Uloga inflamatornih medijatora na povrsini oka u nastanku i progresiji keratokonusa i
terapijskom odgovoru ovih pacijenata
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Keratokonus (KC) je progresivna, obi¢no bilateralna ali asimetricna ektazija roZnjace koju
karakteriSu stanjivanje stromalnog tkiva, neregularni astigmatizam i progresivan gubitak vidne
ostrine, Sto Cesto dovodi do znacajnog naruSavanja kvaliteta Zivota, a u uznapredovalim
slu¢ajevima i do potrebe za keratoplastikom [1]. lako se KC dugo smatrao ,neinflamatornim®
degenerativnim poremecajem roZnjace, sve viSe podataka iz analiza suza, tkivnih studija i in
vivo imidZinga ukazuje na to da KC predstavlja hroni¢no, niskogradijentno inflamatorno ili para-
inflamatorno stanje povrsine oka [2-5]. Tokom poslednje dve decenije brojna istrazivanja su
pokazala da je inflamatorni i proteoliticki profil suznog filma pacijenata sa KC izmenjen u
poredenju sa zdravim osobama [2—-7]. Naknadne studije potvrdile su da suze pacijenata sa KC
Cesto pokazuju povisene koncentracije proinflamatornih citokina poput interleukina (IL)-1pB, IL-
6, faktora nekroze tumora (TNF), interferona (IFN)-y i IL-17, kao i povecane vrednosti matriksne
metaloproteinaze (MMP)-9 i srodnih proteaza koje doprinose razgradnji stromalnog kolagena
[4, 6, 7]. Istovremeno, uocena je disfunkcija regulatornih medijatora kao Sto su interleukin IL-10
i faktor transformacije rasta (TGF)-B1, Sto podrzava koncept da KC karakteriSe disbalans izmedu
proinflamatornih i antiinflamatornih puteva, a ne homogeno povecanje svih citokina [2, 5, 7].
Proteomske i transkriptomske analize epitela i strome roznjace, ukazuju na obogacenje puteva
ne samo vezanih za inflamaciju, ve¢ i oksidativni stres, remodelovanje ekstracelularnog
matriksa i apoptozu [8].

Studije protocne citometrije i imunofenotipizacije takode pokazuju poveéanu gustinu antigen-
prezentujuéih celija i aktiviranih T-celija na povrsini oka kod pacijenata sa KC, istiCuci ulogu
celijskog imuniteta [3]. Veée koncentracije citokina u suzama — posebno odnos IL-6, IL-8, TNF
ili IL-17 prema regulatornim citokinima IL-10 i TGF-B1 — koreliraju sa strmijom keratometrijom,
smanjenom minimalnom debljinom roznjace i uznapredovalim tomografskim stadijumima
bolesti [2, 4, 6]. Klasi¢ni klini¢ki faktori rizika za progresiju KC, kao $to su atopija, alergija oka i
trljanje ociju, takode su povezani sa izrazenijim inflamatornim profilima suza i vecom
proteaznom aktivnoscu, ukazujuci na sinergiju mehanickog i imunoloskog stresa kod genetski
predisponirane roznjace [4, 7]. Fotohemijsko umreZzavanje kolagenih vlakana roznjace
primenom riboflavina i ultraljubi¢astog svetla (engl, corneal cross-linking (CXL)) predstavlja
trenutno standardni terapijski pristup za zaustavljanje progresije ektazije povecanjem rigidnosti
strome i njene otpornosti na enzimsku razgradnju [1, 8]. Pored biomehanickog efekta, CXL
izaziva apoptozu keratocita, generisanje reaktivnih oblika kiseonika (reactive oxygen species,
ROS) i prolazno ostecenje epitela [7]. Zbog toga su brojne klinicke studije istrazivale kako CXL
menja citokine suznog filma i da |i su te promene povezane sa dugorocnim strukturnim
ishodima.

Uprkos rastu¢em broju publikacija koje se ti¢u (imuno)patogeneze KC, ostaju znacajne
praznine. Mnoge studije su zasnovane na malom uzorku pacijenata, kratkom pracenju i
fokusiraju se iskljuc¢ivo na apsolutne koncentracije citokina, a ne na odnose proinflamatornih i
antiinflamatornih medijatora [4—7]. Postoji malo dokaza koji identifikuju pouzdane biomarkere
iz suznog filma koji mogu predvideti uspeh ili neuspeh CXL-a [2]. Nepoznato je da i
preoperativni ili rani postoperativni citokinski odnosi — poput IL-6/IL-10, IL-17/TGF-B1 ili



kombinovanih Th1/Th2/Th17 indeksa — mogu predvideti dugoro¢nu (>5 godina) tomografsku
stabilnost, progresiju ili potrebu za ponovnim tretmanom [4-7]. Hemokini kao Sto su IL-8,
monocitni hemoatraktantni protein (MCP)-1 i protein indukovan interferonom gama (IP)-10
takode ucestvuju u patofiziologiji KC. Poviseni IL-8 i MCP-1 pospesuju regrutaciju leukocita i
epitelni stres, dok su fluktuacije IP-10 dokumentovane tokom remodelovanja roznjace [7].
Pozitivne korelacije izmedu IL-17A, IL-13 i TNF i keratometrijskog ustrmljavanja dodatno
potvrduju ulogu inflamatornog disbalansa u tezini bolesti [9]. Citokini u suzama sluze i kao
dinamicki markeri terapijskog odgovora: sadrzaj IL-6, IL-8, IL-13, IL-17A i viSe MMP tipi¢no
poraste neposredno nakon CXL, a zatim se normalizuje paralelno sa stabilizacijom roznjace [9,
10]. NiZi preoperativni nivoi IL-6 i MCP-1 povezani su sa povoljnijim dugoro¢nim ishodima,
sugerisuci da ,mirnija“ inflamatorna pozadina moze doprineti snaznijem remodelovanju strome
[9, 10].

RADNA HIPOTEZA

Inflamacija na povrsini oka uti¢e na patogenezu, klinicku sliku keratokonusa (teZinu bolesti) i
dugorocni ishod terapijskog fotohemijskog umrezavanja kolagenih vlakana roznjace.

CILJEVI
1 Ispitati povezanost koncentracije medijatora inflamacije u suzama sa teZzinom bolesti
pacijenata sa keratokonusom.
2 Ispitati povezanost medijatora inflamacije u suzama pacijenata sa keratokonusom sa

ishodom (spreCavanjem ustrmljavanja roznjace) fotohemijskog umreZavanja
kolagenih vlakana roznjace.

3 Ispitati dugoro¢no uspesnost metode fotohemijskog umrezavanja kolagenih vlakana
roznjace u vidu sprecavanja ustrmljavanja roznjace.

METODOLOGUA

Studija je dizajnirana kao opservaciona, studija preseka, sprovedena u potpunoj saglasnosti sa
institucionalnim smernicama i Deklaracijom iz Helsinkija, i odobrena je od strane Etickog
komiteta Klinickog centra Srbije (1600/25). Studija je radena u periodu od septembra 2025. sa
planiranim zavrSetkom do pocetka 2027. godine. U nju ¢ée biti ukljuceni svi pacijenti koji su
prosli proceduru fotohemijskog umrezavanja kolagenih vlakana roznjace, istog hirurga, od
2014. do 2026. sto se procenjuje na broj od oko 140. Pisani informisani pristanak ¢e biti
pribavljen od svih ucesnika pre ukljudivanja u istraZivanje. Dijagnoza keratokonusa (KC) se
zasniva se na kornealnoj tomografiji (Orbscan) na pocetnoj poseti i tokom svake kontrolne
posete. Stepen teZine bolesti se klasifikuje prema modifikovanoj Amsler—Krumeich klasifikaciji,
koja integriSe nalaze sa biomikroskopije na biomikroskopu, srednje centralne keratometrijske



vrednosti, promene u sfernoj i cilindri¢noj refrakciji i debljini roZznjace. Strukturisana anamneza
obuhvatié¢e podatke o trljanju ociju, kao i o postojanju ocnih i sistemskih alergija.

Jedinica posmatranja ¢e biti oko, na kome ¢e se pratiti keratometrijski parametri, debljina
roznjace i preoperativna vidna ostrina u periodu do 10 godina nakon operacije. Iz suza tog oka
Ce se izolovati medijatori zapaljenja.

Za procenu povezanosti vrednosti medijatora zapaljenja i stepena terapijskog odgovora sa
oCekivanim koeficijentom korelacije 0,5 (osrednja povezanost), dovoljan broj jedinica
posmatranja za procenu povezanosti pomenutih varijabli od interesa za statisticku snagu od
80% i nivo statisticke znacajnosti od 0,05 iznosi 29.

Po stepenu KC, pacijenti su rasporedeni kao: stepen 1, stepen 2, stepen 3 i stepen 4.
Napredovanje stepena je praceno povecanjem keratometrijskih parametara (K1, K2, Kmean,
Kmax) i smanjenjem pahimetrijskih vrednosti (centralna debljina roznjate — CDR; najmanja
debljina roZznjate — MDR), uz karakteristicne klinicke znakove, posebno Fleischerov prsten i
Vogtove strije. Pracenje nakon CXL je na 1, 6, godinu dana, 3, 5 i do 10 godina. Kornealna
tomografija je radena na svakom od ovih vremenskih intervala. Promena na tangencijalnoj osi
je koris¢ena za klasifikaciju ishoda u tri kategorije: minimalno-stabilni parametri ili < 1 D
zaravnjenja roznjace; umereno ili 1-3 D zaravnjenja; maksimalno ili > 3 D zaravnjenja.

Odredivanje pokazatelja inflamacije

Istrazivanje Ce biti radeno na institutu za mikrobiologiju i imunologiju. Za uzorkovanje suza bice
koris¢ene sterilne Schirmerove tracice koje ¢e se odmah nakon uzimanja stavljati u sterilne
perforirane mikrocentrifugalne epruvete unutar vecéih kolekcionih epruveta, nakon cega ce
slediti centrifugiranje pri 13. 000 obrtaja u minuti tokom 15 minuta na 4 °C. Dobijeni eluat suza
(30 pL) bice prenet je u nove sterilne mikro epruvete i koris¢en za dalju analizu. Uzorkovanje
suza bic¢e obavljeno pre CXL tretmana.

Kvantifikacija rastvorljivih faktora u suzama obuhvatice citokine (IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-10, IL-
12p70, IL-17A, TNF, IFN-y), hemokine (MCP-1, IL-8, IP-10) i faktor rasta TGF-B1, merenih
pomocu LEGENDplex™ kompleta (BioLegend Inc. , SAD) prema uputstvu proizvodaca. Akvizicija
mikroCestica i registracija signala za Cytometric Bead Array i LEGENDplex™ testove bice
obavljene na BD FACS ARIA™ Il proto¢nom citometru uz BD FACSDiva softver (BD Biosciences,
SAD). Apsolutne koncentracije analita bi¢e dobijene koriséenjem LEGENDplex™ Data Analysis
Software Suite-a (BioLegend Inc., SAD) na osnovu standardnih krivih specifi¢nih za svaki analit.

Statisticka analiza

Zavisno od tipa varijabli i normalnosti raspodele, deskripcija podataka je prikazana kao n (%),
aritmeticka sredinatstandardna devijacija ili medijana (min-max).

Poredenje grupa pacijenata sa keratokonusom i zdravih kontrola kojima su uzorkovane suze
bi¢e vrSeno Mann—-Whitney U testom. Kako bi se procenile razlike u koncentracijama citokina
izmedu tri grupe stepena odgovora na zaravnjenje roznjate (minimalno, umereno,
maksimalno), bi¢e koris¢en Kruskal-Wallis H test kao omnibus test, nakon cega ¢e biti radeni
post-hoc Mann—Whitney U testovi za parna poredenja. Standardizacija Z-score [(vrednost —



sredina)/standardna devijacija] bi¢e dodatno primenjena radi poredenja citokina merenih u
razli¢itim jedinicama. Povezanost koncentracije citokina i ordinalnih terapijskih ishoda bice
procenjivana Spearman-ovim koeficijentom korelacije ranga. UspeSnost procedure
fotohemijskog umreZavanja kolagenih vlakana roZnjace bice ispitivana Wilcoxon testom
rangova ili T testom u zavisnosti od normalnosti raspodele sa primenom Benjamini-Hochberg
korekcije.

Sve statisticke analize bi¢e sprovedene u Python-u (Python Software Foundation, SAD), uz nivo
statisti¢ke znadajnosti p< 0.05.

NAUCNI ZNACAJ

Podaci iz literature govore o znadaju medijatora inflamacije na povrsini oka u patogenezi
keratokonusa. Utvrdivanje konkretnih medijatora inflamacije bi moglo posluZiti u formiranju
inflamatornih panela, koji bi se koristili prvenstveno u prevenciji i predikciji nastanka bolesti,
kao i razumevanju tezine klinicke slike i njene patogeneze. Takode, od izrazitog znacaja bi bila
mogucnost predikcije ishoda fotohemijskog umrezavanja kolagenih vlakana roznjace kao
terapijske metode, na osnovu prethodno identifikovanih povisenih medijatora inflamacije na
povrsini oka. To bi omogucilo individualizaciju pristupa pacijentu, sa prethodno utvrdenim
faktorima rizika, kao i potencijalnog preoperativnog uvodenja antiinflamatorne terapije. lako su
u svetskoj literaturi ishodi fotohemijskog umrezavanja mnogo puta ispitivani, slicne vece studije
nisu radene na teritoriji republike Srbije. Pored efikasnosti same metode u sprecavanju
ustrmljavanja roznjace, dobio bi se uvid i o momentu stabilizacije parametara tomografije i na
taj nacin bi se lakse utvrdile potrebe ucestalosti pra¢enja pacijenata.
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