STRESZCZENIE (POLSKI)

Niniejsza praca doktorska zostata wykonana zgodnie z zalozeniami projektu EDEN (European
Dry Eye Network), finansowanego z programu Horyzont2020, w grancie Marii Sklodowskiej-
Curie 0 numerze 6462760. Praca opisuje szeroko zakrojone badania majace na celu
zidentyfikowanie lub wynalezienie nowych makro-biomarkeréw, ktore zmierzone w sposob
obiektywny 1 nieinwazyjny postuza jako wskazniki zespotu suchego oka (ZSO), w

szczegolnos$ci, w jego poczatkowej fazie.

W tym celu, niniejsza praca proponuje nowe miary dynamiki filmu tzowego w serii
eksperymentoéw oraz doglebnie §ledzi jakg role odgrywaja te nowe i inne, ustandaryzowane,
miary w patofizjologii ZSO, poprzez $ledzenie trendow tych markeréw przez okres jednego

roku u pacjentow z poczatkowymi lub umiarkowanymi objawami ZSO.

Glowna hipotezg kierujaca niniejszymi badaniami, jest stwierdzenie, ze spadek homeostazy
filmu tzowego, ktory to jest w literaturze opisany jako kluczowy patologiczny mechanizm u
podstaw ZSO, moze by¢ wyrazony nie tylko jako zaburzenie proporcji poszczegodlnych
sktadnikow, czy tez objetosci poszczegdlnych komponentéw filmu tzowego, lecz takze jako
brak rownowagi pomig¢dzy hydrodynamicznymi procesami zachodzacymi w filmie tzowym lub

meniskach tzowych.

Wspomniane hydrodynamiczne procesy w zdrowym oku zachodza w rownowadze
odpowiednej dla zachowania homeostazy filmu izowego i1 adekwatnie do warunkow
srodowiskowych, zdrowotnych i1 psychofizycznych, za$ regulowane sg przez funkcjonalng
jednostke 1zowa (and. lacrimal functional unit, LFU). Zaburzenie ktoregokolwiek z tych

procesoOw moze trwale uposledzi¢ te¢ rownowagg i zapoczatkowaé rozwoj ZSO.



Na podstawie powyzszego zalozenia, wspdlczynnik wymiany filmu tzowego (ang. tear
clearance rate, TCR lub tear turnover rate, TTR) zostal wybrany jako potencjalny makro-
biomarker ZSO. TCR i TTR tak jak i ZSO cechuje wieloczynnikowa natura. Wskazniki te sg
proporcjonalne do wszystkich hydrodynamicznych proceséw zachodzacych w filmie fzowym i

meniskach oraz wykazuja potencjalne zastosowanie w diagnostyce roznicowej ZSO.

W niniejszej pracy badawczej zostato opracowanych kilka miar i protokotow pomiarowych,
ktore moga zosta¢ zinterpretowane i uzyte jako kwantyfikatory wymiany tez. Co wigcej, kilka
istniejacych juz miar zostato zidentyfikowanych jako potencjalne biomarkery ZSO. Te
kwantyfikatory moga by¢ nieinwazyjnie zmierzone, obiektywnie przeanalizowane i mogg by¢
stosowane w warunkach Klinicznych. Tymi markerami sg, w szczegdlnosci, osmolarnos¢ tez,
parametry geometryczne menisku tzowego mierzone dynamicznie, stabilnos$¢ filmu tzowego

okreslona obiektywnie oraz TCR.

Niniejsza praca zostala podzielona na dwie gtowne czesci: Eksperymentalng i Studium
trendow biomarkeréw. W czgsci eksperymentalnej (Rozdziat II) zaproponowano nowe metody
ilosciowej analizy dynamiki filmu tzowego. Cze$¢ druga (Rezdzial III), opisuje proces
przygotowania, przebieg oraz wyniki rocznej obserwacji trendow biomarkeréw u o0sob

noszacych soczewki kontaktowe.

Waznym jest, by opracowac prostsze, przez co takze, tatwiejsze w zastosowaniu klinicznym,
metody ilosciowej oceny dynamiki filmu fzowego, takie jak czynnik TCR. Techniki opisane w
rozdziale eksperymentalnym moga zosta¢ uzyte do $ledzenia, analizy i iloSciowego opisu
roznego rodzaju aspektow dynamiki tez. TCR i TTR w literaturze zostaly opisane jako miary
integralno$ci LFU oraz wymiany tez na powierzchni oka. Te parametry moga staé si¢

potencjalnymi makro-biomarkerami ZSO. Kladac nacisk na kliniczng przydatno$¢ metod



opisanych powyzej, niniejsza praca proponuje nowe, alternatywne metody pomiaru dynamiki
tez w formie trzech niezaleznych eksperymentéw. Opisuje ona dwie alternatywy dla
tradycyjnych skomplikowanych 1 laboratoryjnych pomiarow TCR 1 TTR. Pierwsza z
proponowanych metod polega na $ledzeniu spadku intensywnosci fluorescencji fluoresceiny w
filmie fzowym przy pomocy profilometrii rogowkowo-skleralnej (Eksperyment 1), druga zas
umozliwia estymacj¢ wczesnofazowej wymiany lez przy uzyciu spektralnej optycznej
koherentnej tomografii (ang. Optical coherence tomography, OCT) (Eksperyment 3), w oparciu
o algorytm meniskometrii dynamicznej zaproponowany w Eksperymencie 2.
Eksperyment 2 porownuje trzy rézne metody pomiaru geometrycznych parametrow menisku
tzowego: metode standardowa en face, metode opartg na statycznym, pojedynczym B-skanie

OCT oraz nowa metode opartg na serii takich B-skanow (meniskometria dynamiczna).

Aby zaobserwowaé widoczne zmiany na powierzchni oka 1 w filmie tzowym w czasie,
uczestnikom badan trendow biomarkeréw zostaty dobrane jednodniowe soczewki kontaktowe
wykonane z materialu silikonowo-hydrozelowego (Delefilcon A) lub hydrozelowego
(Omafilcon  A), ktore uczestnicy  nosili  przez okres 12 miesiecy.
Protok6t badan podtuznych zostal przygotowany z uwzglgdnieniem ram czasowych
i finansowych projektu EDEN. Darmowy zapas soczewek kontaktowych, ktory zostat
przydzielony kazdemu z uczestnikow, wptynat na niezwykle maty wspotczynnik ich rezygnacji
z udzialu w badaniach, za$ stala kontrola przez specjaliste pozytywnie przyczynita si¢ do
przestrzegania przez uczestnikoéw zalecen wzgledem pielggnacji soczewek oraz czasu i
czestotliwosci ich noszenia. W zwigzku z powyzszymi czynnikami, u wigkszosci uczestnikow
zaobserwowang pozytywne zmiany w fizjologii powierzchni oka oraz filmu zowego. Gtéwna
hipoteza lezaca u podstaw powyzsze] metodologii, byto zalozenie, Ze noszenie soczewek

kontaktowych zaburzy w cho¢by minimalnym stopniu fizjologi¢ powierzchni oka i filmu



tzowego na przestrzeni jednego roku, dzigki czemu mozliwe bgdzie zaobserwowanie trendow

zaproponowanych biomarkerow.

Na protokot rocznych badan sktadato si¢ 7 wizyt: wizyta bazowa wykonana na oczach bez
soczewek, wizyta z dopasowaniem soczewek nastepnego dnia, wizyta kontrolna po dwoch
tygodniach noszenia soczewek oraz wlasciwe wizyty pomiarowe po trzech, szesciu 1 12
miesigcach noszenia soczewek kontaktowych, po ktérych wykonano kolejne pomiary, po 3-
dniowej przerwie w noszeniu soczewek. Temperatura 1 wilgotno$¢ powietrza w laboratorium
pomiarowym byta notowana osobno dla kazdego uczestnika. Na pomiary sktadat si¢ zestaw
metod, ktoére pozwalaja na iloSciowe 1 obiektywne okreslenie wszystkich procesow
fizjologicznych wymienionych jako objawy ZSO, a ktére mozna zmierzy¢ w klinice i przy
pomocy ogodlnodostgpnych urzadzen. Protokél zawieral zatem pomiary takie jak:
kwestionariusz oceny choréb powierzchni oka (ang. Ocular Surface Disease Index, OSDI),
skrocony kwestionariusz oceny zespotu suchego oka (5-item Dry Eye Questionnaire, DEQ-5),
pomiar menisku tzowego w obserwacji en face przy pomocy Keratografu Oculus 5M® (K5M),
pomiar osmolarnosci tez przy pomocy osmometru TearLab Osmolarity System®, nieinwazyjny
pomiar czasu przerwania filmu tzowego przy pomocy K5M i ocena przedniego odcinka oka
pod biomikroskopem z lampa szczelinowg oraz pomiar grubosci rogowki przy pomocy OCT.
Kolejno wykonane zostaly pomiary niestandardowe, zaproponowane w czeSci
eksperymentalnej niniejszej pracy, takie jak dynamiczna meniskometria z uzyciem OCT i
estymacja TCR w oparciu o dynamiczng meniskometri¢, by nastgpnie oceni¢ uszkodzenie
powierzchni oka na bazie pomiaré6w barwienia spojowki i rogowki zielenig lizaminowa i
fluoresceing, oraz na bazie barwienia wycieraczki powiekowej i meibografii wykonanej w

podczerwieni przy pomocy K5M.



Nacisk ktadziono na to, aby, gdy to tylko mozliwe, powyzsze pomiary wykona¢ metodami
gwarantujacymi maksymalne zautomatyzowanie, powtarzalno$¢, minimalng inwazyjnos¢ i

obiektywno$¢ oceny oraz tatwos¢ zastosowania W warunkach Kliniczny.

Roczne pomiary trendow biomarkerow ukonczylo 55 uczestnikow. Grupa skladata sig
z mtodych, zdrowych 0so6b, ktorych $redni wiek to (Srednia + odchylenie standardowe) 26 + 4
lata, w przedziale od 20 do 37 lat. Na podstawie procedury dopasowania soczewek, 38 osobom
(w tym 25 kobietom i 13 me¢zczyznom) dopasowano jednodniowe, migkkie soczewki
silikonowo-hydrozelowe, a pozostatym 17 osobom (w tym 11 kobietom i

6 m¢zczyznom) soczewki hydrozelowe.

Poniewaz nie bylo statystycznie znaczacej réznicy w zadnym z mierzonych parametrow
pomiedzy grupami noszgcymi rézne soczewki lub tez grupami roznej plci, grupe badawcza
ujednolicono 1 rozpatrywano cato$ciowo w funkcji czasu. Nieparametryczna dwuczynnikowa
ANOVA wykazala statystycznie znaczace trendy czasowe w OSDI, DEQ-5, osmolarnosci tez,
nieinwazyjnych czasach przerwania filmu tzowego, dynamicznie mierzonej wysokosci
menisku tzowego, TCR oraz barwieniu powierzchni oka i tarczki powiekowej, a takze w
grubosci centralnej rogéwki i w meibografii. Brak zaobserwowanych statystycznie znaczacych
roéznic pomiedzy pierwsza i ostatnig wizyta (ktore to zostalty wykonane po przerwie w noszeniu
soczewek) wskazuje na to, iz czes¢ zaobserwowanych zmian ma charakter przejsciowy. Brak
réznicy w stopniu przekrwienia rabka rogdéwki i spojowki gatkowej moze sugerowac, iz

obserwowane zmiany nie majg charakteru zapalnego.

W trakcie trwania badan widoczny byt stopniowy spadek TCR. Pole powierzchni przekroju

menisku lzowego bylo negatywnie skorelowane z osmolarno$cig. Dodatkowo, dynamiczna



meniskometria okazata si¢ by¢ metoda na tyle doktadng, by wykaza¢ potencjalne zmiany w

ksztalcie powierzchni oka i wptyw tych zmianna ksztatt menisku tzowego.

Metody pomiaru wymiany tez proponowane w niniejszej pracy sa tatwe w wykonaniu,
nieczasochtonne i obiektywne, przez co potencjalne moga by¢ stosowalne w Srodowisku
klinicznym. Profilometr fluoresceinowy moze zosta¢ uzyty do $ledzenia subtelnych,
dynamicznych zmian w filmie fzowym na catej powierzchni oka w granicy szpary powiekowe;.
Metoda ta nie jest ograniczona przez przepuszczalno$¢ rogdwki dla fluoresceiny i1 cechuje ja

relatywnie duza powtarzalno$¢.

Algorytm postgpowania i program komputerowy napisany w celu dynamicznego pomiaru
menisku tzowego przyczynilty si¢ do zwickszenia precyzji pomiaru parametrow
geometrycznych menisku i doktadniejszej ich estymacji, odpornej na dynamiczne zmiany tych
parametrow po kazdym mrugnigciu. OCT moze zosta¢ uzyte jako szybka i doktadna,
jakosciowa  oraz iloSciowa metoda oceny menisku tzowego oraz TCR.
Dzigki zastosowanemu algorytmowi, parametry menisku obliczane sg doktadniej, szybciej i
automatycznie. W niniejszej pracy zaobserwowano takze, ze dynamiczna meniskometria
dostarcza nowych informacji na temat subtelnych zmian zachodzacych w menisku tzowym,
ktore sg poza zasiggiem standardowej metody pomiaru statycznego lub pomiaru en face. Ocena
TCR przy pomocy OCT jest nieinwazyjna, relatywnie szybka i duzo tatwiejsza w wykonaniu
niz tradycyjnie metody uzywane do oceny wymiany i dynamiki filmu zowego. OCT umozliwia

bardziej wnikliwg wizualizacj¢ menisku oraz wymiany tez.

Niniejsza praca proponuje nowe miary homeostazy i dynamiki filmu tzowego oraz za ich
pomoca eksploruje patofizjologiczny mechanizm ZSO. Sledzac trendy kilku potencjalnych

biomarker6w na przestrzeni jednego roku wykazuje, ze osmolarno$¢ tez moze by¢ uzywana



jako wskaznik subtelnych zmian w fizjologii filmu tzowego. Zmiany osmolarno$ci tez koreluja
z wyindukowanym u pacjentow pozytywnym efektem zmiany soczewek kontaktowych na
jednodniowe i bardziej nowoczesne. Pozytywne zmiany zostaly zaobserwowane zard6wno u
0sOb symptomatycznych, jak i u tych bez objawow ZSO. Wszystkie zmiany w osmolarnosci na
przestrzeni roku byly statystycznie znaczace. Dodatkowo, meniskometria oparta na
zaproponowanym algorytmie na bazie dynamicznych pomiaréw zdaje si¢ by¢ dobrym
wyznacznikiem subtelnych zmian parametréw menisku lzowego w czasie. Obserwowalne

zmiany wyrazaly si¢ takze jako spowolniony czas wyplukiwania tez, czyli obnizony TCR.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska proponuje nowe metody pomiaru filmu tzowego oraz
wykazuje, ze osmolarno$¢, TCR oraz dynamiczna meniskometria moga by¢ uzyte jako
potencjalne biomarkery wspierajace diagnoze ZSO. Markery te sg wrazliwe na subtelne zmiany
fizjologii powierzchni oka u mtodych, zdrowych 0sob, zatem z pewnoscig pozwola na analizg

owych zmian u os6b z bardziej zaawansowang manifestacja ZSO.



