikalnog C/D odnosa kod
POAG 1 PEXG (p= 0,52 1 p = 0,65), kao 1 izmedu koncentracije sFasL 1 vertikalne eskavacije
u POAG i PEXG (p = 0,58 i p = 0,64). Medutim, ova studija nije pruzila nikakve dokaze o
ulozi sFasL u patogenezi POAG, jer su rezultati pokazali da ne postoji statisticki znacajna ra-
zlika u nivoima sFasL u o¢noj vodici pacijenata sa POAG, PEXG i grupe sa kataraktom. Ni-
vo sFas u POAG koji je bio znatno nizi od onog u kontrolnoj grupi tumacili su vezivanjem
FasL za Fas i viSom stopom apoptoze ¢elija trabekuluma, $to kona¢no vodi poveéanju otpora
oticanja o¢ne vodice (99).

Komparativna analiza genske varijabilnosti i nivoa cirkuliSucih faktora
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Suprotno ovim rezultatima, Borkenstein i saradnici (266) objavljuju da su nivoi cito-
kina (TNF-a, IL- 1a i FasL) bili ispod granice detekcije, u istrazivanju sprovedenom “multi-
plex bead” analizom uzoraka oc¢ne vodice 25 pacijenata sa POAG 1 29 pacijenata sa kata-
raktom, sto tumace izborom razli¢itih metoda (266).

Sotozono i saradnici (202) su proucavali koncentraciju sFasL u o¢noj vodici i stakla-
stom telu pacijenata sa uveitisom (n=17) i pacijenata bez uveitisa (n=12, senilna katarakta).
Nijedan uzorak o¢ne vodice pacijenata bez uveitisa nije sadrzao detektabilne nivoe sFasL.
Koncentracija sFasL u HA pacijenata sa uveitisom bila je 367,0 + 154,7 pg/ml. Kod nijednog
od ispitivanih pacijenata nije pronaden merljivi nivo sFasL u serumu. Sli¢no tome, nijedan
uzorak staklastog tela pacijenata bez uveitisa nije sadrzao detektabilne nivoe sFasL , dok je
koncentracija sFasL u staklastom telu pacijenata sa uveitisom bila 1132,2 + 281,7 pg/ml. S
obzirom da sFas nije detektovan u serumu, a bio je signifikantno povisen samo kod paci-
jenata sa uveitisom, kako u o¢noj vodici, tako i u staklastom telu, zakljucili su da se sFasL lo-
kalno proizvodi u o¢ima tokom uveitisa, a moguci Celijski izvori su endotel roznjace, duZica,
cilijarno telo, retina (202).

S. Mitrovi¢ i saradnici (267) su proucavali nivo sFasL u o¢noj vodici 61 pacijenta sa
kataraktom, i to 32 sa senilnom kataraktom i 29 sa katarktom i diabetes mellitus-om. Dosli su
do rezultata da je nivo sFasL niZi kod pacijenata sa DM u odnosu na kontrole (p= 0,48). Iako
se smatra da je razvoj katarakte povezan sa apoptozom epitelijalnih ¢elija sociva i da pacijenti
sa dijabetesnom kataraktom i proliferativnom DR imaju vise apoptotskih ¢elija i veci nivo
Fas mRNK u epitelijumu sociva nego kontrole bez dijabetesa, i da je nedavno pokazano da
ekspresija Bak, drugog proapoptoticnog molekula, u epitelijalnim ¢éelijama sociva raste sa
duzinom trajanja dijabetesa, Oni su pronasli nize nivoe rastvorljivog FasL. u HA pacijenata sa
dijabetesom, $to ukazuje u ovom slu¢aju na smanjen nivo apoptoze (267—269).

U studiji koju su sproveli Reinhard i saradnici pokazano je da je koncentracija sFasL
bila nedektabilna u HA kontrolne grupe sa senilnom kataraktom (n=3 pacijenata), dok je
maksimalna koncentracija od 95 pg/ml pronadena kod pacijenata sa endotelijalnom reakcijom
nakon penetrantne keratoplastike (270).

Sugita i saradnici (199) su prikupljali uzorke HA (100-200 uL) pacijenata sa se-
nilnom kataraktom (n= 20) i pacijenata sa razli¢itim tipovima uveitisa (n=17). Medu paci-
jentima u kontrolnoj grupi, od njih 20 sa senilnom kataraktom bez okularnog zapaljenja, 11
pacijenata je imalo detektabilne nivoe sFasL u uzorku HA (223 — 1343 pg/ml). Srednja kon-
centracija sFasL u o€noj vodici pacijenata sa kataraktom bila je 273 pg/ml (SD 341). Kod Sest
od 17 pacijenata sa uveitisom detektovan je sFasL, njegova srednja vrednost u o¢noj vodici
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bila je 132 pg/ml (SD 202). Nije bilo statisticki znacajne razlike u nivoima sFasL. u HA
izmedu dve grupe. Solubilni Fas u o¢noj vodici vecine ne-uveiti¢nih pacijenata bio je ispod
nivoa detekcije, dok su svi pacijenti sa uveitisom imali visoke koncentracije sFas u HA.
Srednja vrednost sFas za ne-uveiti¢ne pacijente bila je 67 pg/ml (SD 129), a za uveiti¢ne
1132 pg/ml (SD 881). Izmedu grupa postojala je statisticki znacajna razlika (p <0,0005).
Serumski nivo sFasL kod zdravih pacijenata bio je nemerljiv, ili jako nizak. Nasuprot tome,
sFas je bio znatno visi u obe grupe. Ova studija je pokazala znacajne nivoe sFasL u HA pa-
cijenata sa senilnom katarakte i bez okularnog zapaljenja. Ovo ukazuje da HA u normalnom
stanju sadrzi znacajne koli¢ine sFasL (199).

Ova diskrepanca medu studijama moZe biti uzrokovana razli¢itim uslovima punkcije 1
uzorkovanja o¢ne vodice iz prednje o¢ne komore, kao i upotrebom razli¢itih eliza testova. Na
koli¢inu sFasL koji se detektuje u HA moze uticati kontakt Sprica sa okularnim strukturama,
kontaminacija krvlju iz limbalnih krvnih sudova, suzni film sa sopstvenom koncentracijom
sFasL. U naSem istrazivanju, sve o¢i su pre pocetka hirurSke intervencije isprane rastvorom
povidon jodida, tako da nije bilo moguc¢nosti za kontaminaciju ili prisustva suza. U ovoj studiji,
strogo se vodilo racuna da se izbegne kontakt igle i duzice. Uzorci kontaminirani krvlju nisu
obradivani. Izvlaceno je samo 100-150 pul o¢ne vodice, a odredena kolicina je uvek ostavljana u
prednju o¢nu komoru, dok su Sugita i saradnici izvla¢ili kritiénu koli¢inu HA od 0,2 ml.

Istrazivanje koje smo sproveli pokazalo je da je vrednost Fas u o¢noj vodici bila najveca
kod o¢iju sa PEXG (720,14+£167,39 pg/ml), niza kod pacijenata obolelih od POAG- HTG
(713,43+162,69 pg/ml). Ipak, treba naglasiti da je statisticka razlika izmedu POAG- HTG i paci-
jenata sa senilnom kataraktom (632,46+217,11 pg/ml) na granici statisticke znacajnosti
(p=0,0505), a izmedu PEXG 1 grupe ispitanika sa kataraktom takode bliska statisticki znac¢ajnoj
razlici (p=0,0657), sto nije potpuno u skladu sa rezultatima koje su dobili Razeghinejad i sa-
radnici (99), kao ni sa rezultatima Sugita i saradnika (199). Mi nismo utvrdili statisticki zna-
¢ajne razlike koncentracije Fas u o¢noj vodici izmedu ispitivanih grupa, ni Kruskal-Wallis, ni
Mann-Whitney testom.

Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost koncentracije
Fas u o¢noj vodici ispitanika i vidne o$trine, intraokularnog pritiska, MD, PSD, CPSD, RNFL
Avg, RNFL Sup i RNFL Inf istog pacijenta i dosli smo do rezultata da je kod pacijenata obo-
lelih od POAG- HTG statisti¢ki znacajna negativna korelacija koncentracije Fas u o¢noj vodici

i RNFL Inf (p<0,05).
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Sprovedeno istrazivanje je pokazalo da solubilni Fas u o¢noj vodici glaukomnih
pacijenata ima ulogu u patogenezi primarnog glaukoma otvorenog ugla i u vezi je sa pro-
gresijom glaukomnog oStecenja, tj. istanjenjem RNFL u inferiornom kvadrantu.

NaSe istrazivanje je pokazalo da je koncentracija solubilnog FasL. u o¢noj vodici bila
najniza kod pacijenata obolelih od POAG- HTG (9,28+0,551 pg/ml), gotovo statisticki znacajno
manja u odnosu na koncentraciju FasL kod pacijenata obolelih od PEXG (9,45+0,61 pg/ml)
(p=0,0566). Ni Kruskal-Wallis, ni Mann-Whitney testom nisu utvrdene statisti¢ki zna¢ajne razlike
u koncetraciji FasL iz o¢ne vodice o€iju obolelih od razli¢itih tipova glaukoma i o€iju sa sta-
raCkom kataraktom (9,48+9,46 pg/mL).

Spearmanovim koeficijentom linearne korelacije ispitivana je povezanost koncentracije
FasL u o¢noj vodici ispitanika i vidne ostrine, IOP, MD, PSD, CPSD, RNFL Avg, RNFL Sup i
RNFL Inf istog pacijenta. IstraZivanjem smo potvrdili da u grupi pacijenata obolelih od POAG-
HTG statisticki znacajna je negativna korelacija FasL sa MD (p<0,05), a blizu statisticki zna-
Cajne je negativna korelacija sa RNFL Avg (p=0,0594). U grupi pacijenata obolelih od PEXG
statisticki je veoma znacajna negativna korelacija sa RNFL Sup (p<0,05).

Nase istrazivanje je definisalo solubilni FasL kao znacajan biomarker u patogenezi
glaukomnog ostecenja, ali smo dosli i do rezultata koji definiSu sFasL kao pomoénu mernu
jedinicu za funkcionalna (MD) i strukturalna (RNFL Avg) glaukomatozna oStecenja.

Univarijantna linearna regresiona analiza je kao jedini faktor koji statisticki znacajno
uti¢e na RNFL Sup kod pacijenata sa PEXG potvrdila FasL. Porast FasL u grupi pacijenata sa
PEXG za mernu jedinicu dovodi do pada RNFL Sup za 48,47 uz interval poverenja 0,55-96,39.
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7.

ZAKLJUCAK
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1. Koncentracija TNF-o u serumu statisticki je znatno viSa kod pacijenata obolelih

od glaukoma u odnosu na ispitanike sa starackom kataraktom.

Najvisa serumska koncentracija TNF-a bila je kod pacijenata obolelih od PEXG,
niza kod obolelih od POAG- HTG, a najniza kod ispitanika sa senilnom kataraktom.
Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija koncetracije TNF-a u serumu ni sa
jednim ispitivanim klini¢kim parametrom koji odreduje stepen razvoja i oStecenja

u glaukomu.

Zastupljenost genotipa GG na genu -308 za TNF-a statisticki je znacajno veéa kod
ispitanika obolelih od POAG- HTG u odnosu na grupu zdravih subjekata.

Ne postoji znacajna povezanost TNF-a (-308) G/A polimorfizma sa rizikom za
nastanak POAG- HTG, kao i klini¢kih parametara za dijagnozu POAG- HTG.
Nijedan genotip (GG, GA, AA) gena -308 TNF-a ne utice statisti¢ki znacajno na
vrednosti ispitivanih klinickih parametara kod pacijenata obolelih od POAG- HTG.
Vidna ostrina i IOP pacijenata obolelih od glaukoma veci su u slu¢aju GG genotipa
u odnosu na GA genotip.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u serumskoj koncentraciji TNF-o izmedu
genotipova u okviru POAG- HTG i PEXG.

Koncentracije TNF-a je veca kod GA u odnosu na GG genotip kod PEXG.

Genotip CC za TNF-a (-863) je zastupljeniji kod pacijenata obolelih od POAG-
HTG, statisti¢ki zastupljeniji u odnosu na grupu zdravih subjekata, a u odnosu na
PEXG je blizu granice statisticke znacajnosti.

Zastupljenost genotipa CA statisticki je znacajno ve¢a kod PEXG, kao i u grupi
zdravih subjekata u odnosu na POAG- HTG.

Zastupljenost genotipova koji sadrze alel A u grupi zdravih subjekata bila je
statisti¢ki znac¢ajno veca no u POAG- HTG grupi, dok je zastupljenost A alela u
PEXG bila veca u odnosu na zastupljenost u POAG- HTG grupi, ali samo blizu

nivou statisticke znacajnosti.
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Vidna ostrina pacijenata obolelih od POAG- HTG i ispitanika sa staratkom kata-
raktom bila je ve¢a u CC i CA genotipovima, ali ne i statisticki znac¢ajno u odnosu
na AA genotip.

Utvrdena je statisticki znacajna zavisnost vrednosti IOP od genotipa na genu -863 za
TNF-a, kod ispitanika sa POAG- HTG, vrednost IOP ispitanika sa CA genotipom je
statisticki znacajno manja u odnosu na vrednost kod ostala dva genotipa ponaosob.
Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u serumskoj koncentraciji TNF-o izmedu
genotipova ispitivanih grupa, iako je evidentno da su vrednosti serumske koncentra-
cije TNF-a bile najmanje kod CC genotipa u glaukomu, a najvece kod AA genotipa,
dok je kod senilne katarakte situacija suprotna.

Nema znacéajne povezanosti izmedu genotipova (CC, CA, AA) -863 gena za TNF-
a I ispitivanih klini¢kih parametara kod pacijenata obolelih od POAG- HTG. Blizu
granice statisticke znacajnosti je uticaj AA genotipa na vrednost MD.

4. Serumske vrednosti HSP 70 bile su veoma sli¢ne u sve tri grupe ispitanika, te nisu
utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu ispitivanih pacijenata.
Kod POAG- HTG ne dolazi do serumskog povecanja koncentracije HSP 70, Sto
ne iskljucuje povecanje ovog proteina u o¢noj vodici.
Postoji meduzavisnost izmedu serumskog nivoa HSP 70 i ispitivanih klini¢kih
parametara za dijagnozu POAG- HTG. Statisti¢ki je znacajna negativna korelacija
serumske koncentracije HSP 70 i RNFL Sup, na granici statisticke znacajnosti su
negativne korelacije HSP 70 sa MD i RNFL Inf.
Koncentracija HSP 70 u serumu je jedini faktor koji statisticki znacajno uti¢e na
MD vidnog polja, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf pacijenata sa POAG- HTG.
Povecanje HSP 70 za jednu mernu jedinicu uzrokuje kod pacijenata sa POAG-
HTG znacajan pad vrednosti MD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf.
Postoji statisticki znacajna negativna korelacija serumske koncentracije TNF-o sa

serumskom koncentracijom HSP 70 kod ispitanika sa senilnom kataraktom.

5. Koncentracija solubilnog Fas u o¢noj vodici bila je najveca kod pacijenata obolelih od
PEXG, niza kod pacijenata obolelih od POAG- HTG. Razlika u koncentraciji Fas kod
pacijenata sa POAG- HTG i ispitanika sa senilnom kataraktom je na granici stati-
sticke znacajnosti, a izmedu PEXG 1 grupe ispitanika sa kataraktom takode bliska
statisticki znacajnoj razlici.
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Kod pacijenata obolelih od POAG- HTG statisticki je znacajna negativna kore-
lacija koncentracije Fas u o¢noj vodici i RNFL Inf.

Koncentracija solubilnog FasL u o¢noj vodici bila je najniza kod pacijenata obolelih
od POAG- HTG, gotovo statisticki znacajno manja u odnosu na koncentraciju FasL
kod pacijenata obolelih od PEXG. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u kon-
centraciji FasL iz o¢ne vodice obolelih od glaukoma i sa staratkom kataraktom.

U grupi pacijenata obolelih od POAG- HTG statisticki znacajna je negativna
korelacija FasL sa MD, a blizu statisticki znacajne je negativna korelacija sa
RNFL Avg. U grupi pacijenata obolelih od PEXG statisti¢ki je veoma znacajna
negativna korelacija sa RNFL Sup.

FasL je faktor koji statisti¢ki znacajno uti¢e na RNFL Sup kod pacijenata sa
PEXG. Porast koncentracije FasL u grupi pacijenata sa PEXG za mernu jedinicu

dovodi do znac¢ajnog istanjenja RNFL u superiornom kvadrantu.
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8. OPSTI ZAKLJUCAK

Serumski TNF-a je mocan citokin sa zna¢ajnom ulogom u patogenezi glaukoma i
glaukomnoj neuropatiji. TNF-a ima ulogu medijatora neurodegeneracije u POAG.

A alelni polimorfizam -863 za TNF-a ima zaStitnu ulogu u patogenezi primarnog gla-
ukoma otvorenog ugla.

HSP 70 ima ulogu u patogenezi POAG- HTG. Serumska koncentracija HSP 70 moze
biti mera razvoja i progresije glaukomne neuropatije u POAG- HTG. Takode, HSP 70 moze biti
znaCajan biomarker glaukomne bolesti, jer promena koncentracije HSP 70 izaziva promenu
vrednosti MD, RNFL Avg, RNFL Sup i RNFL Inf.

Solubilni Fas u o¢noj vodici glaukomnih pacijenata ima ulogu u patogenezi primarnog
glaukoma otvorenog ugla i u vezi je sa progresijom glaukomnog oStecenja, tj. istanjenjem
RNFL u inferiornom kvadrantu.

Solubilni FasL je znacajan biomarker u patogenezi glaukomnog oStecenja, 1 pomocna
merna jedinica za funkcionalna (MD) i strukturalna (RNFL Avg) glaukomna oStecenja.

Glaukom je kompleksna bolest do koje dovode razni genetski faktori i faktori Zivotne
sredine. U razli¢itim populacijama prijavljeno je da razni genski polimorfizmi dovode do
pojave glaukoma. NaSa studija predstavlja korak napred u smislu pojaSnjenja uloge genskog
polimorfizma i medijatora imunog odgovora u patogenezi glaukoma, narocito u pogledu pa-
cijenata sa teritorije jugoistocne Srbije. Potrebno je nadalje sprovesti sli¢ne studije u razli-
¢itim populacijama Sirom sveta kako bi se u potpunosti razotkrile genetske osnove glaukoma,
Sto ¢e na kraju dovesti do boljeg razumevanja mehanizma nastajanja bolesti. Ovi rezultati
podrzavaju mehanizam koji uklju¢uje imuni odgovor u glaukomnom ostec¢enju, a to moze
pruZiti novi terapijski pristup u neuroprotekciji glaukomne opti¢ke neuropatije. Razumevanje
genetike 1 imunosti u patogenezi POAG je vazan nacin za dizajniranje novih tretmana za

glaukom.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBibyjeM Ja je TOKTOpCKa IucepTaluja, o HaclOBOM

KoMnapaTHBHA aHA/IM32 IeHCKe BapHjabHIHOCTH M HUB0A NMPKyInmyhux ¢pakropa
nexpose tymopa, HSP 70 u Fas/FasL y npumapHoM rjiaykoMy 0TBOpeHOr yrja

xoja je onbpamena Ha MeaunuacKoM daxynTeTy YHuBep3uTera y Humry:

e pe3yaTaT COIICTBCHOI UCTPAXKUBAYKOI pala,

e a OBy JWCEpTALjy, HM y LEIWHW, HUTH y AeIOBMMa, HHCAaM IIpHjaB/bHBao/lia Ha
npyruM GakyiTeTiMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e 1a HHECaM IIOBPEIMO/JIAa ayTOpCcKa IIpaBa, HUTH 3JI0YNOTpeOHO/Ia HMHTENEKTYaTHY
CBOjJHHY JPYTHX JHIA.

Jlo3BoJbaBaM a ce objaBe MOjU JMYHH NOJALM, KOJU Cy y BE3HM Ca ayTOPCTBOM H
n06HjamkeM aKaIeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao INTO Cy UME U Mpe3uMe, FOJMHa U MECTO
pohema 1 naTtym onOpaHe pana, ¥ To y Kartanory bubmmoreke, [[UruTaniHOM pero3UTOPH]yMY
Vaupepsurera y Humny, xao 1 y myonukanujama Y HuBep3uTera y Humry.

Y Humry, jya 2016. roguse.
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N3JABA O UICTOBETHOCTH EJJEKTPOHCKOI' 1 HITAMITIAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

HacnoB nucepranyje:

KomnapaTHBHA aHAJIM3a FeHCKe BapHjaOHIHOCTH H HHB0a nMpKyaumyhux ¢akropa
nexpo3e tymopa, HSP 70 u Fas/FasL y npumapHoM riiaykoMy 0TBOPEHOTI yr.ia

UzjaBibyjeM 1a je €eJeKTPOHCKH OOJIMK MoOje JOKTOpCKe aMcepTaluje, KOJy cam
npenao/na 3a yHolewe y JJAruTaiHi peno3uTopujym YHusepsurtera y Humy, ucroseran
IITAMIIAHOM OOJIHKY.

Y Humry, jya 2016. roguse.
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HU3JABA O KOPHIIREBDBY

Osnamhyjem VYamBep3uTeTcky Oubmuorexy .Hwkona Tecna® na y Jdururansu
peno3uToprjyM Y HEBep3uTeTa y Huimy yHece Mojy JOKTOPCKY AHCepTalH]y, 0 HaCJIOBOM:

KomnapaTuBHa aHAaTH3a reHCKe BapujadNJIHOCTH M HUBOAa mupKyaumyhux ¢pakropa
Hekpo3e Tymopa, HSP 70 u Fas/FasL. y npumapHoM riiaykoMy 0TBOpPEHOT yrJja

JlucepTalyjy ca CBUM IpHUJIO3KMMa IIpeao/ia caM y eeKTPOHCKOM OOJHKY, TIOTOTHOM
3a TPajHO apXUBHUPAE.

Mojy IOKTOpPCKY IHCEpTaIHjy, YHETY Vv JIUTHTaIHN PEeno3UTOPHjyM Y HUBEp3UTETA ¥
Hurry, MOTY KOPHCTHTH CBH KOjH TOINTY]y oApende caapkaHe y ogabpaHOM THITY JIMIIEHIE
Kpeatushe 3ajennune (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce 0JUTy4dHo/a.
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