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Partea generala este structurata In patru parti. Prima parte a acestuia sintetizeaza notiuni
generale de anatomie si fiziologie a corneei. Astfel, In aceasta parte sunt sumarizate date despre
embriologia corneei, anatomia corneei si filmul lacrimal. A doua parte din stadiul cunoasterii
reliefeaza aspectele generale in keratoconus privind date epidemiologice, histopatologice in
primul rand dar si accentuand problema etiopatogenezei a keratoconusului cu prezentarea
factorilor genetic, de mediu dar si a proteomicii in keratoocnus. Aspectele prezentate in prima
parte a lucrarii constituie o baza justificativa pentru studiul care face obiectul celei de-a doua
parti a tezei, cea a contributiei personale.

Din acest punct de vedere, lucrarea de fata abordeaza o tema de actualitate din domeniul
distrofiilor corneene si isi propune sd cerceteze particularititile clinice si paraclinice ale
indivizilor inclusi in studiu. Prin studierea celor trei loturi (esantion din populatia cu
keratoconus, esantion din populatia rudelor pacientilor cu keratoconus si lot selectat din
populatia generald) mi-am propus masurarea biomarkerilor inflamatori lacrimali cu evaluarea
comparativa a statusului inflamator local. Mai mult, pornind de la teoria genetica care clasifica
rudele pacientilor cu keratoconus drept indivizi cu risc de a dezvolta boala, lucrarea si-a propus
investigarea implicarii suplimentare ale citokinelor de fazd acutd locale in urmarirea atat a
pacientilor deja diagnosticati cu keratoconus cat si a subiectilor susceptibili din punct de vedere
genetic, fiind un potential factor de risc in declansarea sau progresia bolii.

Contributia personala descrie la Inceput ipoteza de lucru generald, obiectivele studiului
si metodologia generald a acestora. Se mentioneaza obtinerea aprobarii Comisiei de Eticd a
Universitatii de Medicind s1 Farmacie “Carol Davila”, Bucuresti, precum si cea a
consimtamantului informat al subiectilor inclusi. Scopul cercetarii doctorale a constat in
studierea 1n primul rand a statusului inflamator la pacientii cu keratoconus si la rudele de gradul I
ale acestora, precum si analiza corelatiilor intre pacientii cu keratoconus si un lot normal ales din
populatia generala.

Obiectivele principale ale cercetdrii mele doctorale au fost urmatoarele:

- evaluarea concentratiilor citokinelor proinflamatorii in lacrimile pacientilor cu keratoconus

comparativ cu ale unui lot de control



- compararea statusului inflamator intre pacientii diagnosticati cu keratoconus si rudele de gradul

I ale acestora

- analiza comparativa a celor 3 loturi a unor parametrii indispensabili in urmarirea progresiei si
detectiei ectaziei corneene precum studiul biomecanicii corneene in vivo, indicii topografici si

pahimetria corneana

S-a efectuat un studiu prospectiv, observational, nerandomizat desfasurat pe o perioada de 17
luni (ianuarie 2016 — tulie 2017) pe un numar de 48 de pacienti inclusi din rdndul subiectilor din
cadrul clinicii oftalmologice Oftaclinic din Bucuresti. In perioada ianuarie 2016 - mai 2017 s-au
recrutat participantii iar perioada iunie-iulie 2017 a fost dedicata recoltarii probelor si studierea

acestora in cadrul Institutului National Victor Babes.

Au fost inclusi 48 de participanti, impartiti astfel :

1. Primul lot (lotul O codificat in baza de date) format din 17 pacienti diagnosticati cu
keratoconus
2. Al doilea lot (Lotul 1 codificat in baza de date) format din 16 pacienti , rude de grad I al

pacientilor cu diagnosticul keratoconus

3. Al treilea lot (lotul 2 codificat in baza de date): control, format din 15 subiecti din punct

de vedere clinic si paraclinic normali.
Selectia participantilor

Criteriile de includere pentru lotul 0 (pacienti cu keratoconus) au fost reprezentate de:

Topografie corneana bazata pe discuri Placibo sugestiva pentru keratoconus

- Subtiere corneana

- Examen ORA modificat

- Semne clinice corneene (inel Fleischer, linii Vogt, filete nervoase, subtiere apicala etc)

- Inurma investigatiilor s-a stabilit stadiul bolii conform clasificirii Amsler- Krumreich.

Criteriile de includere pentru lotul 1 (rudele pacientilor cu keratoconus) au fost urmatoarele:

- apartenenta familiala



- examenul biomicroscopic normal
- examenul topografic In limite normale
Criteriile de includere pentru lotul martor au fost reprezentate de:
- examen biomiscroscopic al polului anterior normal
- topografie normala
- examen ORA in parametrii normali

Criterii de excludere valabile pentru toti participantii

alergii sistemice sau locale oculare
- portul lentilelor de contact

- antecedente de orice interventie la nivel ocular (chirurgie refractiva, crosslinking cornean

fotooxidativ, operatie de cataracta/pterigion/ glaucom)
- patologii autoimune cunoscute

- subiecti ce au urmat terapie antiinflamatorie si biologica topicd sau sistemicd in ultima

luna
sindrom de ochi uscat
Metode de examinare clinice si paraclinice

Toti participantii au fost supusi unui examen oftalmologic clinic si paraclinic complet si complex
in urma unei anamneze detaliate a tuturor (antecedente personale de alergii, interventii oculare,

afectiuni autoimune, inflamatii locale oculare recente):
- acuitate vizuald cu corectie si fara

- examenul biomicroscopic al polului anterior (urmarirea modificarilor corneene ce pot aparea la
pacientii cu keratoconus: reflexul endotelial al conului, opacitdti corneene, filete nervoase, inel

Fleischer, striuri Vogt, subtierea corneana la nivelul varfului conului)



- examinarea topografica si citirea hartii topografice (keratometria maxima- Kmax,indice de
predictibilitate a keratoconusului- KPI), stabilirea stadiului bolii conform clasificarii Amsler

Krumreich

- masurarea proprietatilor biomecanice corneene cu ajutorul Ocular response analyzer® (ORA,
Reichert Ophthalmic Instruments, Depew, NY, USA) cu analiza histerezisului (CH) si factorului
de rezistentd corneana (CRF) ce evalueazd vascoelasticitatea corneand, precum si urmarire
indicelui de keratoconus (KMI). S-au efectuat pentru fiecare participant al studiului 4 masuratori

pentru a o alege pe cea mai buna cu un scor al undelor mai mare de 7.

- masurarea grosimii corneene (CCT, pahimetria) efectuatd ori prin contact direct — pahimetria
ultrasonicd (Alcon®, Ocuscan®, RxP Ophthalmic Utrasound System) sau pahimetria non-
contact cu ajutorul tomografiei prin coerentd opticd (Optical Coherence Tomography 3D OCT-

2000 Series) bazata pe interferometia in coerenta optica joasa.

- Probele de lacrimi au fost colectate din fundul de sac conjunctival inferior si din cantusul extern
fara anestezie topicd si cu mare atentia pentru a evita atingerea conjunctivei si implicit lacrimarea
reflexd si lezarea tesutului conjunctival. Pentru recoltare s-au folosit microcapilare din sticla de
50 sau 100 ul Hirschmann® care atrag lacrimile respectand principiul capilaritatii. Lacrimile au
fost apoi transferate Tn microtubuli Eppendorf si congelate in decurs de o ORA din momentul
recoltarii la -80 grade Celsius pana la analiza. Determinarea nivelului interleukinelor in lacrimi s-
a efectuat in laboratorul Institutului National “Victor Babes” in colaborare cu Institutul de
Chimie Fizica "llie Murgulescu". Pentru protocolul de lucru Milliplex® HUMAN
CYTOKINE/CHEMOKINE MAGNETIC BEAD PANEL (7 plex: IL-1beta, [FNgamma, IL-10,
IL-4, IL-6, RANTES, TNFalfa) s-au respectat pasii conform instructiunilor producétorului
Merck Millipore

Analiza statistica

Datele colectate de la pacienti au fost introduse intr-o baza de date OpenOffice Calc
versiunea 4.1.1 Copyright © 2014 The Apache Software Foundation. Analiza statisticd a fost
facutd cu ajutorul programului SAS University Edition versiunea 9.3, (c) SAS Institute Inc. 100
SAS Campus Drive Cary, NC 27513-2414, USA si R - versiunea 3.4.0 (2017-04-21) -- "You
Stupid Darkness" Copyright (C) 2017 The R Foundation for Statistical Computing Platform R

Core Team (2017). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
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Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/., Inc.Pe langa
pachetele standard R s-a mai folosit si pachetul dunn.test (¢) Alexis Dinno (2017). dunn.test:
Dunn's Test of Multiple Comparisons Using Rank Sums. R package version 1.3.5.

https://CRAN.R-project.org/package=dunn.test.
Statistica descriptiva :

Pentru fiecare variabila de interval s-au masurat urmatoarele statistici :

. media aritmetica si deviatia standard
. mediana si IQR
. minimul, maximul precum si diferenta intre ele (range-ul)

Pentru variabilele categoricale (de exemplu sexul pacientului / subiectului), s-au determinat

frecventa absolutd (numar vs numar total) si cea relativa (procentele).

Pentru variabilele continue, s-a determinat intial daca distributia variabilei poate fi aproximata cu
ajutorul distributiei normale ,determinand skewnessul (simetria distributiei, pentru distributia
gaussiand valoarea fiind 0), kurtosisul (intinderea distributiei, valoarea pentru distributia normala
fiind 0), testdnd variabilele cu ajutorul testelor de normalitate Shapiro-Wilk, Kolmogorov-
Smirnov, Cramer — Von Mises, Anderson-Darling si folosind urmatoarele ploturi

histograma,plotul de probabilitate normala si boxplotul.

Comparatiile Intre variabilele continue, pe cele 3 loturi au fost facute dupd urmatoarea
procedura: dacd variabila de interes a avut la toate cele 3 loturi o distributie ce a putut fi
aproximata cu ajutorul distributiei gaussiene, s-a folosit initial un test ANOVA.Daca testul
ANOVA a evidentiat diferente cu semnificatie statisticd, s-a folosit o procedurd post-hoc post
ANOVA cu ajutorul unor teste Tukey HSD. Dacé variabila de interes nu a avut o distributie ce a
putut fi aproximatd cu ajutorul distributiei normale, s-a folosit initial un test Kruskal-Wallis
urmat, dacd testul a evidentiat diferente cu semnificatie statistica, de un test Dunn (procedura

post-hoc post Kruskal-Wallis).

Corelatiile Intre variabile au fost investigate determinand fie indicele de corelatie r Pearson (daca
distributiile variabilelor au fost apropiate de distributia normald), fie indicele de corelatie p

Spearman (daca distributiile au fost departate de normalitate).
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Testele au fost considerate cu semnificatie statistica pentru o valoare p <= 0.05.
Rezultate

In urma rezultatelor gasite privind analiza descriptiva, comparativa intre cele doua loturi putem

concluziona prin:

- Analizand acuitatea vizuala fard corectie, constatim ca pacientii din lotul 0 au avut o
deficientd importantd a vederii, la loturile celalalte vederea fiind cvasinormald. Vederea
medie in lotul pacientilor cu keratoconus este scazuta, 0.23 (+0.23) in timp ce la loturile 1
si 2 acuitatea vizuala este neafectata, 0.93 (£0.09), respectiv 0.91 (£0.09).

- Se constata ca valorile medii pahimetrice sunt inferioare in lotul 0 comparativ cu celelalte
doud. Pahimetria in keratoconus reprezintd un parametru clinic urmarit cu mare acuratete
in dinamica progresiei a bolii. Asadar, diferente cu semnificatie statisticd au fost Intre
lotul pacientilor cu keratoconus si al rudelor acestora dar si intre pacienti comparativ cu
lotul de control. Rezultatul testului ANOVA (F =42.90, gl = (2, 41), p <0.01) ne permite
sd interpretam ca exista diferente cu semnificatie statistica intre cele 3 loturi de pacienti
dar se mai folosete un set de test post-hoc post-ANOVA, care evidentiaza ca exista
diferente cu semnificatie statistica au fost intre loturile 0 si 1 (p < 0.01, IC95% nu contine

0) dar si intre loturile 0 s1 2

Pahimetrie LotO (n=17) Lot1l (n=16) Lot 2 (n=15)
Medie (£DS) 451.25 (£50.40) 545.64 (£21.11) 552.61 (£10.65)
Mediana (IQR) 455.00 (80.00) 550.00 (27.00) 550.00 (12.00)

Min la Max | 336.00 la 512.00 | 500.00 1la 580.00 | 539.00 la  576.00
(Range) (176.00) (80.00) (37.00)

- In cazul keratometriei maxime determinate de topografia corneani, se observa ca mediile
valorilor in lotul pacientilor cu keratoconus sunt superioare celor din lotul rudelor si cel
martor. Rezultatul testului Kruskal-Wallis (y> = 28.08 gl = 2, p < 0.01) ne sugereaza ca

sunt diferente cu semnificatie statistica intre cele 3 loturi



K Max LotO(n=17) Lot1l (n=16) Lot2 (n=15)

Medie (+DS) 53.83 (£8.56) 43.27 (£1.15) 43.72 (£1.43)

Mediana (IQR) 52.00 (5.43) 43.16 (1.34) 43.00 (2.34)

Min la Max 4426 la 78.74 4088 la 45.04 4132 la 46.34
(Range) (34.48) (4.16) (5.02)

Valoarea medie a CRF-ului cea mai scazuta este inregistrata in lotul 0, urmata de lotul 1
in timp ce lotul 2 prezinta valorile cele mai mari. Rezultatul testului ANOVA (F = 33.28,
gl = (2, 45), p < 0.01) si testul post-hoc post-ANOVA ne permite sa inferdm ca exista
diferente cu semnificatie statistica intre cele 3 loturi de pacienti. Au fost diferente
semnificative Intre toate cele 3 loturi, sustindnd astfel prezenta unor modificari din punct
de vedere biomecanic atit la pacientii diagnosticati cu keratoconus cat si la rudele

acestora in raport cu participantii din lotul martor

CRF LotO(n=17) Lot1l (n=16) Lot 2 (n=15)
Medie (xDS) 7.40 (£2.14) 10.21 (£1.78) 12.95 (£1.79)
Mediana (IQR) | 7.50 (2.90) 9.90 (2.45) 13.10 (2.50)

Min la Max | 3.701a12.10 (8.40) | 7.201a 13.60 (6.40) | 9.001a 16.30 (7.30)
(Range)

in cazul histerezistului cornean, situatia este identica: lotul 0 prezintd mediile cele mai
mici iar lotul 2 cele mai ridicate, lotul 1 fiind intermediar. Rezultatul testului Kruskal-
Wallis (y*>=26.92, gl =2, p <0.01) si testul Dunn post-hoc Kruskal-Wallis ne sugereaza

ca sunt diferente cu semnificatie statistica intre cele 3 loturi.
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CH LotO0(n=17) Lot1 (n=16) Lot2 (n=15)

Medie (xDS) 8.27 (£1.97) 10.36 (£1.75) 13.05 (x1.41)

Mediana (IQR) 7.80 (2.10) 9.85 (3.05) 13.40 (2.30)

Min la Max (Range) | 6.10 la 1340|820 la 13.30|1040 la 15.60
(7.30) (5.10) (5.20)

KMI prezinta in urma studiului valori medii scazute in randul pacientilor cu keratoconus
in contrast cu celelalte doua loturi. Rezultatul testuluit ANOVA (F = 60.80, gl = (2, 39), p
< 0.01) ne permite sd inferam ca exista diferente cu semnificatie statistica intre cele 3
loturi de pacienti intre loturile 0 si 1 (p <0.01, IC95% nu contine 0) dar si intre loturile 0

si2 (p <0.01, IC95% nu contine 0)

KMI Lot0O(n=17) Lot1l (n=13) Lot2(n=12)
Medie (£DS) 0.07 (20.22) 0.69 (£0.15) 0.78 (x0.16)
Mediana (IQR) | 0.07 (0.26) 0.71 (0.19) 0.76 (0.19)

Min la Max | -0.301a0.54 (0.84) | 0.441a0.94 (0.50) 0.54 1a 1.09 (0.54)
(Range)

Privind nivelul lacrimal de IFN gamma, rezultatul testului ANOVA (F = 3.54, gl = (2,
44), p <0.05) ne permite sa inferam ca exista diferente cu semnificatie statistica intre cele
3 loturi de pacienti. Media la lotul 0 a fost cu 51.68 mai mare fatd de cea de la lotul 2,
efectul fiind semnificativ statistic (p ajustat < 0.05, IC95% care nu contine 0).Celalalte
diferente nu au avut semnificatie statistica (p ajustat > 0.05, IC95% contine 0).Trebuie

remarcat ca exista o diferentd de 38.52 intre loturile 1 si 2, valoarea p fiind sub 0.20.
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INF gamma LotO(n=17) Lot1 (n=16) Lot 2 (n=15)

Medie (£DS) 157.75 (£69.68) 144.59 (x63.61) 106.07 (¥19.93)
Mediana (IQR) 163.00 (125.30) 126.40 (126.80) 102.60 (20.76)

Min la Max | 69.20 la 282305990 la 244.60|72.66 la 14225
(Range) (213.10) (184.70) (69.58)

- Privind rezultatele IL-10 se observd medii mai ridicate in loturile pacientilor cu
keratoconus si al rudelor in constrast cu lotul martor. Media la lotul O a fost cu 58.05 mai
mare fatd de cea de la lotul 2, efectul fiind semnificativ statistic (p ajustat < 0.05, IC95%

care nu contine 0).Celalalte diferente nu au avut semnificatie statistica (p ajustat > 0.05,

1C95% contine 0), desi diferenta intre lotul 1 si 2 a fost de 40.03

IL-10 Lot0O(n=17) Lot 1 (n=15) Lot2 (n=15)
Medie (+DS) 181.61 (£78.55) 163.60 (70.97) 123.56 (+£30.96)
Mediana (IQR) 199.10 (122.00) 135.70 (127.80) 127.90 (48.04)
Min la Max|[43.70 la 292.70|62.10 la 263.50 | 80.51 la 173.34
(Range) (249.00) (201.40) (92.82)

- Analizand rezultatele IL1 beta inscrise 1n tabelul nr. 30 observam medii ale citokinei de
113.52 (£34.86) in lotul 0, in proportie relativ egald cu cea din lotul 1 insd in proportie
crescutd fard de lotul martor (83.45 (£18.07). Diferente cu semnificatie statisticd au fost
intre loturile 0 si 2 (p < 0.01, IC95% nu contine 0) dar si intre loturile 1 si 2, desi In acest

caz p a fost marginal nesemnificativ (p < 0.10)

IL-1beta

LotO(n=16)

Lot1 (n=15)

Lot2 (n=15)

Medie (£DS)

113.52 (+34.86)

107.06 (£24.71)

83.45 (x18.07)
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Mediana (IQR) 123.00 (57.40) 104.20 (48.50) 88.00 (23.68)
Min la Max 5530 la 15740 | 7150 la 14130 |5436 la 111.33
(Range) (102.10) (69.80) (56.97)

- In cazul citokinei IL-4, se observa o valoare de 3 ori mai mare in lotul pacientilor cu
keratoconus fara de lotul normal respectiv de 2 ori mai mare cand comparam lotul rudelor
cu cel martor. Diferentele pentru inficatorul IL-4 au fost semnificative statistic atat intre

loturile O si 1, cat si intre 1 si 2 (p < 0.01, respectiv p < 0.05 si IC95% care nu contine 0)

IL-4 Lot0 (n=15) Lot 1 (n=13) Lot 2 (n=15)

Medie (xDS) 461.67 (x283.20) 378.37 (£242.48) 159.21 (£99.72)
Mediana (IQR) | 506.30 (529.00) 288.90 (446.10) 173.28 (163.55)

Min la Max 6940 1la 875.60 81.10 la 73550 |36.68 la 325.38
(Range) (806.20) (654.40) (288.69)

- Diferente cu semnificatie statistica au existat doar intre loturile 0 si 2 (p < 0.01, IC95%

contine 0), dar si Intre loturile 1 vs 2 valoare p este sub 0.20

IL-6 LotO(n=17) Lot1 (n=16) Lot2 (n=15)
Medie (£DS) 122.32 (+18.63) 112.41 (£20.38) 100.31 (+14.13)
Mediana (IQR) | 123.20 (21.70) 119.55 (30.15) 97.24 (15.17)

Min la Max |83.60 la 156.5070.70 1la 146.60|80.76 la 124.05
(Range) (72.90) (75.90) (43.28)

- Mediile variabilet RANTES sunt similare intre cele 3 loturi fara a exista vreo diferenta

semnificativa intre acestea.
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RANTES LotO(n=17) Lot1l (n=16) Lot2 (n=15)
Medie (+DS) 185.37 (+38.73) 169.61 (+37.95) 174.14 (+65.67)
Mediana (IQR) 200.60 (68.70) 166.55 (66.50) 155.40 (43.58)
Min la Max 11330 la 236.10 | 110.30 la 225.20 | 9591 la 301.02
(Range) (122.80) (114.90) (205.10)

- Se constatd o medie superioara in lotul 0 si 1 (131.80 (£34.29) respectiv 125.33 (+28.08)

in comparatie cu 108.07 (x15.84) inregistrata la subiectii din lotul martor.

TNEF alfa LotO(n=17) Lot1 (n=15) Lot 2 (n=15)
Medie (xDS) 131.80 (+34.29) 125.33 (+28.08) 108.07 (x15.84)
Mediana (IQR) | 142.80 (51.00) 133.10 (46.60) 111.30 (31.38)

Min la Max 5630 la 171.10 6290 la 156.30 |86.40 la 129.86
(Range) (114.80) (93.40) (43.46)

- Au existat corelatii medii (coeficientul de corelatie intre 0.40 si 0.60) si puternice
(coeficientul de corelatie peste 0.60), pozitive intre citokine

- Au existat corelatii slabe si una medie pozitive intre K-max si citokine, dar una singura
cu semnificatie statistici. In cazul citokinei IL-6 s-a calculat un coeficient de corelatie
Spearman intrucat distributia a fost departatd de normalitate, cre a indicat o valoare de
0,556, o corelatie pozitiva, semnificativa din punct de vedere statistic.

- Au existat corelatii slabe, medii si puternice, negative intre cele pahimetrie si citokine,
una singura fiind nesemnificativa dar cu o valoare p < 0.20. corelatia cea mai puternica
cu semnificatie statistica s-a evidentiat in cazul IL-6 (-0,648), ceea ce scoate la lumina
faptul ca o valoare scazutd a grosimii corneene e insotitd de o valoare ridicatd a
biomarkerilor inflamatori locali.

- Am aflat cd au existat corelatii medii si puternice, negative intre CH si citokine,precum si

intre CRF si citokine, toate cu semnificatie statistica, ceea ce semnificd faptul ca valori
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scazute ale histerezisului cornean si ale factorului de rezistenta corneana insotesc valori
crescute ale interleukinelor. S-au repetat corelatiile si in randul rudelor pacientilor si s-a

constatat o situatie asemanatoare cu cele din lotul pacientilor cu keratoconus.

Discutii

Initial descrisd ca o ectazie corneana neinflamatorie, multiple studii recente din literature
de specialitate dezbat posibilitatea unei componente inflamatorii Tn etiopatogenia
keratoconusului. Rolul inflamatiei prin interactiunile dintre citokine, proteaze si stresul oxidativ
capatd din ce Tn ce mai multd amploare intrucit prezenta mediatorilor inflamatori in filmul
lacrimal al pacientilor cu keratoconus pot fi una dintre cauzele degradarii tisulare stromale si

implicit ale progresiei bolii (68, 75, 84, 161).

Pacientii cu keratoconus sunt monitorizati din punct de vedere clinic si paraclinic prin examenul
oftalmologic complet, topografia corneand si examenul biomecanicii corneene. In plus, studiile
noi aratd ca pe langa acesti parametrii deja bine cunoscuti, dozarea citokinelor lacrimale ar putea

aduce informatii suplimentare $i ar putea explica o alta latura a bolii (81, 85, 94).

Studiul de fatd si-a propus analiza activitatii citokinelor inflamatorii atat la pacientii
diagnosticati cu keratoconus cat si la rudele de gradul I ale acestora. Studiul a pornit de la ipoteza
ca rudele pacientilor au un risc crescut de a dezvolta boala conform teoriei genetice care
precizeaza ca boala este cu transmitere autozomal dominantd cu penetranta variabila, explicand

posibilitatea aparitiei afectiunii la doua sau mai multe generatii (31).

Bazandu-ne pe factorul genetic, am luat in considerare posibilitatea unui profil inflamator local
alterat in cazul rudelor pacientilor cu keratoconus comparativ cu un lot din populatia generala iar
in urma rezultatelor si analizei statistice s-au evidentiat valori crescute la pacientii diagnosticati
si la rudele acestora in contrast cu lotul martor. Studiul efectuat a confirmat inca o data posibilul
rol al citokinelor inflamatorii in patogeneza keratoconusului (86). In urma analizei rezultatele
studiului au evidentiat valori crescute ale IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-10, IFN gamma si TNF alfa

atat in lacrimile pacientilor cu keratoconus cat si in ale rudelor comparativ cu lotul martor.

In urmétoarele paragrafe vom trece in revista cele mai relevante studii din literatura de

specialitate care subliniaza importanta inflamatiei in keratoconus.
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In ceea ce priveste disfunctia keratocitelor in keratoconus, Poliquen si colaboratorii au constatat
prezenta unei expresii crescute ale receptorilor IL-1 la nivel cornean la pacientii cu keratoconus
comparativ cu subiecti normali (163). Familia de citokine IL-1 are proprietati puternice
proinflamatorii iar efectele se propagd la nivel cornean prin activarea colagenazelor,
metaloproteinazelor si a fibroblastilor ce duc la alterarea structurii tisulare (164). intr-un studiu
condus de Wilson si colaboratorii s-a observat ca IL-1 alfa si IL-1 beta sunt responsabile de
inducerea apoptozei celulare la nivel stromal, fapt ce predispune la dezorganizarea arhitecturii
corneene (165). In studiul de fati s-a constatat un nivel crescut de IL-1 beta in loturile pacientilor
cu keratoconus si rudelor, In concordanta cele ale lui Sorkhabi si colaboratorii insa referitor la
citokine IL-10, rezultatele sunt contradictorii, Sorkhabi aratand un nivel scazut in timp ce studiul
actual a marcat prezenta unei concentratii crescute (84). Pannebaker si colaboratorii au publicat
in 2010 rezultate cu diferente statistic nesemnificative in ceea ce priveste concentratia citokinelor
la pacientii cu keratoconus comparativ cu subiecti sdnatosi Insa niveluri crescute lacrimale ale
metaloproteinazelor 1 cu semnificatie statistica in lotul de keratoconus (75). Un alt studiu in
contradictie cu cel de fata este cel condus de Jun si colaboratorii care au masurat niveluri scazute
de TNF-alfa, IFN gamma, IL-4 si CCL5 in grupul de keratoconus in comparatie cu lotul martor
(67). In urma analizei statistice expuse insd, masuratorile concentratiilor in filmul lacrimal
confirmd o crestere a citokinelor mentionate mai sus. Nivelul crescut al interleukinei IL-6 se
regdseste in ambele studii. Ipoteze posibile pentru diferentele atat de mari intre cele doua studii
conduse pot fi pe de o parte utilizarea diferitelor kituri multiplex iar pe cealaltd parte diferenta
semnificativd In ceea ce priveste varsta medie a pacientilor cu keratoconus, Jun si colaboratorii
avand varsta medie de 38+/- 10 in timp ce pentru studiul de fatd s-au inclus pacienti cu varsta
medie de 23+/- 11. Pornind de la aceste date, putem pune in discutie dacad varsta influenteaza
raspunsul imun si implicit progresia bolii, sugerand ca odata cu inaintarea in varstd poate scadea

statusul inflamator local.

In cazul studiilor publicate de Balasubraminian si colaboratorii, s-au prezentat niveluri
crescute ale IL-4, IL-5, TNF-alfa, IL-10 si IL-6 in filmul lacrimal al pacientilor cu keratoconus,
fiind similare cu rezultatele noastre. Mai mult, atat studiul lui Balasubramanian cat si cel de fata
au ardtat o corelatie directd intre nivelul de citokine proinflamatorii si parametrii topografici
(166). Totodata, un alt studiu care ne demonstreaza legdtura dintre severitatea keratoconusului si

interleukine este acela condus de Kolozsvari si colaboratorii, sugerand o corelatie pozitiva intre
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RANTES si IL-6 si keratometria, rezultate care concorda cu ale noastre potrivit carora s-au aratat
corelatii directe intre IL-1b, IL-4, IL-6 si stadiu bolii si care evidentiazd cd odatd cu progresia
ectaziei se accentueaza si profilul inflamator lacrimal (86). Un alt studiu in concordantd cu al
nostru este cel publicat de Lema si colaboratorii, care au aratat niveluri lacrimale ridicate de IL-6

si TNF-alfa la pacientii cu keratoconus comparativ cu lotul normal (68).

Trecand in revista studiile cu accentul pe biomecanica corneand in keratoconus, se constatd o
multitudine de rezultate ce sugereazd ca pacientii diagnosticati cu boala au valori scazute ale
histerezisului cornean si ale factorului de rezistentd corneana comparativ cu subiectii sanatosi
(121, 125, 129). Experimentul nostru este in concordantd cu constatarile celorlalti autori,
evidentiand inca o datd ca pacientii cu keratoconus prezintd o cornee mai slaba din punct de
vedere biomecanic. Studiul de fata evalueaza si statusul biomecanic la rudele pacientilor cu
keratoconus. In urma analizei statistice s-a constatat o scidere a valorilor medii ale CH si CRF
atat in lotul pacientilor cu keratoconus cét si in randul rudelor comparativ cu lotul martor. Intr-un
studiu realizat de Kara si colaboratorii, comparand CH si CRF intre un lot de rude sanatoase (din
punct de vedere topografic) ale pacientilor cu keratoconus si un lot martor s-au observat valori
scazute in randul rudelor. Pornind de la aceeasi premisa ca incidenta bolii este mai crescuta la
rudele de gradul I fatd de populatia generala, atat studiul lui Kara cat si cel prezent sugereaza ca
o instabilitate biomecanica discreta la rudele pacientilor cu keratoconus poate fi un indicator

precoce capabil de adetectd modificari corneene chiar inaintea celor topografice (128, 167).
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Grosimea corneana este un alt parametru important in urmadrirea keratoconusului.
Multiple studii au demonstrate corelatii pozitiv intre grosimea corneand si CH respective CRF si
explicd faptul ca usurinta de a deforma corneea este dependentd de grosimea centrald corneana
astfel incat cu cat CCT este mai mare, cu atat tesutul cornean devine mai rigid prin fibrele de
colagen si matricea extracelulara mai dense, ducand deci la o valoare crescutd a parametrilor
biomecanici (168).

In keratoconus este valabil acelasi principiu conform caruia o grosime corneand scazuta
atrage dupa sine valori mici ale CH si CRF. Odata cu progresia bolii, grosimea si volumul
cornean diminua, fapt observat si in cazul studiului prezent efectuat, in concordanta cu cele din
literatura de specialitate (169, 170) .

Prin analizele statistice am comunicat relatia puternicad semificativa intre concentratia
interleukinelor din filmul lacrimal al pacientilor cu keratoconus si stadiul bolii, pahimetria
respectiv cu biomecanica corneand, in toate cazurile fiind vorba de corelatii negative. Nu s-au
inregistrat insd corelatii semnificative privind parametrii mentionati anterior in lotul rudelor

pacientilor.

9. Concluzii

1. In lacrimile pacientilor cu keratoconus s-a observat o concentratie crescutd a tuturor
citokinelor inflamatorii (exceptind nivelul RANTES) comparativ cu rudele acestora iar
nivelurile biomarkerilor la acestia mai mari decat la indivizii ce au constituit lotul de
control. Prin urmare, concentratiile biomarkerilor in randul rudelor au fost mai scazute
comparativ cu pacientii diagnosticati cu boala insd mai crescute fata de lotul martor.
Diferente cu semnificatie statistica importanta s-au constatat in cazul IL-1 beta si IL-4,
precum si in cazul IFN-gamma si IL-6 cu o semnificatie mai slabd din punct de vedere
statistic (p<20). Aceste rezultate relevd ipoteza semnalizarii inflamatorii 1In
etiopatogenezd keratoconusului.Mai mult, nivelul crescut de citokine inflamatorii poate
constitui un factor de risc suplimentar in declansarea keratoconusului la pacientii cu

antecedente familiale.
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De asemenea, rezultatele au aratat medii scazute ale grosimii corneene, histerezisului
cornean, factorului de rezistentd corneana si al indicelui KMI cand am comparat pacientii
cu keratoconus cu lotul martor dar si in urma comparatiei intre rudele pacientilor cu
indivizii sdnatosi.

Studiul nostru a aratat corelatii negative semnificative ale parametrilor biomecanici (CH,

CRF) cu nivelul biomarkerilor lacrimali numai in lotul pacientilor cu keratoconus.

In ceea ce priveste grosimea corneand centrald, s-au constatat corelatii negative medii si
puternice cu semnificatie statisticd intre valorile pahimetrice si concentratia nivelului

citokinelor din lacrimile pacientilor cu keratoconus.

Intrucat am studiat sapte citokine diferite din lacrimile subiectilor, am analizat
interactiunea dintre citokine, rezultand corelatii semnificative din punct de vedere
statistic. Astfel scoatem in evidentd interdependenta intensa intre citokine ce are loc la
nivelul suprafetei oculare, o interleukind stimuland la randul ei pe alta, potentdnd in asa
fel actiunea acestora. Acest mecanism intricat de stimulare reciproca s-a Intalnit in studiul

nostru atat la pacientii diagnosticati cu keratoconus cat si la rudele acestora.

Efectuarea analizei citokinelor lacrimale poate constitui un parametru important in
evaluarea progresiei keratoconusului. Mai mult, in completarea optiunilor terapeutice
deja cunoscute (crosslinking fotooxidativ), ne punem Iintrebarea daca o altd linie de
tratament antiinflamator poate fi instituita in cazul pacientilor cu un status inflamator
lacrimal alterat in vederea modularii raspunsului inflamator si implicit in stoparea sau

incetinirea progresiei bolii.

Totodata, analiza citokinelor lacrimale poate constitui un parametru suplimentar in
urmadrirea rudelor cu risc crescut de a dezvolta keratoconus in scopul detectiei precoce a

ectaziel.

Trebuie avut in vedere insa ca studiul de fatd prezinti o serie de limite. Intrucat la acest
experiment a participat un numar mic de subiecti, rolul mediatorilor inflamatori de la
nivel lacrimal trebuie confirmat si definit pe loturi mai mari de pacienti pentru a putea fi
acceptati ca si factori de risc suplimentari in etiopatogeneza keratoconusului. De

asemenea, pornind de la studiul publicat de Jun si colaboratorii conform caruia nu s-au
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detectat diferente semnificative ale concentratiilor citokinelor serice intre pacientii cu
keratoconus si indivizii sdnatosi, infirmand astfel asocierea bolii cu inflamatii sistemice,

s-a hotarat ca pentru studiul de fata sa se analizeze strict citokinele lacrimale.
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