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Liste des abréviations

(par ordre d’apparition)

RAGE : Receptor for Advanced Glycation
End products

PRRs : Pattern-Recognition Receptors
fI-RAGE : full-length RAGE

kDa : kilo Dalton

ctRAGE : domaine cytoplasmique de
RAGE

FH1 : Formin Homology domain 1
DIAPH1 : mammalian form of diaphanous
1

SRAGE : soluble RAGE

esRAGE : endogenous secretory RAGE
MMPs : Matrix Metalloproteinases

ITG a : Intégrines a

AGE : Advanced Glycation End products
HMGB1: High mobility group box 1

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARNmM : Acide ribonucléique messager
Ca2+ : Calcium

FGFRL1 : Fibroblast growth factor receptor
1

TNF: Tumor Necrosis factor

IL: Interleukin

LPA : acide lysophosphatidique

AP : protéine amyloide beta

Clq : protéines du complément

DIAPHL1 : Protein diaphanous homolog 1
AKT : sérine/thréonine kinase

NADPH :

dinucleotide phosphate

Nicotinamide adenine

Ras/MEK/ERK : Ras/mitogen-activated
protein kKinase

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
JAK/STAT : Janus kinase/ transducteur de
signal et activation de la transduction

AP-1 : protéine activatrice 1

HES : Hématoxyline-éosine-safran

MUC : mucine

pm : micrometre

CD8 : cluster de différenciation 8

ul : microlitre

EGF : Epithelial Growth Factor

TGF-p : Transforming growth factor-beta
KC : kératocdne

CH : Corneal Hysteresis

CRF : Corneal Resistance Factor

INF-y : Interféron y

CXL : Cross-linking cornéen

UV : ultra-violet

DED : Dry Eye Disease

DEWS : International Dry Eye Workshop
LFU : Lacrymal Functional Unit

DMLA : Dégenerescence maculaire liee a
I’age

NVU : Neurovascular Unit

VEGF : Vascular Endothelial Growth
Factor

GPAO : Glaucome primitif a angle ouvert
MIP : Macrophage Inflammatory Proteins

HCE : Human corneal epithelial



MD : Membrane de Descemet

HSV : Herpes simplex virus

NFATS5 : Nuclear factor of activated T-cells
5

KO : Knock Out

Reégle des 3R: Réduire, Raffiner,
Remplacer

°C : degres Celsius

mg/kg : milligramme par kilogramme
SOD : Superoxyde dismutase

RT-gPCR: Reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction
LTF : Lactoferrine

mg/ml : milligramme par millilitre

Fe3+ : Fer

ALDHases : protéines aldéhyde oxydo-
réactions

CXCLS8: IL-8

Vit A : vVitamine A

TIMP-1 : Metallopeptidase inhibitor 1
Kmax : Kératométrie maximale

D : Dioptrie
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1. Le Récepteur aux Produits Avanceés de Glycation : RAGE

1.1 Les différentes isotypes de RAGE

Le Récepteur aux Produits Avancés de Glycation (Receptor for Advanced Glycation
End products, RAGE) est un récepteur transmembranaire non spécifique, ubiquitaire, de la
famille des immunoglobulines, qui se présente sous de multiples isoformes.! Il a été décrit
comme reconnaissant des motifs moléculaires pro-inflammatoires et appartient, de ce fait, au
groupe des « pattern-recognition receptors » (PRRs).23 Dans le génome humain, le géne RAGE
est situé dans le locus du complexe majeur d’histocompatibilité dans la région de classe I1I du
chromosome 6 (6p21.3), une région connue pour étre dense en genes impliqués dans les

réactions pro-inflammatoires.*

Dans sa forme compléte nommée full-length RAGE (fI-RAGE), variant de 35 a 55 kDa
selon les tissus, il est constitué de trois domaines majeurs : un domaine extracellulaire
(comprenant un sous-domaine variable V et deux domaines constants C1 et C2) permettant la
fixation des ligands, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique permettant la
transduction intracellulaire du signal.® Le domaine cytoplasmique de RAGE (ctRAGE) joue un
réle majeur dans la transduction du signal intracellulaire via le domaine FH1 (formin homology

domain 1) de DIAPH1 (mammalian form of diaphanous 1), 1’un de ses adaptateurs.®

Il existe des formes tronquées de RAGE : il s’agit de formes solubles produites par
clivage de la partie extracellulaire du récepteur transmembranaire fl-RAGE (dénommées
soluble RAGE ou sSRAGE), ou grace a un épissage alternatif pour la forme esRAGE (pour
endogenous secretory RAGE). Les formes clivées par mécanisme protéolytique (SRAGE)
impliquent des protéases de la famille des matrix metalloproteinases (MMPs), des
metalloproteinases (ADAM-10), ou des intégrines o (ITG a). Ces formes solubles de RAGE

peuvent jouer le role de “leurre” en séquestrant les ligands, empéchant ainsi 1’interaction de
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ceux-ci avec la forme transmembranaire fl-RAGE et prévenant ainsi son activation.” (Figure 1)

S - RAGE
Fl - RAGE r . )
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Figure 1. RAGE et ses isoformes (d’apres Navel et al. Dysregulation of Receptor for Advanced

Glycation End Products (RAGE) in Keratoconus).®

1.2 Les ligands de RAGE

Les ligands de RAGE sont issus de processus biologiques divers, tant exogenes
qu’endogenes, souvent secondaires a une agression cellulaire, et appelés de fagon générique
alarmines. Il en existe un trés grand nombre, aux caractéristiques et origines moléculaires
divers, mais il est classique d’en décrire trois grandes familles : les produits de glycation
avancée (Advanced Glycation End products, AGE), les amphotérines dont HMGBL, et les

calgranulines dont les protéines S100.

Les AGEs sont générés par la glycosylation non enzymatique et 1’oxydation de
protéines, d’acides nucléiques ou de lipides par la réaction de Maillard.® Les AGEs peuvent

ainsi €tre générés dans les tissus par exces d’apport exogene en glucides et protéines, ou encore
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par les fumées de tabac.’® Les AGEs ainsi produits vont altérer 1’intégrité et les fonctions
d’échange des membranes cellulaires, favoriser la réponse inflammatoire non-spécifique via
I’activation de récepteur multi-ligands comme RAGE, et induire in-fine la production de
cytokines pro-inflammatoires et d’espéces réactives de 1’oxygéne (stress oxydant).!! De fait, un
lien fort a été établi entre 1’accumulation d’AGEs dans 1’organisme et la survenue de
pathologies telles que le diabéte, les pathologies cardiovasculaires, les pathologies

neurodégénératives, et les néoplasies cancéreuses.®1# 14

HMBGL1, pour High Mobility Group Box 1 en lien avec sa forte mobilité dans les gels
d’électrophorése, a été le premier ligand identifié non-AGE pouvant interagir avec RAGE.* Il
est retrouvé de maniere ubiquitaire dans le corps humain (cerveau, cceur, poumon, foie, systéme
vasculaire etc..), et peut étre mis en évidence aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme
des cellules, ou dans le milieu extra-cellulaire.'® Dans le noyau cellulaire, HMGB1 est impliqué
dans les processus de réparation de I’ADN, la stabilit¢ chromosomique et, via Beclin-1,
’autophagie.l” Dans le milieu extra-cellulaire, HMGB-1 est un ligand des isoformes de RAGE,
et des récepteurs Toll-like, impliqués dans les réponses inflammatoires non-spécifiques
(libération de cytokines pro-inflammatoires et apoptose) et spécifiques (maturation des cellules

de I'immunité).'8

La famille des protéines S100 (S100A1, S100A18, S100B, S100G ...) regroupe un trés
large groupe de protéines de liaison au calcium (Ca2+), impliquées dans la régulation de divers
processus intra et extracellulaire.® En intracellulaire, les protéines S100 ont pour action de
changer la conformation moléculaire de facteurs de transcription, via I’adjonction ou le retrait
de Ca2+, régulant ainsi I’expression du génome, I’activation enzymatique, le cycle cellulaire,
et la réponse inflammatoire.?° En extracellulaire, les protéine S100 ont un réle autocrine et
paracrine, interagissant avec de nombreux récepteurs tels que RAGE, les récepteurs couplés

aux protéines G, les récepteurs Toll-like, les récepteurs des facteurs de croissance des



fibroblastes de type 1 (fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1)). De fait, elles agissent sur
la transcription de médiateurs de I’inflammation (TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-8), le stress

oxydant, et I’apoptose cellulaire.?

On citera également comme ligands de RAGE : I’acide lysophosphatidique (LPA) issue
de la dégradation des acides gras saturés et insaturés ;?? la protéine amyloide beta (AP)
impliquées dans la pathophysiologie de la maladie d’ Alzheimer ;?® la phosphatidylsérine jouant
un réle de reconnaissance au niveau des membranes cellulaires dans les processus de
phagocytose des macrophages ;> et enfin les protéines du complément (C1q) sécrétées en

majorité par les phagocytes et régulant I’activité des cellules de 1I’immunité adaptative.?®

1.3 Les voies d’activation intracellulaire de RAGE

L’activation de la voie intracellulaire de RAGE passe par la reconnaissance du couple
fl-RAGE-ligand au niveau de la portion extracellulaire du récepteur transmembranaire.?® La
deuxiéme étape clé de la transduction du signal intervient au niveau du couple ctRAGE-
DIAPHL1, impliquant des mécanismes complexes de phosphorylation par des protéines kinases
comme AKT (sérine/thréonine kinase, appelée également protéine kinase B).® Une fois activée
par phosphorylation, le couple ctRAGE-DIAPHI1 enclenche la cascade d’activation
intracellulaire via de nombreuses voies telles que : NADPH oxydase, Ras/mitogen-activated
protein kinase (Ras/MEK/ERK1/2), mitogen-activated protein kinase (MAPK/P38),
PIBK/AKT, janus kinase/ transducteur de signal et activation de la transduction
(JAK/STAT).2"28 |l en résulte I’activation de facteurs de transcription (i.e. NF-kB, STAT-3,
protéine activatrice 1 (AP-1)), induisant la synthése de molécules pro-inflammatoire type IL-1,

IL-6 ou TNF-a.2® (Figure 2)

In fine, I’activation de la voie RAGE via la libération extracellulaire de facteurs pro-



inflammatoires, pro-thrombotiques, pro-apoptotiques, et vasoconstricteurs, entraine un
rétrocontrdle positif sur sa propre voie d’activation (e.g. augmentation de 1’expression de fl-
RAGE).! A contrario, dans certains tissues, un rétrocontrdle négatif peut se mettre en place via
le clivage protéolytique de fl-RAGE a la surface des cellules (création de SRAGE), ou par la
sécrétion de es-RAGE obtenue apreés traduction d’'un ARNm découlant de 1’épissage alternatif,
augmentant alors la concentration extracellulaire de leurres solubles de RAGE (SRAGE et es-
RAGE).? Ces différents mécanismes d’activations ou de rétrocontrdle négatif de la voie RAGE
rendent compte de la complexité de cette voie d’activation cellulaire, tantot pro-inflammatoire
dans certaines conditions physiopathologiques (i.e. diabéte, pathologies cardiovasculaires,

cancers),*®32 tant6t anti-inflammatoire (i.e. bronches et poumons de fumeurs).*

Sigos <HMGBI

IRAGE  sRAGE! AGEs

(LPA
ciq \ Other ligands

74

\

i V-Domain
i C1-Domain g I |

B . MMP, ITGa i \
1 C2-Domain 99 A | [l eSRAGE
) 4 obd

& > . 4; . »!1 xxxxx BIDIISISIDEIIFIIID 3o |’ >
i Cytoplasmic | Small molecule

i tail ) pp—— 1 inhibit

; : [TIRAP | DIAPHI ———r ]

:““'"'“'-"“~~~—--~----~<-: / \ H
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Figure 2. RAGE et ses voies d’activation intracellulaire (d’aprés Dong et al. Pathophysiology

of RAGE in inflammatory diseases, Frontiers in Immunology, 2022).%
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2. Kératocbne et syndrome sec oculaire : des pathologies de la

Surface Oculaire

2.1 Le concept de Surface Oculaire

La notion de surface oculaire regroupe un ensemble de tissus barriéres de I’ceil et de la
face, aux origines et fonctions trés divers, interreliés par une fonction anatomo-physiologique
commune qui est celle de protéger I’ceil des agressions du monde extérieur. A 1’instar d’organes
« frontiéres » du corps humain, comme la peau ou le tube digestif, le concept de surface oculaire
renvoie aux notions fondamentales de surface d’échange avec notre environnement, de
protection des agressions microbiologiques ou physico-chimiques, ou encore de qualité de

vision via la nature du dioptre oculaire.®*

Elle présente a décrire la conjonctive, la cornée, le limbe, le film lacrymal, et les paupiéres.
(Figure 3)

Paupiéres supérieures
et
inférieures

Appareil ciliaire

Limbe cornéo-conjonctivale Conjonctive bulbaire

Cornée Ménisque lacrymale

Figure 3. Les composants de la surface oculaire.

2.1.1 La conjonctive

La conjonctive est une structure muqueuse disposée a la face antérieure du globe
oculaire et a la face postérieure des paupieres. Elle est richement vascularisée, contient les
cellules a mucus essentielles au film lacrymal et participe a la veille immunitaire de I’organisme

en hébergeant les cellules de I’immunité innée et acquise.>®
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Elle est subdivisée en trois parties : la conjonctive palpébrale, tendue de ’arriére des
orifices des glandes de Meibomius au fornix, le fornix ou culs de sacs conjonctivaux, zone de
transition entre paupiére et globe oculaire, et la conjonctive bulbaire, tendue du fornix au limbe.
Histologiquement, la conjonctive est formée par un épithélium pluristratifié contenant des

cellules a mucus, reposant sur une membrane basale et un stroma a tissus conjonctif lache.®*

Figure 4 : Coupe histologique (HES x25) conjonctive bulbaire, Surface Oculaire, rapport de la

Société francaise d’Ophtalmologie, 2015.34

Les cellules @ mucus sont responsables de la synthése de mucines, notamment MUC5AC et
MUC2, dont le r6le fondamental au sein du film lacrymal est de recouvrir la surface hydrophobe
des cellules épithéliales cornéennes afin de les relier a la phase aqueuse des larmes et d’en

assurer la propriété visqueuse.*

2.1.2 La cornée
La cornée, composante majeure du dioptre oculaire avec le film lacrymal, est en
continuité avec la conjonctive bulbaire via le limbe cornéo-conjonctivale. Elle se compose de

5 couches : I’épithélium cornéen, la membrane de Bowman, le stroma, la membrane de

12



Descemet, et ’endothélium cornéen. Certains décrivent une sixiéme couche située entre le

stroma postérieur et la membrane de Descemet, appelée couche de Dua.®

L’épithélium cornéen s’organise en 5 a 7 couches cellulaires, il est de type pavimenteux
stratifié. La couche basale cylindrique monocellulaire repose sur une fine membrane basale
séparant 1’épithélium de la membrane de Bowman. La couche intermédiaire représente un état
de transition avec des cellules polygonales réparties en 2 a 4 assises en cours de différenciation
dans leur migration vers la surface. La couche superficielle compte 2 a 3 couches cellulaires
différenciées, de forme allongée et aplatie. En contact intime avec le film lacrymal, I’épithélium
cornéen est une surface d’échange importante et constitue le dioptre principal du systéme

oculaire.’

Figure 5. Coupe en microscopie confocale de la couche superficielle (A) et de la couche basale

(B) de I’épithélium cornéen, Surface Oculaire, rapport de la Société frangaise d’Ophtalmologie,

2015.%

Le stroma cornéen représente la plus grande partie de 1’épaisseur cornéenne, avec
presque 400um soit 90% de son épaisseur totale. A sa partie la plus superficielle, la membrane
de Bowman est dépourvue de cellules et a une orientation de ses fibres de collagénes différentes
du reste du stroma.® Le stroma, avasculaire, est composé presque exclusivement de collagéne

de type | et V, organisé en fibrilles de méme taille et paralleles entre elles. L’orientation
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géométrique des fibrilles de collagénes, ainsi que leur diamétre inférieur a la moitié de la
longueur d’onde de la lumiére, revétent une importance fondamentale pour la transparence de
la cornée et la transmission de la lumiére. Rares et disséminés entre les fibres de collagénes, les

kératocytes ont pour fonctions la biosynthése du collagéne et de la substance fondamentale.®*

L’endothélium cornéen est une couche unique de cellules polygonales reposant sur la
membrane de Descemet. Cette couche cellulaire, bloquée en phase G2 de la mitose, a un réle
fondamental de régulation des mouvements d’eau dans la cornée, permettant un état de

déturgescence cornéenne propice a sa transparence.>*

2.1.3 Le limbe

Anatomiquement, le limbe constitue la jonction entre les tissus conjonctivo-scléraux,
vascularisés, et la cornée, avasculaire. L’importance du limbe se résume par ses fonctions
fondamentales de renouvellement de 1’épithélium cornéen, de réservoir immunitaire, et
d’apport nutritif pour la cornée via sa richesse en anastomose vasculaire. Le limbe abriterait
ainsi un grand nombre de cellules souches de 1’épithélium cornéen au niveau de cryptes situées
dans les palissades de Vogt.* La théorie actuelle du renouvellement des cellules épithéliales
cornéennes impliquent une répartition des cellules souches sur I’ensemble de la surface
cornéenne au niveau de la membrane basale, associée a une réserve limbique au niveau des
cryptes.”® Sa richesse en apport vasculaire et lymphatique lui permet une fonction de veille
immunitaire de la surface oculaire : les cellules de I’immunités innées (macrophages, cellules
dendritiques) et spécifiques (lymphocytes CD8+) sont retrouvées en grand nombre dans

I’épithélium cornéoscléral.**

2.1.4 Le film lacrymal
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Le film lacrymal est organisé schématiquement en 3 couches : la couche lipidique en
superficialité, la couche aqueuse, puis la couche mucineuse donc la concentration en mucines
augmente vers la profondeur pour former le glycocalyx, étroitement lié aux cellules
superficielles cornéo-conjonctivales. Cette description en 3 couches est évidemment
schématique, puisqu’un large continuum existe entre les différentes phases du film lacrymal.*2

(Figure 6)

Environnement extérieur

Phase lipidique

Phase mucineuse

Figure 6. Répartition schématique des différentes couches du film lacrymal. Gradient de

concentration en mucines (fleche rouge).

D’un volume d’un peu moins de 10pul, la qualité réfractive et protectrice du film
lacrymal dépend de la sécrétion des glandes lacrymales, de son étalement par le balayage
palpebral, de sa composition, de son évaporation et de son évacuation par les voies excrétrices
lacrymonasales.*?“® La phase superficielle est de composition lipidique, avec une partie interne
faite d’acides gras a longues chaines et une partie externe faite d’esters de cholestérol et de
dérivés des triglycérides. L’ensemble confére a cette couche hydrophobe un rdle mécanique
résistif a la rupture et de stabilisation.*? Cette phase lipidique est alimentée en continue par la

sécrétion des glandes de Meibomius, contenues a I’ intérieur méme du tarse et au nombre d’une

15



trentaine par paupicre, dont I’orifice excrétoire est situé en arriere de I’implantation des cils.
Les glandes de Zeiss et de Moll sont, quant a elles, annexées aux follicules pileux et ont un réle

secondaire dans cette sécrétion.**

La couche mucino-aqueuse représente la majeure partie des 4pum d’épaisseur en centrale
du film lacrymal. Elle est riche en protéines dont des enzymes et des mucines, des hormones,
des facteurs de croissance, des cellules desquamées et d’autres cellules inflammatoires et
immunitaires.”® La protection immunitaire de la surface oculaire est permise par les substances
dissoutes comme les IgA, la lactoferrine, le lysozyme et les cystatines. C’est la glande lacrymale
principale, située en supéro-externe de la cavité orbitaire dont le canal excréteur s’abouche par
4 a 7 canaux dans le fornix supérieur, qui est responsable de la sécrétion de 99% de ces
protéines.3 On décrit également les glandes accessoires de Krause et Wolfring réparties dans
le stroma conjonctival. Considérant le réle fondamental antimicrobien de la phase aqueuse, elle
posséde un role trophique non moins majeur sur I’épithélium cornéen et conjonctival par la
présence de facteurs de croissance comme 1’EGF et le TGF-B.%? La couche muqueuse permet
I’amarrage de la phase hydrophile de la couche aqueuse au niveau de la surface hydrophobe des
membranes cellulaires de 1’épithélium conjonctival et cornéen superficiel. Elle est formée de
mucines formant un gel de glycocalyx au contact intime avec ces cellules. Cette phase profonde

est sécrétée par les cellules & mucus réparties dans 1’épithélium conjonctival.*®

2.1.5 Les paupiéres

Les paupieres concourent a I’étalement et au renouvellement du film lacrymal. Assurant
la fermeture de la fente palpébrale, elles protégent de la dessiccation et des agressions
mécaniques I’ensemble du globe oculaire et permet 1’évacuation du trop-plein de larmes par la

pompe lacrymale vers les points lacrymaux qui constituent le début du canal lacrymo-nasal.
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Anatomiquement, on lui décrit une lamelle antérieure, musculo-cutanée, et une lamelle
postérieure, tarso-muqueux, dont la limite est visible en la présence de la ligne grise au niveau
du bord libre qui n’est autre que le muscle de Riolan vu par transparence.** Une notion
importante en dynamique palpébrale est celle de pompe lacrymale : elle permet 1’évacuation
harmonieuse de 1’excédent de larmes du lac lacrymal au niveau du canthus médial a chaque
clignement par effet de succion des points lacrymaux. Ceci est permis par I’insertion des chefs
profonds de la portion prétarsale de 1’orbiculaire en arriére de la créte lacrymale postérieure, se
dirigeant vers les canalicules en les enserrant. Toute anomalie musculaire ou d’élasticité des
paupiéres va immanguablement retentir de fagcon négative sur la qualité du film lacrymal et la

trophicité de la surface oculaire.*’

2.2 Le KératocOne

2.2.1 Définition & Epidémiologie

Le kératocone (KC) est historiqguement défini comme une pathologie non inflammatoire
et ectasiante de la cornée.*® Caractérisé par une déformation en cone et un amincissement
progressif de la cornée, le KC est a I’origine de 1’apparition d’une protrusion cornéenne et d’un
astigmatisme irrégulier conduisant a une diminution de 1’acuité visuelle de fagon chronique,
progressive et irréversible sans correction optique spécifique.*

I1 s’agit d’une maladie le plus souvent bilatérale (dans plus de 95 % des cas) et asymétrique,
avec un délai de survenue et d’aggravation variable entre les deux yeux d’un individu atteint.
Cette affection touche indifféremment les deux sexes, et concerne environ 1 personne sur 2 000,
avec une légére prédominance masculine et une incidence stable.®® Méme s’il s’agit d’une
maladie rare, le KC est toutefois désigné comme la maladie de la cornée la plus fréquente en

population générale. La prévalence rapportée du KC varie considérablement en fonction de
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I'emplacement géographique, des criteres de diagnostic utilisés et de la cohorte de patients
sélectionnés. Ainsi, la prévalence du KC dans les études peut varier de 0.2 cas pour 100.000
habitants en Russie, & 3300 cas pour 100.000 habitants en Iran.>! En France, la prévalence est
estimée a environ 50 cas pour 100 000 habitants.>2

L’age moyen de découverte du KC est de 27,3 + 9,5 ans avec prés de 90% des patients
diagnostiqués entre 10 et 39 ans. Classiquement, la maladie est diagnostiquée durant
I'adolescence et atteint son stade le plus avancé vers 20-30 ans. Dans la grande majorité des cas,
la pathologie se stabilise pour ne plus évoluer vers la troisiéme ou quatriéme décennie.>

Les signes cliniques d’'un KC modéré a sévere sont : I’amincissement cornéen (souvent en
inféro-temporale), une protrusion cornéenne (e.g. signe de Munson), un anneau de dépdt
ferrique a la base du cdne (anneau ou signe de Fleischer) et des stries de tension dans le stroma
profond (stries de Vogts).*® Dans les formes extrémes de la pathologie, il existe des ruptures
spontanées (ou provoqueées par frottements oculaires) de la membrane de Descemet entrainant
un cedeme subaigiie de la cornée (on parle alors d’hydrops cornéen) évoluant vers, ou précédant,
une opacification cornéenne.*® (Figure 7) Ces derniéres décennies, le diagnostic du KC a
beaucoup évolué avec 1’émergence des topographies cornéennes dites spéculaires (e.g.
réflexion des mires de Placido) ou d’¢lévation (e.g. balayage d’une fente lumineuse), permettant
un dépistage des formes frustres (ou pré-cliniques) sans signes cliniques ni retentissement

fonctionnel.>*
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Figure 7. Signes cliniques du KC (A. signe de Munson, B. hydrops, C. anneau de Flescher a la

base du cone, D. stries de VVogt avec opacités cornéennes).

2.2.2 Etiopathogénie

L'étiologie du KC reste méconnue, mais semble multifactorielle. Plusieurs facteurs de
risque sont impliqués dans la physiopathologie du KC : génétiques,?®>® environnementaux
(atopie),>® géographiques (climat tropical, ethnie asiatique) ou mécaniques (frottement
oculaire).>” Usuellement la découverte d’un KC est isolée, méme s’il existe des associations
pathologiques avec la trisomie 21, ’amaurose congénitale de Leber, la kérato-conjonctivite
vernale, ’eczéma, ou encore le prolapsus de la valve mitrale.58 50

La physiopathologie du KC ne fait pas consensus, probablement par manque de
compréhension des modifications biomoléculaires princeps de la pathologie. Cependant,
I’apparition d’un KC semble étre la manifestation finale de divers processus pathologiques

décrits comme étant impliqués dans la modification de la biomécanique cornéenne. L’étude de

la biomécanique cornéenne rend compte du comportement viscoélastique des tissus cornéens
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soumis a une force de déformation. Dans le KC, cette biomécanique cornéenne est diminuée
par une diminution de I’hystérése cornéenne (corneal hysteresis, CH) et du facteur de résistance
cornéen (corneal resistance factor, CRF).%! Ces modifications biomécaniques sont en lien avec
des modifications ultra-structurales de 1’épithélium et du stroma cornéen : ruptures de la
membrane de Bowman, apoptose des kératocytes du stroma antérieur, fibrose focale, et
réduction du nombre de lamelles de fibrilles de collagéne impliquant des modifications
architecturales du collagéne cornéen.®?®® L’origine de ces modifications ultra-structurales
cornéennes, a la base de la formation et de la progression de I’ectasie kératoconique, pourrait
étre en lien avec un déséquilibre inflammatoire au sein de la surface oculaire. En effet, plusieurs
études ont montré des taux élevés de facteurs pro-inflammatoires dans les larmes de patients
KC : IL-1, IL-6, TNF-0, métalloprotéinases (MMP-9), et interféron y (INF-y).54-% De plus, un
déséquilibre de la balance oxydative a été montré dans les larmes et les tissus de la surface
oculaire dans le KC par rapport aux sujets sains.%” Considérant les liens étroits d’activation entre
inflammation, stress oxydatif et autophagie, le remodelage cornéen menant au KC pourrait étre

I’aboutissement de ces mécanismes biomoléculaires complexes.®

2.2.3 Prise en charge thérapeutique

Le KC est une pathologie cornéenne handicapante, puisque touchant des adolescents et
des jeunes adultes durant des périodes de vies cruciales pour leur avenir socio-professionnel.

C’est autour de cette notion de handicap visuel que s’¢labore la prise en charge des patients KC.

La découverte d’un KC chez un enfant ou adolescent de moins de 18 ans motive souvent
I’indication chirurgicale de cross-linking cornéen (CXL).®° En effet, le risque d’un KC sévére
ou nécessitant une greffe de cornée est plus important lorsque 1’on diagnostic un KC a un jeune
age.” 1l est en effet plus complexe de suivre un enfant en consultation réguliére avec réalisation

d’examens complémentaires, et délicat de contrdler un frottement oculaire compulsif (e.g.
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allergies oculaires) ou faisant partie de troubles du comportement (troubles obsessionnels
compulsifs).®® Chez 1’adulte, I’indication de CXL se fait plus mesurée, dans un contexte de
soins personnalisés, aprés avoir stabilisé ou stoppé d’éventuels frottements oculaires, et apres
avoir attesté d’une progression de la maladie (évolution de ’ectasie sur des examens de
topographies cornéennes espacés dans le temps).”t Schématiquement, I’intervention de CXL
consiste a imprégner le stroma cornéen de riboflavine (vitamine B2) et d’exposer celui-Ci a une
source de rayonnement UV pour augmenter la résistance biomécanique du tissu cornéen.” A
ce jour, considérant les préceptes de I’Evidence Based Medicine, il n’existe que 1’intervention
de CXL pour stopper ou limiter la progression d’un KC.”* En effet, toutes les autres stratégies
chirurgicales (pose d’anneaux intracornéens, implants réfractifs intraoculaires, greffes de
cornée lamellaire ou transfixiante) ou optiques (adaptation en lunettes, lentilles souples
hydrophiles, lentilles rigides perméables aux gaz, lentilles rigides a appui sclérale) n’ont pour

objectif que la réhabilitation visuelle des patients KC."”

2.3 Le syndrome sec oculaire

2.3.1 Définition & Epidémiologie

Le syndrome sec oculaire (Dry Eye Disease, DED) est défini par le rapport du
« International Dry Eye Workshop (DEWS) » comme une pathologie multifactorielle des
larmes et de la surface oculaire entrainant une sensation d’inconfort oculaire, une perturbation
de la vision, et une instabilité du film lacrymal provoquant de potentiels dommages au niveau
de la surface oculaire.*? De plus, le DED est fondamentalement relié aux notions
d’hyperosmolarité du film lacrymale, ainsi qu’a une inflammation chronique de la surface
oculaire.*> On décrit schématiquement 2 grands types de DED, selon que la déficience se situe

au niveau de la phase lipidique (i.e. DED évaporatif) ou au niveau de la phase mucino-aqueuse
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(i.e. DED quantitatif). En clinique, la plupart des patients ont des formes mixtes, associant a

des degrés divers une déficience qualitative et quantitative.*?

I1 s’agit d’une pathologie fréquente, puisqu’on évalue la prévalence du DED a 5-34%
de la population générale.” Evidemment, a I’instar du KC, ces chiffres de prévalence varient
beaucoup selon les classes d’age et les zones géographiques étudiées. Ainsi, il est commun de
retrouver des prévalences de DED supérieure a 50% dans les classes d’ages supéricures a 40-
50 ans.” Les facteurs de risque de DED sont nombreux : sexe féminin, exposition a la pollution
environnementale,’®"" travail sur écran,’® les climats en hydrométrie basse et/ou température
élevée, les traitements au long court par collyres conservés (e.g. glaucome),’® les pathologies
inflammatoires ou allergiques de la surface oculaire,® les chirurgies oculaires (e.g. chirurgie
réfractive),®* les pathologies systémiques inflammatoires (connectivites, syndrome de

Goujerot-Sjogren).82

Le retentissement fonctionnel du DED (douleurs oculaires, inconfort visuel, sensation
de « corps étrangers » ou « grain de sable ») est classiqguement plus important que les signes
cliniques retrouvés a I’examen oculaire (instabilité du film lacrymal, hyperhémie conjonctivale,

kératite ponctuée superficielle, inflammation palpébrale).

2.3.2 Etiopathogénie

Le DED n’est pas seulement une pathologie du film lacrymal, mais bien une perte globale de
I’homéostasie de la surface oculaire. On définit ainsi I’unité fonctionnelle lacrymale (lacrymal
functional unit, LFU) regroupant le film lacrymal et ses glandes excrétrices, le systéme
d’évacuation lacrymonasal, et les épithéliums conjonctivaux et cornéens. Une atteinte d’un des
composants du LFU (e.g. une perturbation hormonale ou un défect d’innervation) va entrainer

un déséquilibre dans la constitution du film lacrymal, induisant une perte de trophicité et de
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protection de la surface oculaire.* C’est cette notion de « perte d”’homéostasie » de la surface
oculaire qui sous-tend la compréhension moderne du DED, avec celle du « cercle vicieux » qui
relie : instabilité et hyperosmolarité du film lacrymal — inflammation locale — apoptose

cellulaire précoce. (Figure 8)
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Figure 8. Cercle vicieux dans le DED (d’apres Baudouin et al., Un nouveau schéma pour mieux

comprendre les maladies de la surface oculaire, Journal Frangais d'Ophtalmologie, 2007).348

L’¢lément princeps du DED est I’instabilité du film lacrymal, par anomalies de sa
composition ou de ses constituants (couche lipidique, électrolytes, mucines). De I’instabilité du
film lacrymal va découler la notion centrale d’hyperosmolarité des larmes. A ce stade,
I’osmolarité du film lacrymal dépasse celui des cellules épithéliales, induisant une souffrance
cellulaire et des dommages tissulaires de la surface oculaire.®% L apoptose cellulaire précoce
déclenchée par I’hyperosmolarité des larmes, conduit & son tour & une cascade d’activation pro-
inflammatoire médiée par la libération de cytokines (IL-1, IL-8, TNF-a) et de métalloprotéinase
(MMPs).” On parle alors de stress cellulaire hyperosmotique, interrelié avec le stress oxydant
et les altérations de I’ADN.2¢ Nous avons d’ailleurs montré qu’il existait un déséquilibre du
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stress oxydant, en faveur des espéces radicalaires, dans les larmes et les tissus de la surface
oculaire de patients DED par rapport aux sujets sains.8” Cette inflammation chronique va
retentir négativement sur les glandes excrétrices du film lacrymal (notamment par apoptose des
cellules a mucus), aggravant 1’instabilité de ce dernier et alimentant ainsi le cercle vicieux du

DED.®

2.3.3 Prise en charge thérapeutique

Le primum movens de la prise en charge du DED repose sur I’exclusion/réduction des
facteurs de risque modifiables de la pathologie (e.g. ammonium quaternaire des collyres
conservés, allergénes, molécules cytotoxiques, travail sur écran, hydrométrie ambiante,
pollution atmosphérique). Il s’agit d’une étape fondamentale, motivée par une éducation
thérapeutique réguliére, qui doit impliquer le patient et son entourage personnel et
professionnel 8 L hygiéne des paupiéres, couplée a des solutions antiseptiques, fait partie
intégrante de cette éducation thérapeutique dans les dysfonctions des glandes de Meibomius
associées aux blépharites chroniques.®® C’est également le cas, en milieu professionnel, pour

I’adaptation du poste de travail des salariés devant écran.%

Le deuxiéme pan thérapeutique repose sur l’introduction de larmes artificielle, instillées
régulierement tout au long du nycthémeére, afin de compenser la déficience qualitative et/ou
quantitative du film lacrymal.8 Trés souvent, des collyres anti-inflammatoire (e.g.
hydrocortisone, fluorometholone) sont necessaires en cures courtes pour briser le cercle vicieux
auto-inflammatoire du DED.% Dans les atteintes sévéres de la surface oculaire (e.g. DED dans
la maladie du greffon contre 1’héte), les cures courtes d’anti-inflammatoires ne suffisent pas a
le contrdler efficacement, et sur le long court, I’inflammation chronique est alors responsable

de lésions cornéo-conjonctivales. On introduit alors des collyres a bases de molécules
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immunosuppressives (e.g. cyclosporine, tacrolimus), souvent en formulation hospitaliére.® Il
existe également des collyres a base de sérum autologue, riche en facteurs anti-inflammatoires

et facteurs de croissance.®

Deux classes d’antibiotiques, les macrolides et les cyclines, sont utilisés dans les dysfonctions
des glandes de Meibomius, par voies locale ou systémique, a visée anti-inflammatoire et anti-
métalloprotéinase (MMPSs). Leurs actions en cures courtes visent a éradiquer une colonisation
bactérienne a 1’ceuvre dans les blépharites chroniques, et a stopper la production de toxines (i.e.
staphylocoques, streptocoques) a I’origine de 1’instabilité du film lacrymal et d’une toxicité de

la surface oculaire.®

Les déficits purement quantitatifs (i.e. DED lié au syndrome de Gougerot-Sjogren) répondent
trés bien a I’occlusion des méats lacrymaux via des dispositifs stériles implantables type

bouchons lacrymaux.®®

3. RAGE et les pathologies oculaires

RAGE est un récepteur ubiquitaire dans le corps humain, on peut ainsi I’identifier dans
les myocytes cardiaques,®® les neurones et cellules gliales,”” les cellules épithéliales du systéme
respiratoire,®® et les cellules hépatiques ou rénales.®1% L>cil et ses annexes n’échappent pas a
cette description, puisque RAGE a été décrit dans la physiopathologie de la rétinopathie
diabétique, et dans des pathologies liées au vieillissement oculaire comme la dégénérescence
maculaire liée a 1’age (DMLA) et la cataracte. La littérature est plus anecdotique, ou
controversée, concernant le role de RAGE dans d’autres pathologies ou tissus oculaires (e.g.

glaucome, dystrophie endothéliale de Fuchs, surface oculaire).
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3.1 RAGE et la rétinopathie diabétique

L’atteinte rétinienne dans le diabéte se focalise sur I’ensemble neurovasculaire rétinien
(neurovascular unit, NVU), a savoir les cellules endothéliales et les péricytes de la
microcirculation, les cellules gliales (cellules de Miller, astrocytes, microglie), et les cellules
neuronales (cellules ganglionnaires, amacrines, cellules bipolaires et horizontales) de la
neurorétine.’®® L’hyperglycémie chronique du diabéte entraine la production de facteurs de
stress cellulaires tel que les AGEs, les espéces radicalaires du stress oxydant, et in-fine une
inflammation chronique. De fait, ces facteurs de stress cellulaire entrainent une autophagie et
une apoptose précoce des cellules de la microcirculation rétinienne et de la microglie, altérant
les fonctions du NVU.1%2 Cette cascade d’événements pro-apoptotiques et pro-ischémiques au
sein des tissus rétiniens va aboutir a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de facteur
de croissances pro-angiogéniques (vascular endothelial growth factor, VEGF). L’ implication
de la voie d’activation de RAGE dans la rétinopathie diabétique, via le couple AGEs — fl-
RAGE, est ainsi au centre des altérations neurorétiniennes menant aux complications cécitantes

de I’ischémie rétinienne. 1%

3.2 RAGE et les pathologies liées au vieillissement oculaire

La physiopathologie de la DMLA repose sur I’accumulation, 1i€ a 1’age, de lipoprotéines
(issues d’ester de cholestérol) et de particules oxydées de cholestérols au sein de I’épithélium
pigmentaire et de la membrane de Bruch. Il semblerait que ces dépbts pathologiques de
I’épithélium pigmentaire, mais plus globalement les mécanismes de vieillissement rétinien (e.g.
accumulation de déchets cellulaires en lien avec le cycle cellulaire), puissent entrainer la
formation d’AGEs et/ou d’especes radicalaires, et ainsi activer la cascade d’activation de la

voie RAGE. 104105
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L’atteinte du cristallin liée a 1’age est un processus lent et progressif qui aboutit & une
cataracte (dite sénile). Il existe plusieurs descriptions cliniques de cataracte en lien avec le siége
des opacités cristalliniennes (e.g. corticale, nucléaire, sous capsulaire). La capsule
cristallinienne est une membrane basale qui est sécrétée par les cellules épithéliales du cristallin.
Il s’agit d’un tissu & faible renouvellement, ce qui en fait un tissu exposé aux modifications
post-traductionnelles des protéines liées a I’age (i.e. oxydation et glycation protéique).% Ces
phénomeénes d’oxydation et de glycation protéique de la capsule et du cristallin lui-méme
entraine I’accumulation intratissulaire d’AGEs, a la base des voies d’activation de RAGE. Il a
ainsi été montré que I’accumulation d’ AGEs dans le cristallin et la capsule menait a 1’activation
de la voie RAGE dans les cellules de 1’épithélium cristallinien, induisant une fibrose

tissulaire.197.108

3.3 RAGE et glaucome

La physiopathologie du glaucome primitif & angle ouvert (GPAO) n’est pas encore
totalement élucidée, méme s’il existe un faisceau d’arguments pour évoquer une pathologie
multifactorielle (hypertension intraoculaire, stress oxydatif, anomalies de la lame criblée,
neurodégénérescence).® 11 ne semblerait pas y avoir de liens significatifs entre 1’expression de
RAGE et la survenue d’un GPAO, sous réserve de I’origine des prélévements étudiés (on peut
se poser la question de la pertinence de prélévements sanguins dans 1’exploration d’une
pathologie oculaire comme le glaucome).*® Cependant, une augmentation des taux d’AGEs a
été attestée dans des tissus oculaires (rétines et nerfs optiques) de patients glaucomateux
décédés par rapport a des sujets sains. De plus, RAGE était surexprimé dans les cellules de
Miiller et la microglie des tissus neurorétiniens des patients glaucomateux.!'* Par ailleurs, il
semble établi que le stress oxydant joue un réle pathologique dans la neurodégénérescence

glaucomateuse.'*2® Considérant I’intrication des voies d’activation de RAGE et du stress
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oxydant, et I’expression de RAGE dans les cellules gliales et neuronales, il semble licite de

penser que la voie RAGE concoure aux mécanismes physiopathologiques du GPAO.

3.4 RAGE et les pathologies de la surface oculaire

La surface oculaire, a I’instar des autres tissus barricres de 1’organisme, est
continuellement agressée par notre environnement extérieur (i.e. radiation solaire, pollution
atmosphérique, flore bactérienne, facteurs exogeénes physico-chimiques). A ce titre, la
conjonctive et la cornée sont particuliérement exposés aux rayonnements UV.114 Les altérations
tissulaires des rayons UV sont en lien avec la formation d’espéces radicalaires (i.e. stress
oxydatif), entrainant une cascade d’activation pro-inflammatoire (MIP-1, IL-8, IL-17, HMGB-
1) et pro-apoptotique (altération du cycle cellulaire via altération de p53, p63 ou p73).1%° Ainsi,
I’exposition aux UV provoquerait une sécrétion de protéines S100A dans la conjonctive, en
plus des espéces radicalaires, activant 1’expression des MMPs et provoquant du coup des
altérations épithéliales et de la fibrose tissulaire. Un mécanisme similaire a été montré dans la
surface oculaire de patients DED, avec sécrétion de protéines S100 par les cellules de
I’immunité innée (i.e. macrophages).!!® Une pathologie de la conjonctive en lien avec
’exposition solaire, le ptérygion, a ainsi été associé¢ a une surexpression de RAGE.X Il a
également été démontré que la voie d’activation de RAGE était surexprimée dans les processus
complexes de cicatrisation cornéenne apreés brulures chimiques (via le couple protéines S100 —
fl-RAGE).1*® Dans un modéle cellulaire (culture de cellules épithéliales cornéenne HCE)
d’ulcere traumatique, ’activation de la cicatrisation cornéenne semblait €tre médi¢e par le
couple AGEs — fl-RAGE, de maniére dose dépendante.!*® Contrairement a de nombreux autres
tissus du corps humain, HMGB1 ne semblait pas étre impliqué dans la cicatrisation

cornéenne. 118119
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Similairement, I’accumulation d’AGEs au niveau de I’endothélium cornéen et de la
membrane de Descemet (MD) serait un facteur physiopathologique de dysfonction
endothéliale. Cette accumulation serait majorée dans la dystrophie endothéliale de Fuchs, et
notamment dans la partie la plus antérieure (et donc la plus anciennement synthétisée) de la
MD.1% Cette constatation irait dans le sens que les AGEs s’accumulent dans la MD tout au long
de la vie, sous I’influence des taux de glucose et d’acide ascorbique dissouts dans I’humeur
aqueuse, du stress oxydant dépendant du rayonnement UV, ou encore du métabolisme cellulaire
endothéliale.’?* Dans un contexte différent, en cas d’infection des cellules endothéliales
cornéennes par le virus HSV-1, il y aurait une surexpression de RAGE a la surface cellulaire.
Cette suractivation de la voie RAGE dans un contexte d’infection a HSV-1 serait un mécanisme
cellulaire de lutte antivirale pour stimuler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6)

et d’interféron.??

Au moment de I’écriture de ce manuscrit, il n’y avait pas de données de la littérature sur

I’expression de RAGE dans le kératocone et le syndrome sec oculaire.
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4. Objectifs de these & Resultats

Initialement définit comme une pathologie cornéenne ectasiante et non
inflammatoire,*®4° notre conception du KC a évolué ces derniéres décennies avec les travaux
portant sur les marqueurs de ’inflammation au sein de la surface oculaire.>646%123 Comme
décrits plus haut, de nombreux biomarqueurs de I’inflammation (i.e. IL-1, IL-6, TNF-0, MMP-
9) et un déséquilibre de la balance oxydative (i.e. produits réactifs de 1’oxygene) semblent

dérégules dans les tissus de patients KC.

Considérant I’hypothése que le développement et la progression du KC sont
probablement médiés par des mécanismes d’activation inflammatoire complexes au sein des
tissus et fluides de la surface oculaire, nous avons étudié 1’expression de RAGE et ses
principaux ligands dans différents tissus et larmes de sujets KC comparés a des sujets sains
(publication n°l1). Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a faire une synthese
systématisée et exhaustive de la littérature scientifique portant sur les biomarqueurs du stress

oxydant et antioxydants dans le KC comparé au sujet sain (publication n°2).

Un autre axe de recherche dans notre équipe considére 1’étude de RAGE et ses ligands
dans la physiopathologie du DED. Plus spécifiquement, il s’agit d’un travail de thése de
Doctorat sur I’étude in vitro de I’implication de NFATS et RAGE dans un contexte
hyperosmolaire de la surface oculaire (travaux non publiés a ce jour mais dont je serai co-
signataires). Ainsi, considérant les liens étroits d’activation entre la voie RAGE et les
biomarqueurs du stress oxydatif, nous avons également cherché a faire une synthése
systématisée et exhaustive de la littérature scientifique portant sur les biomarqueurs du stress

oxydant et antioxydants dans le DED comparé au sujet sain (publication n°3).

Finalement, en paralléle avec ce travail de recherche sur modele cellulaire de DED, nous
avons développé un modéle animal sur souris pour étudier I’influence des conditions
environnementales connues pour étre a risque de syndrome sec oculaire (attention et
concentration visuelle soutenue, condition venteuse et hygrometrie de l'air faible). Notre
objectif par ce travail « in-vivo » consiste donc, chez des souris « Knock Out » (KO) RAGE -/-
comparées a des souris "sauvages" RAGE +/+, a caractériser RAGE et ses voies cellulaires en
provoquant la survenue d’un syndrome sec oculaire dans plusieurs tissus et fluides de I'ceil
(cornée, conjonctive, cellules a mucus, larmes). Au moment de la rédaction de ce manuscrit, ce

travail de recherche est en cours.
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Background. Because of the implications of Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE) in keratoconus (KC), we
describe a differential expression of RAGE transcripts and proteins in corneal tissues and tears of KC and healthy patients.
Methods. Using a case-controlled study, corneal epitheliums and tears of KC and healthy subjects were obtained during corneal
collagen cross-linking and photorefractive keratectomy (PKR) and during usual consultations. Quantitative reverse
transcription (RT-qPCR) and Western-Blot were performed to analyze RAGE transcripts and proteins’ expression in corneal
tissues and tears. Results. One hundred and six patients were included in this study. The characteristics of the patients were as
follows: 56 KC (25 corneal epithelium and 31 tears) and 50 control subjects (25 corneal epithelium and 25 tears). Transcripts
of RAGE, HMGBI, and S100 family ligands were quantified by RT-qPCR, identifying a significantly higher expression of
RAGE and HMGBI in the healthy group than in the KC group (p=0.03 and 0.04, respectively). Western Blot showed a
significantly higher fl-RAGE expression in KC corneal epithelium than control (p < 0.001) and lower s-RAGE expression in
KC tears than control (p=0.04). Conclusions. Linked with the inflammatory process occurring in KC pathophysiology, we
propose for the first time that the RAGE expression (total and truncated forms of receptor and ligands) in KC corneal tissues
and tear samples provides viable biomarkers.

1. Introduction

Keratoconus (KC) is a progressive vision-threatening cor-
neal disease classically beginning in the second decade of life,
causing deformation of the structure of the cornea [1-4]
Because the regular corneal curvature has a predominant
role in refraction and quality of vision [5], this disease causes
a visual impairment despite therapeutic strategies involving
the use of rigid contact lenses [6], corneal collagen cross-

linking [7, 8], refractive surgeries [9], or advances in corneal
grafting [10, 11]. The prevalence of KC is approximately 5.3/
2000 in the general population [12], with certain ethnic
groups, such as Asians being more at risk [13]. Well-
known environmental factor such as eye rubbing [14, 15|
or atopy [16, 17] also increases the frequency. There is some
evidence for genetic transmission [18-20]. However, the
physiopathology of this disease is still poorly understood,
and many questions persist in relation to triggering and
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progression of ectasia. To our knowledge, there are no bio-
markers clearly described in the ocular surface (e.g., corneal
tissues or tears) of KC. If KC was initially defined as a non-
inflaimmatory corneal disease, several studies during the past
decade have a described inflammatory process in corneal tis-
sues and tears. In fact, proinflammatory cytokines (IL-1, IL-
6, TNF-a, and TGF- ), oxidative stress, or degradation of
collagens by metalloproteases (MMP-1, MMP-3, and
MMP-9) has been implicated in keratoconus pathophysiol-
ogy [3, 21-25].

Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE)
is a multiligand transmembrane receptor (member of the
immunoglobulin superfamily) implicated in inflammation
and cell migration processes [26-28]. The pre-mRNA of
RAGE can be subjected to alternative splicing causing trun-
cated RAGE isoforms from the same gene: full-length RAGE
(fl-RAGE) and soluble forms RAGE (s-RAGE) including
endogenous secretory RAGE (es-RAGE) and cleaved RAGE
(c-RAGE), with molecular weights of 35-55kD varying
between isoforms, cellular types, and tissues. fl-RAGE is a
transmembrane receptor (able to transduct the signal)
whereas s-RAGE corresponds to soluble truncated isoforms
of fl-RAGE, comprising an extracellular domain, and plays
a role as a decoy to prevent ligands from interacting with
fl-RAGE receptors [29-31] (Figure 1). Expression of
RAGE, described in several human tissues, is upregulated
in response to its natural and historical ligand, ie,
advanced glycation end products (AGEs), but also
HMGE] and 5100 proteins that are well-known in aseptic
inflammation and oxidative stress of diabetes patients, ath-
erosclerosis, pulmonary and auto-immune diseases, cancer,
and chronic neurodegenerative like Alzheimer's disease
[30-34]. In ophthalmology, we recently demonstrated the
implications of RAGE in the first steps of corneal epithe-
lial wound healing [35].

In addition, previous studies described the role of RAGE
in primary open-angle glaucoma [36], diabetic retinopathy
[37-39], age-related macular degeneration [40], endothelial
Fuchs’s dystrophy [41), cataract, and posterior capsule opa-
cification [42] or pterygium [43]. However, to our knowl-
edge, there is no description in KC. Therefore, the purpose
of this study was to highlight the role of the RAGE pathway
in the cornea and tears of KC compared to healthy patients.
A further aim was to describe a putative candidate viable
biomarker in the ocular surface of KC.

2. Material and Methods

2.1. Subjects. One hundred and six subjects, over 18 years of
age, were enrolled in the study. Fifty healthy subjects and 56
patients with clinically and topographic KC were considered
for the study. The exclusion criteria were ocular surgery per-
formed during the past 3 months, ocular allergy or any ocu-
lar disease, dry eye syndrome, any systemic disease, and local
or systemic medication (anti-inflammatory) that could
interfere with the interpretation of the results. The diagnosis
of K.C was performed by clinical examination (objective and
subjective refraction, slip lamp with fluorescein testing, and
tonometry) and topographic evaluation using a Pentacam
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(Oculus Optikgerite GmbH, Wetzlar, Germany). The
research received approval from the University Hospital
Ethics Committees and was conducted in accordance with
the recommendations of the Declaration of Helsinki on Bio-
medical Research Involving Human Subjects. Prior to any
data collection, all patients were orally informed about the
nature of the study and the working hypothesis and thera-
peutic education concerning keratoconus. Signed informed
consent was obtained from all patients prior to collection
of tears or epithelium samples.

2.2, Corneal and Tear Sampling. Corneal epitheliums of KC
were obtained during surgical intervention of collagen cross-
linking with UVA irradiation (A-CXL) and corneal de-
epithelialization (Epi-Off technique). After topical anaesthe-
sia using one drop of Oxybuprocaine (Oxybuprocaine
THEA 1.6 mg/0.4ml, single-dose eye drop), we used a dis-
posable scarifier to deepithelialize 6.5 to 8.5 mm of cornea.
Epithelial samples were stored at -80°C in 1.5ml Eppendorf
tubes. The same protocol was used for healthy subjects
undergoing PRK surgery.

Tear samples were collected without topical anaesthesia,
using calibrated 20l glass micropipettes (BLAUBRAND
intraMark, Wertheim, Germany), from the inferior temporal
tear meniscus, taking care to minimize the irritation of the
ocular surface. The samples (from 5 to 8 ul per eye) were
placed in 0.2ml Eppendorf tubes using a pipetting aid for
capillaries (HIRSCHMANN Laborgerite GmbH & Co,
Eberstadt, Germany) and stored at —80°C.

2.3. RNA Extraction and Reverse Transcriptase Quantitative
PCR Assays. Total RNA was extracted from corneal epithe-
lium using RNeasy® Mini Kit (Qiagen, 74106). The RNA
concentration was determined by spectrophotometry at
260 nm with the Denovix D5-11 FX NanoDrop. The cDNA
was synthetized from 1 ug of RNA using oligo-(dT) primers
(Promega, C1101), 10mM dNTP (Invitrogen, 10297-018),
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
18090050), and rRNasin® RNase Inhibitor (Promega,
IN2515). The reaction mixture (20ul) was incubated at
65°C for 5min, 50°C for 10 min, 80°C for 10 min, and, after
addition of RNase H (Promega, M4281), 37°C for 20 min.
The primer sequences used for classic or quantitative RT-
PCR are indicated in Table 1. Recombinant Taq Polymerase
(Invitrogen, 10342-020) and 5mM dNTP (Invitrogen,
10297-018) were used. The reaction mixture (50 ul) was
incubated for 10 min at 95°C, followed by 35 amplification
cycles—comprising 45sec at 94°C, 45sec at the annealing
temperature specific to each primer pair, indicated in
Table 1, and 45sec at 72°C and terminated by 10min at
72°C. A negative control for amplicon contamination was
set up using a complete PCR mix without cDNA. Quantita-
tive PCR reactions were performed using LightCycler® 480
SYBR Green I Master (Roche, 04887352001). We applied
the following program on the LightCycler® 480 Instrument
II (Roche): 10min at 95°C, followed by 45 amplification
cycles comprising 10 sec at 95°C, 10 sec at the annealing tem-
perature specific to each primer pair, indicated in Table 1,
and 15sec at 72°C. PCR reactions were assessed using Taq
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Figure 1: RAGE isoforms: transmembrane receptor and soluble forms.

TasLe 1: Forward and reverse primer sequences used for RT-PCR and RT-qPCR. These primer sequences were used in order to amplify
human ¢DNAs of indicated genes obtained after reverse transcription of total mRNAs, extracted from the corneal epithelium of

keratoconus and healthy subjects.

Sequence 5'-3'

Gene (5 ST revensd) Product size (bp) Hybridization temperature ('C)

Total RAGE F: TGTGCTGATCCTCCCTGAGA e o
R: CGAGGAGGGGCCAACTGCA

es/l-RAGE F: TGTCAGCATCAGCATCATCG A-RAGE: 195 p

R: TCCTGGTTTTCTGGGGCC es-RAGE: 150

hsRPLPO F: AGGCTTTAGGTATCACCACT 219 61
R: TATCACAGAGGAAACTCTGC

hsRSP17 F: TGCGAGGAGATCGCCATTATC 169 61
R: AAGGCTGAGACCTCAGGAAC

_ F: ACCTATATCCCTCCCAAAGGG
MHMGE] R: TTTTTGGGCGATACTCAGAGC 169 i
F: TAAAGGGGAATTTCCATGCCGT
hsS100A8 R: GTTAACTGCACCATCAGTGTTG 132 5
L1008 F: AAGGGAGGGAGACAAGCACA . o

R: TCCTGGAAGTCACATTCGCC

DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, EP0405). We
applied the following procedure: 56°C for hybridization,
5min at 95" followed by 35 amplification cycles—compris-
ing 455 at 94°C, 45 sec at the annealing temperature specific

to each primer pair, indicated in Table 1, and 45 sec at 72°C
and terminated by 10 min at 72°C. Results were analyzed on
a 2% agarose gel. (Figure 2) Quantification of two house-
keeping genes, RPLP0 and RPSI7, and transcripts was
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Ficure 2: Amplification of total RAGE and its two prinecipal
isoforms ((-RAGE and es-BAGE) by RT-gPCR. Numbers
represent exons; the green arrows involve the forward (F) and
reverse (R) transcriptions.

performed for all samples as an internal control of the
amount and quality of cDNA. These two genes were giving
the same results when used separately to standardize. Stan-
dard curves were used to quantify the number of amplified
transcripts. The results are given as the ratio between the
amount of each transcript of interest and the geometric mean
of these two housekeeping genes (RPLPO and RPS17) as rec-
ommended by the MIQE guidelines. All experiments were
performed in triplicate.

2.4. Protein Extraction and Quantification. The corneal epi-
thelium was, respectively, lysed with either 500 ul or 250 ul
RIPA buffer (20mM Tris (pH7.5), 150 mM NaCl, 1% Non-
idet P-40, 0.5% Sodium Deoxycholate, 1 mM EDTA, and
0.1% SDS), supplemented with 10% Protease inhibitor cock-
tail (Roche, 04693159001 ). For the tissues, a preliminary dis-
ruption step was performed using ceramic beads (Precellys,
KT03961-1-009.2) and a tissue lyser (Qiagen) (three lysing
steps during 25 sec with a 30 Hz oscillation frequency, sepa-
rated by two break steps during 30 sec). Samples were then
vortex-mixed for 5sec and kept on ice for 10min, one in
three occasions. After centrifugation (5min, 8000rpm),
supernatants were collected. The Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 23225) was used to
measure the protein concentration according to the manu-
facturer’s guidelines.

2.5. Western Blot Assays. Forty micrograms of proteins were
separated a 4-15% Mini-PROTEAN™ TGX Stain-Free™
Protein gel (Bio-Rad) and transferred to nitrocellulose mem-
branes (Bio-Rad, 1704271) using the Trans-Blot* Turbo™
Transfer System (Bio-Rad). After saturation with 5%
skimmed-milk in 1X Tris-Buffered Saline (TBS) buffer
(blocking buffer) for 2H, membranes were incubated with
primary antibody, anti-RAGE polyclonal goat IgG (1:5000
dilution in blocking buffer supplemented with 0.1%
Tween-20) (Biotechne, R&D Systems France, AF1179),
overnight at 4°C. Membranes were washed three times for
10min with 1X TBS-0.1% Tween-20 (TBST) and incubated
with a 1:5000 dilution of peroxidase-conjugated polyclonal
anti-IgG goat (Abliance, BI2403) tor 2 h. Blots were washed
with TBST on three occasions for 10min, rinsed with 1X
TBS, and developed with the Clarity Max™ Western ECL
Blotting Substrates (Bio-Rad, 1705062} according to the
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manufacturer's protocols. The All Blue Standard {Bio-Rad,
161-0373) was used as a protein ladder. The relative intensi-
ties of protein bands were analyzed using Image Lab™ soft-
ware (BIO-RAD), and the results were presented as a ratio
between the protein of interest and the total protein on the
same blot. The use of stain-free imaging allows for the nor-
malization of bands to the total protein on a blot, without
requesting the use of housekeeping proteins or stripping
and reprobing.

2.6. Statistical Analysis. All data were analyzed using the
GraphPad Prism Program version 5.02. When the distribu-
tion of samples in each group respected the normal distribu-
tion, we used the parametric f-tests to compare two
independent groups. When the distribution of samples did
not respect a (aussian distribution or was too small
{n < 15), we used a nonparametric Mann-Whitney test to
compare two independent groups. When more than two
groups were compared, the nonparametric Kruskal-Wallis
test was applied, followed by multiple comparison with
Dunn's correction. In all cases, a p value < 0.05 was consid-
ered statistically significant.

3. Results

3.1. Clinical Features. One hundred and six patients were
included in the study: 56 KC (25 corneal epithelium and
31 tears) and 50 healthy subjects (25 corneal epithelium
and 25 tears). In the KC group, males represented 77.1%,
with a mean age of 26.8+ 85 years. KC rubbed eyes in
69.9%, with corneal opacity in 7.2%. In Amsler-Krumeich
classification, grade 1, grade 2, grade 3, and grade 4 repre-
sented 22.9%, 45.8%, 9.6%, and 12.1%, respectively. In addi-
tion, forme fruste keratoconus represented 9.6%. In the
control group, males represented 70.6%, with a mean age
of 30.6+ 8.1 years. No age-related or sex-related statistical
differences were detected between the groups (p=0.2). Sta-
tistical analysis stratified by age, gender, and KC severity
did not reveal signiﬁca.nt results (data not shown). More
details of clinical and topographic features in each group
are presented in Table 2.

3.2 Transcript Expression Levels of RAGE Isoforms and
Ligands in KC and Healthy Epithelium. The mRNAs were
quantified in corneal samples for RAGE, HMGEI1, and
5100 family ligands and normalized with the geometric
mean of two housekeeping genes' expressions (RPLPO and
RPS817). Total RAGE showed a significant difference between
normal and KC (Figure 3(a)). This was statistically higher in
the normal group than in the KC group (p = 0.03). HMGBI,
one of the most important ligands of RAGE, showed a sim-
ilar expression profile (p = 0.04) (Figure 3(b)), whereas there
were no significant differences for two 5100 family ligands
(Figures 3(c) and 3(d)). The ratio between fl-RAGE (func-
tional transmembrane receptor responsible of inflammatory
signaling) (Figure 3(e)) and es-RAGE (decoy of fl-RAGE
involving anti-inflammatory response) (Figure 3(f)) was sig-
nificantly higher in KC than in the control (p=0.01)
(Figure 3(g)). This difference was explained by a statistically
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Frauge 3: Transeript expression levels (mRNA) of total RAGE and its two principal isoforms ({I-RAGE and es-RAGE) and ligands in KC (25
corneal epithelium) and healthy subjects (25 corneal epithelium). RT-gPCR were performed to identify total RAGE isoforms (a) and his
three major ligands (HMGBL (b), S100AS8 (), and S100B (d}). In addition, we described the ratio between {I-RAGE (e) (transmembrane
functional receptor responsible of inflammatory signaling) and es-BAGE () (soluble form of RAGE with an action of decoy, produced
by alternative splicing) (g). Quantification of two housekeeping genes, RPLPOD and RPS17, and transeripts was performed for all samples
as an internal control of the amount and quality of ¢eDNA. The results are given as the ratio between the amount of each transeript of
interest and the geometric mean of these two housekeeping genes (RPLPO and RPS17) transeripts. *p < 0.05; “*p<0.01.

lower es-RAGE expression in KC than control whereas there
were no differences in fl-RAGE expression (p = 0.03).

3.3. Protein Expression Levels of RAGE Isoforms and Ligands
in KC and Healthy Epithelium and Tears. fl-RAGE (trans-
membrane forms of RAGE) proteins were quantified in the
corneal epithelium of KC and control. Quantification of
the attempted band (molecular weight around 45-50kD)
showed a higher expression of fl-RAGE in the KC group
than in the control group (p < 0.001) (Figure 4{a)). The s-
RAGE (soluble forms of RAGE, decoy of fl- RAGE involving
anti-inflaimmatory response) proteins were also quantified in
tears of KC and compared with controls. Using the quantifi-
cation of the attempted band (molecular weight around 30-
35kD) corresponding to s-RAGE, we established that the
concentration of s-RAGE in tears was significantly higher
in the normal group than in the KC group (p=0.04).
{Figure 4(b)].

4. Discussion

Keratoconus has been classically described as a noninflam-
matory corneal ectatic disorder. However, recent evidence
suggests a possible role of inflammation in the pathogenesis
of KC. Indeed, several articles have described an upregula-
tion of proinflammatory cytokines, oxidative stress media-
tors, and enzymes in KC, without evidence in relation to

biomarkers. The RAGE transmembrane receptor has been
implicated in aseptic inflammation by reaction with AGEs,
actors well-known in diabetes and cardiovascular disease.
We describe here, for the first time in cornea and tears of
KC, the implication of the RAGE-inflammatory pathway,
with potential use of the related findings as potential bio-
markers for this pathology.

4.1. Keratoconus: An Aseptic Inflammatory Disease? KC was
initially admitted to be a noninflammatory disease without
cellular infiltration and vascularisation [2]. In the last few
decades, many theories have been proposed for the patho-
genesis of keratoconus such as incorrect development of cor-
nea, genetic mutations, enzymes released by degeneration
cells, and collagen disruption ([44-46]; Yaron 5. [47]). Inter-
estingly, extracellular matrix degradation is involved in the
production of inflammatory cytokines and enzymes, and
vice versa. Proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a,
and TGF-8) and enzymes, involved in degradation of colla-
gens such as metalloproteases (MMP-1, MMP-3, and MMP-
9), were described to be upregulated in KC when looking at
tears and corneal samples [3, 21, 24, 25]. These proinflam-
matory cytokines seem to play a role in the protease cascade,
along with the plasmin pathway, cyclooxygenase, and metal-
loproteinases, which may explain the observed changes in
the extracellular matrix [48]. Considering that the produc-
tion of MMPs is regulated by IL-1, IL-6, and IL-7 and that
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TNF-a increases MMP-1, MMP-3, and MMP-9, it was pro-
posed that there is an inflammatory vicious circle established
at the onset or during the progression of ectasia. In addition,
evidence-based data showed that oxidative stress imbalance
(in tears, cornea, aqueous humour, and blood) seemed to
be a central process in the pathophysiology of KC [23].
Therefore, it appears that inflammation is clearly an integral
part of the complex pathophysiology of KC.

4.2. RAGE: A Proinflammatory Pathway. RAGE is a glyco-
protein  transmembrane receptor binding AGEs or
Dramage- Associated Molecular Patterns (DAMPs also called
alarmins): HMGBl/amphoterin family, S100/calgranulin
family. RAGE is involved in various inflammatory processes
like diabetic complications, chronic inflammatory diseases,
atherosclerosis, and chronic neurodegenerative disease such
as Alzheimer's disease [49]. A variety of tissues and cells
express this pattern recognition receptor: vascular endothe-
lial, bronchial, and pulmonary cells, vascular smooth muscle
cells, neurons, and many others [29, 31]. The involvement of
the RAGE pathway in corneal epithelial wound healing, as
well as diseases of conjunctiva and retina and trabecular
meshwork, has been demonstrated previously [35-41, 43].
The activation of fl-RAGE stimulates NF-«B, a transcription
factor residing at the inactive state in the cytosol of cells,
which can modulate the expression of proinflaimmatory

cytokines, vasoconstrictive and prothrombotic products,
and adhesion molecules [29). Truncated forms of RAGE
are described as soluble decoys to prevent ligands from
interacting with cell fl-RAGE surface receptor: es-RAGE
(an alternative splicing product) and c-RAGE (a cleavage
product by metalloproteases). Consequently, s-RAGE indi-
rectly inhibits the fl-RAGE receptor. Thus, an inflammatory
reaction mediated by fl-RAGE can be downregulated by
these soluble decoys. This anti-inflammatory regulation has
been described in bronchi and lungs of smokers, provoked
by an underexpression of fl-RAGE with overexpression of
es-RAGE isoforms [30, 50]. The inflammatory RAGE path-
way is complex and still poorly understood because its acti-
vation can induce inflammatory cascades as well as anti-
inflammatory retro control by soluble forms.

4.3. Dysregulation of RAGE Pathway in Keratoconus. To our
knowledge, our study described for the first time the impli-
cation of the RAGE pathway in KC. Results of RT-gPCR
showed a significant underexpression of global RAGE tran-
scripts in the corneal epithelium of keratoconus compared
to healthy subjects. Nevertheless, this is emphasised by the
ratio fl-RAGE/es-RAGE which highlighted a decrease of
es-RAGE in KC (p=0.01). Indeed, we did not observe any
difference in fl-RAGE expression in the two groups using
RT-qPCR whereas we highlighted a significant under-
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normal and KC cornea.

expression of es-RAGE in KC compared to controls. The
results of Western Blotting showed a significant higher
quantity of fl-RAGE protein in the corneal epithelium of
KC compared to healthy subjects. These results were com-
forted by a significant lower quantity of s-RAGE protein
{soluble forms) in tears of KC compared to healthy subjects.
As explained above, the RAGE pathway can be implicated in
activating inflammatory cascades as well as in an anti-
inflimmatory retro control, depending on tissues and
pathologies [50]. In KC, the RAGE pathway seems to be
upregulated in the corneal epithelium without upregulation
of soluble decoys in tears. Interestingly, we highlighted a
lower expression of RAGE transcripts concerning es-RAGE
in KC, which could result from an alternative splicing mech-
anism. These results were comforted by RAGE-protein
expression with a higher concentration of fl-RAGE in the
corneal epithelinm of KC and a lower concentration of s-
RAGE (considered like decoys) in tears of KC compared
with healthy patients. Our study shows that a proinflamma-
tory dysregulation similar to that described for smokers in
the lung is present in keratoconic corneas [30, 50]. In nor-
mal corneas, the activation of fl-RAGE (transmembrane
receptor) can be downregulated by the soluble RAGE
decoys while in KC there is an upregulation of the RAGE
pathway without retro control of decoys in tears
(Figure 5). Thus, the RAGE pathway is dysregulated in
KC, potentially generating a number of proinflammatory
signals in the ocular surface.

It is worth noting that the majority of KC in our study
was grades 1 and 2 in Krumeich severity scale, which are

the two lower stages of its ranking. It is possible that the
RAGE pathway is present at an earlier stage of KC causing
or fuelling the vicious circle of tissue remodelling. The mod-
ification of the expression of RAGE in early forms of kerato-
conus is particularly interesting: RAGE could be an easy
access biomarker in tears particularly useful in keratoconus
diagnosis. Indeed, KC is difficult to diagnose for nonspecial-
ist ophthalmologists, requiring clinical and topographical
evidences. In addition, the need for viable biomarkers in
the early stages of KC is particularly interesting in preoper-
ative of refractive surgery (where KC is contraindication}
[51]. Further studies are needed to explore the inflammatory
pathways resulting in the dysregulation of RAGE in KC and
their putative implication in the progression of corneal ecta-
sia. The biomarkers based on the RAGE pathway could
become an interesting biological tool to evaluate KC pro-
gression. Moreover and interestingly, some blocking pep-
tides like inhibitor ligands named RAP or S5AGE and
monoclonal specific antibodies anti-RAGE have been used
in an attempt to block inflammatory RAGE pathway in dif-
ferent inflaimmation experimental models [32, 52-56]. The
established biomarkers described in this study could also
take a place for the future monitoring of RAGE-based
therapeutics.

5. Conclusion

To our knowledge, we described for the first time the impli-
cation of RAGE pathway in KC. Other studies will compare
these results and try to better specify the role that RAGE
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plays in KC pathophysiology and determine how the RAGE
mBNA and protein isoforms (pro- or anti-inflammatory)
could be used as future biomarkers for the diagnosis, prog-
nosis, and treatment of the KC.
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ABSTRACT.

Purpose: To conduct a systematic review and meta-analysis on the levels of oxidative
stress markers and antioxidants in keratoconus compared to healthy subject.

Method: The PubMed, Cochrane Library, Embase, Science Direct and Google Scholar
databases were searched on 1st June 2020 for studies reporting oxidative and antioxidative
stress markers in keratoconus and healthy controls. Main meta-analysis was stratified by
type of biomarkers, type of samples (tears, cornea, aqueous humour and blood) and type of
corneal samples (stromal cells, epithelium and endothelium).

Results: Weincluded 36articles, for a total of 1328 keratoconus patientsand 1208 healthy
controls. There is an overall increase in oxidative stress markers in keratoconus compared
with healthy controls (standard mean deviation (SMD) = 0.94, 95% confidence interval
(95% CI) 0.55-1.33), with a significant increase in reactive oxygen and nitrogen species
(1.09, 0.41-1.78) and malondialdehyde (1.78, 0.83-2.73). There is an overall decrease in
antioxidants in keratoconus compared with healthy controls (=0.63, —0.89 to —0.36), with
a significant decrease in total antioxidant capacity/status (—1.65, —2.88 to —0.43),
aldehyde/NADPH dehydrogenase (—0.77, —=1.38 to —0.17), lactoferrin/transferrin/
albumin (=1.92, —=2.96 to —0.89) and selenium/zinc (—1.42, =2.23 to —0.61). Oxidative
stress markers were higher in tears and in cornea of keratoconus than in aqueous humour,
and antioxidants were decreased in tears, aqueous humour and blood without difference
between sample type. Oxidative stress markers increased in stromal cells and antioxidants
decreased in endothelium.

Conclusion: Oxidative stress markers and antioxidants were dysregulated in Kerato-
conus, involving an imbalance of redox homeostasis in tears, cornea, aqueous humour and
blood.

inflammation - keratoconus oxidative

stroma — tears

Key words: antioxidants - cornea oxidative damage

SIress — reactive oxygen species -
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Introduction
Keratoconus (KC) is classically
described like a non-inflammatory

vision-threatening disease beginning at
adolescence or in young adult (Krach-
mer et al. 1984: Bron 1988; Rabinowitz
1998). The reported incidence of KC is
estimated at 1 to 5.3/2000 in the general
population (Pouliquen 1987: Rabinow-
itz 1998: Godefrooij et al. 2017; Bak-
Nielsen et al. 2019a.b). The cornea.
transparent and avascular structure, is
a crucial part of the optical system
involved in 2/3 of the refractive power
of the eye. Its function and trans-
parency are intimately linked to its
regular dome-shaped that are progres-
sively disturbing during KC (Andreas-
sen et al. 1980: McMonnies 2005;
McMonnies & Boneham 2010), despite
of the innovative therapeutics involv-
ing the use of rigid contact lenses
(Rico-Del-Viejo et al. 2017: Jinabhai
2020). corneal collagen cross-linking
(Wen et al. 2018a.b: Jiang et al. 2019),
refractive surgeries (Allard & Zetter-
berg 2018: Benoist d’Azy et al. 2019) or
corneal graft (Dragnea et al. 2018;
Song et al. 2019). KC seems to be a
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multifactorial disease associated with
environmental factors, such as atopy
(Shajari et al. 2016; Naderan et al
2017) or eye rubbing (Gordon-Shaag
et al. 2012 Balasubramanian et al.
2013; Bak-Nielsen et al. 201%a.b), and
genetic  predispositions  {Rabinowitz
2003; Rong et al. 2017; Kabza et al.
2019). However, the pathogenic pro-
cesses of the disease are still unknown,
and many guestions persist on the
triggering and progression of ectasia
During past decades, the identification
of pro-inflammatory cytokines (IL-1,
IL-6, TNF-& and TGF-f), degradation
of collagens by metalloproteases
(MMP-1, MMP-3 and MMP-9) and
lysyl oxidase (LOX) in cornea tissues
and tears provided news arguments (o
consider KC, at least part, as an
inflammatory condition {(Kusano et al.
1998; Abalain et al. 2000; Collier 2001;
Lema & Duran 20035; Clark et al. 2008;
Lema et al. 2009; Balasubramanian
et al. 2013; Dudakova & Jirsova 2013;
Galvis et al. 2015; Wisse et al. 2015;
Nishtala et al. 2016; Khaled et al. 2017;
lonescu et al. 2018 di Martino et al.
2019). However, the role of the oxida-
tive stress as a stakeholder in the
vicious circle of KC is still unresolved
{Chen et al. 2009; Khaled et al. 2017).
The ocular surface is particularly
exposed to the solar ultraviolet radia-
tions, free radicals of atmospheric pol-
lution and oxygen involving reactive
oxygen species (ROS) that induced
lipids peroxidation of membranes,
mitochondrial DNA damages, tissue
remodelling and cells apoptosis medi-
ated by autophagy (Chen et al. 2009;
Cejka & Cejkova 2015 Cejkovd &
Cejka 2015 Shetty et al. 2017). Evi-
dence data tended to describe an
imbalance of redox homeostasis in the
blood of KC as well as in the ocular
surface, but the variability of test
methods, sample sizes and biomarkers
induced sometimes conflicting conclu-
sions (Karamichos et al. 2015; Can-
temir et al. 2016a, 2016b; Atilano et al.
2019; Zarei-Ghanavati et al. 2019;
Abdul-Maksoud et al. 2020). Thereby,
levels of oxidative stress markers and
antioxidants seem to be increased or
decreased in KC compared to healthy
subjects according to studies and the
type of samples (cornea, lears, agueous
humour or blood) (Behndig et al. 2001;
Cantemir et al. 2016a, 2016b; Balmus
et al. 2020). Thus, it seemed to be
necessary to summary the literature to

clarify the role of oxidative stress
involved in the pathological process
of KC. Therefore, we aimed to com-
pute a systematic review and meta-
analysis to compare the level of oxida-
tive stress markers and antioxidants in
K.C than healthy controls.

Methods

Method of literature search

We searched all articles in PubMed,
Cochrane Library, Embase, Science-
Direct and Google Scholar databases
to Ist June 2020 with the following
keywords: (‘reactive oxygen species’
OR ‘oxidative stress’ OR ‘nitrative
stress” OR “nitrative damage” OR ‘ox-
idant stress” OR ‘oxidative damage’
OR ‘antioxidant effect” OR ‘antioxi-
dants” OR ‘antioxidative stress” OR
‘antioxidant stress” OR Cantinitrative
stress’) AND keratoconus (details of
search strategy are presented in Appen-
dix 51). The search was not limited to
specific years, language restrictions,
and no minimal sample size was
applied. To be included. articles needed
to evaluate a level of oxidative and/or
antioxidative stress markers in sample
of KC and healthy controls. We
excluded articles studying on animals.
We imposed no limitation of regional
origin. In addition, references list of all
publications was manually searched to
identify any other ones not found with
electronic search. The search strategy is
presented in Fig. 1. One author con-
ducted all literature searches (Valentin
Navel) and collated the abstracts. Two
authors (Valentin Navel and Frédéric
Dutheil) separately reviewed the
abstracts and based on the selection
criteria, decided the suitability of the
articles for inclusion. A third author
(Frédéric Chiambaretta) was asked to
review the articles where consensus on
suitability was debated. Finally, all
authors reviewed eligible articles. We
followed the PRISMA puidelines
{Appendix 52).

Data collection

The data collected included first
author’s name, publication year, study
design (case—control, cross-sectional or
cohort study), type of study (labora-
tory or field study), aims and outcomes
of included articles, inclusion and
exclusion criteria, sample size, mean

age, percentage of male sex, type of
sample (blood. cornea. agueous
humour or tears), origin of samples
(during penetrating keratoplasty, cor-
nea cross-linking, refractive surgery as
refractive photo-keratectomy or laser-
assisted in situ keratomileusis, cataract
surgery, or immediately after the
death), type of cornea tissues (stroma
cells, epithelium, stroma or endothe-
lium), follow-up, best-corrected visual
acuity (logMar), maximal keratometry
(dioptre), central pachymetry (pm),
type of biomarkers (oxidants or antiox-
idants), method of determination {such
as enzymatic assay and reaction, Wes-
tern blot, ELISA, mass spectrometry)
and putative adjustment/explaining
factors (such as geographic zone, body
mass index (BMI), smoking, atopy,
contact lenses users).

Outcomes

We studied the levels of oxidative stress
markers and antioxidants in kerato-
conus comparing with healthy controls
as primary outcome. Secondary out-
comes were the difference of oxidative/
antioxidative biomarkers levels accord-
ing to the type of samples, type of
biomarkers, geographic zones and their
association with covariates.

Quality of assessment

Although not created for that, the
‘Srrengthening the Reporting of Obser-
vational studies in  Epidemiology’
(STROBE) criteria may be inappropri-
ately used as an assessment tool to
judge study quality. STROBE is a
checklist of 22 items. We attributed
one point per items and then converted
into percentage to give a quality score
for each included study (da Costa et al.
20011; von Elm et al. 2014). We also
used the Newcastle-Ottawa Quality
Assessment Scale (NOS) model o also
judge observational studies with the
dedicated evaluation grids. The follow-
ing nine items were assessed in all
cohort studies: four items on selection
bias (representativeness of the exposed
and non-exposed cohort, ascertainment
of expose), two items on comparability
bias (design and analysis) and three
items on outcome bias (assessment of
outcome, longer and adequacy of fol-
low-up). Similar items were used to
evaluate case—control studies. Each
item was assigned a judgement of
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Keywords used for search strategy:
g keratoconus AND (reactive oxygen species OR oxidative stress OR oxidative stresses OR
= nitrative stress OR nitrative damage OR oxidant stress OR oxidative damage OR antioxidant
o effect OR antioxidant effects OR antioxidants OR antioxidative stress OR antioxidant stress OR
b antinitrative stress)
c
$ v ! v ! v
PubMed Cochrane ScienceDirect Embase Google Scholar
—_— n=90 n=3 n =876 n=32 n = 846
Potential eligible articles
o n=1847
£
g — - Duplicates removed, n = 559
v
3]
0 Titles/Abstracts screened after
duplicates removed
~_« n=1288
— - Not involving oxidative stress/ anti-
oxidative stress markers, n = 486
|_| = Notinvolving keratoconus, n = 379
£ - Involving adjuvant therapeutics, n = 98
% = No control group, n = 42
‘B - Animal studies, n = 175
-_— A 4
= Full-text articles assessed for
eligibility and quality
== n=108
‘S— = No quantitative data, n = 25
- No original research, n = 18
— = No prospective or cohort studies, n = 15
'g - Methodologically weak, n = 8
T - Unavailabledata,n =6
2 :
£ Studies included in qualitative and
quantitative synthesis (meta-analysis)
n=36

Fig. 1. Flow diagram according with PRISMA guidelines.

*Yes', "No'. *Can’t say’ or ‘Not appli-
cable” (Wells et al. 2014). The method-
ological quality of the studies was
evaluated by two authors (Valentin
Navel and Frédéric Dutheil). Disagree-
ments were addressed by obtaining a
consensus with a third author (Bruno
Pereira) (Fig. 2).

Statistical considerations

Statistical analyses were conducted
using Comprehensive Meta-analysis

software (version 2. Biostat Corpora-
tion) and Stata software (version 13,
StataCorp. College Station, TX, USA)
(Ollier et al. 2014; Lanhers et al. 2015:
Benoist d’Azy et al. 2016a.b: Courtin
et al. 2016; Lanhers et al. 2017; Benoist
d’Azy et al. 2019; Navel et al. 2019).
Characteristics of the biomarkers and
subjects (keratoconus and controls)
were summarized for each study sam-
ple and reported as mean + standard
deviation (SD) and number (%) for
continuous and categorical variables,

respectively. For rigour. effect sizes
were defined as standard mean differ-
ences (SMD) of oxidants/antioxidants
levels. First., we conducted meta-anal-
yses on oxidant/antioxidants levels.
Standard difference in means between
groups (SMD. difference between
means divided by the pooled standard
deviation, with a correction for small
sample bias) and 95% confidence inter-
val (95% CI) were estimated using
DerSimonian and Laird random-effects
models (assuming that the true effect

Fi—
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Fig. 2. Methodological quality of included articles using Newcastle-Ottawa Quality Assessment Scale. For each item, criteria fulfilled: no: 0, yes: 1 (*:
2 subitems), unclear: ? and not applicable: NA.
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estimates varied among studies)
{DerSimonian & Laird 1986). A SMD
is defined as a unitless measure of the
concentration of oxidantsfantioxidants
centred at zero if oxidanisfantioxidants
levels in keratoconus are not different
from healthy controls. A positive SMD
denoted higher oxidantsfantioxidants
levels in keratoconus than healthy con-
trols. A scale for SMD has been sug-
pested with 0.8 reflecting a large effect,
0.5 a moderate effect and 0.2 a small
effect (DerSimonian & Laird 1986).
p Values less than 0.05 were considered
statistically significant. Then, we strati-
fied these meta-analyses on the type of
samples (blood, agueous humour, cor-
nea and tears) and type of biomarkers.
Statistical heterogeneity between results
was assessed by examining forest plots,
confidence intervals, and using I, which
is the most common metric for measur-
ing the magnitude of between-study
heterogeneity and is easily interpretable.
F values range between 0% and 100%
and are typically considered low for
heterogeneity scores of <25%, modest
for 25-50% and high for =50%. For
example, asignificant heterogeneity may
be due to the variability between the
characteristics of the studies, such as
those of the subjects (age, sex, etc), the
type of samples or other covariables.
Publication bias was taken into consid-
eration and funnel plots were compiled,
with sensitivity analysis excluding stud-
ies not evenly distributed around the
base of the funnel. When possible (suf-
ficient sample size), meta-regressions
were proposed to study the relation
between  oxidants/antioxidants  levels
and characteristics of subjects (e.g. age,
sex, country, smoking, atopy, contact
lenses users, central pachymetry) and
other sample characteristics (eg. type of
samples). Results were expressed as
regression coefficients and 95% CI.

Results

An initial search produced a possible
for 1847 articles (Fig. 1). We identified
36 eligible articles (Gondhowiardjo &
van Haeringen 1993; Gondhowiardjo
et al. 1993; Behndig et al. 2001; Buddi
et al. 2002; Kenney et al 2005;
Chwa et al. 2006; Chwa et al. 2008;
Lema et al. 20010; Arnal et al. 2011;
Joseph et al. 2011; Balasubramanian
et al. 2012; Ortak et al. 2012; Saijyothi
et al. 2012: Saee-Rad et al 2013;
Uzunoglu et al. 2013; Lackner et al

2014: Toprak et al. 2014: Goncii et al.
2015; Karamichos et al. 2015 Hao
et al. 2016; Kilig et al. 2016; Kilig et al.
2016a.b; Cantemir et al. 2016a,2016b;
Gulpamuk et al. 2017, Saytnikova
et al. 2017; Stachon et al. 2017; Bam-
dad et al. 2018; Atilano et al. 20019
Caglayan et al. 2019; Khalimov et al.
2019 Abdul-Maksoud et al. 2020;
Balmus et al. 2020: Yilmaz et al
20200 (detailed in Table 1 with associ-
ated reference number) including 34
case—control studies [1-9,11-33), one
cohort study [10] and one cross-sec-
tional study [36]. Overall, these studies
included a total of 1328 keratoconus
and 1208 controls (Table 1 and Appen-
dix 53). All articles were written in
English, except one in Russian [22].
More details on quality of articles
(Figs | and 2), population {sample size,
gender, age, body mass index, smoking
status, atopy, contact lenses users, best-
corrected visual acuity, maximal ker-
atometry and central pachymetry), ker-
atoconus diagnosis and severity scales
(diagnostic methods and severity scales
of keratoconus), samples (type of sam-
ples. origins of samples. and sampling
methods), oxidative stress markersfan-
tioxidants (levels and methods of quan-
tification), study designs, geographic
zones, follow-up, aims and outcomes of
included articles are described in
Table 1 and Appendix 53 and 54.

Meta-analysis

Meta-analvsis of oxidative stress in kera-
TACORTIES

Stratified by tvpe of oxidative stress
markers. We  included 20 studies
[2.3.5.8.10,12-14.17,18,20,23-26.30,31-
,33-35), with eight studies for reactive
oxygen and nitrogen species (ROS/S
RMNS) [2,3.8.12,13,18,30.34], four stud-
ies for total oxidant status (TOSW
oxidative stress index (OSI)
[14,24,2533], five studies for malondi-
aldehyde (MDA) [2,58.10.23], two
studies  for lactatefpyruvatefcitrate
[20,31] and five studies for other oxida-
tive stress markers (4-hydroxy-2.3-
trans-nonenal{4-HNE) [2], disulphide—
thiol [17], 8-Oxo-29-deoxyguanosine
(8-OHdG) [26), nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD) [31] and homocys-
teine [35]). The overall SMD was 0.94
(95% C10.55-1.33, p < 0.001) with an
important heterogeneity (FF = 91.4%),
involving a significant  increase of
oxidative stress  markers in KC

compared with  healthy controls
iFig. 3, and Appendix 85 and S6).
Only reactive oxygen and nitrogen
species (ROS/RNS), and malondialde-
hyde (MDA) were increased in Kerato-
conus compared with healthy controls
(SMD = 109, 95% CI 0.41-1.7%,
p=0.002, P = 87.8%: and 1.78, 95%
Cl 0B3-273; p < 0.001; P =83.3%,
respectively) (Fig. 3 and Appendix 53
and 56). Meta-regressions did not
demonstrate any significant results on
the socio-demographical parameters,
corneal  topography  measures  and
between type of oxidative stress mark-
ers (Fig. 4).

Stratified by cype  of  samples. We
included 20 studies [2,3,5%,10,12-14,
17.18.20.23-26.30.31,33-335), with three
studies for tears [3,20,30], eight studies
for cornea [2,3.8,12,13,18.26,31], two
studies for aqueous humour [31,34] and
eight studies for blood samples
[10,14,17,23-25,33,35]. We highlighted
an increase of oxidative stress markers

in  tears (SMD =194, 95% (1
0.69-3.18, p = 0.002, I =93.3%). in
cornea  (1.75. 95% €1 (.85-2.64,

p o= 0.001, F=912%) and in blood
samples of keratoconus compared with
healthy controls (035, 953% CI
0.15-0.94, p=0007, F=877%)
(Fig. 3, Appendix 57 and S8). Meta-
regressions demonstrated that oxidative
stress markers were higher in tears of
keratoconus than aqueous humour (co-
efficient = 2.74; 95% CI1 0.30-5.1%;
p = 0.029) and higher in cornea samples
of keratoconus than agueous humour
(2.30; 0.36—4.23; p = 0.021). We did not
retrieve any significant results on the
other parameters (Fig. 4).

Stravified by ryvpe of corneal cells. We
included six studies [3.8,12,13,18,26],
with four studies for stroma cells
[3,12,13,18], two studies for epithelial
cells [%,26), and one study for endothe-
lial cells [8]. Only oxidative stress
markers in stromal cells were increased
in keratoconus compared with healthy
controls  (SMD =360, 95% CI
272448, p<0001,  F=00%)
(Fig. 3. Appendix 58 and 59). Meta-
regressions demonstrated that oxida-
tive stress markers were higher in
stromal cells of KC than epithelial cells
(coefficient = 2.95; 95% CI (L048-5.87;
p=0.048). We did not retrieve any
significant results on the other param-
eters (Fig. 4).

Stratified by geographic  zone. We
included 20 studies [2,3,5.8,10,12-14.17,

53
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n studies  l-squared Effect size Weight
Oxidative SUESS (subgrovps) (%) (95% C) (%)
Type of Markers
ROS/RNS 814 a7.8 —_—— 1.09 (04110 1.78) 341
TOS/OSI 4 (6) 831 —_—— 043 (-0.28101.14) 17.8
Malondialdehyde 5(5) 833 —_—— 1.78 (0.83t0 2.73) 127
Lactate/Pyruvate/Citrate 2(M 96.0 —_— 1.34 (-0.7910 3.47) 161
Others 5(7) 88.8 —— 0.64 (-0.05t01.34) 194
Overall 20 (39) 91.4 —- 0.94 (0.55 to 1.33) 100
Type of Samples
Tears 3(8) 93.3 —_—— 1.94 (06910 3.18) 127
Cornea 8(16) 91.2 _—— 1.75 (0.85to 2.64) 371
Agueous Humor 2(6) 93.3 — -0.54 (-214 10 1.06) 151
Blood 8(12) 87.7 -- 0.55 (0.15t0 0.94) 35.2
Overall 20 (39) 91.4 -+ 0.94 (0.55 to 1.33) 100
Type of Corneal Samples
Stromal Cells 4 (4) 0.0 e 360 (272104.48) 387
Epithelium 21(3) 95.8 0.81 (=148 10 3.10) 36.6
Endothelium 1(2) 90.1 o e 1.08 (06910 2.86) 247
Overall 6 (9) 92.9 —— 201 (07210 3.31) 100
Geographic Zones
Asig 11 (25) 89.8 - 0.35 (-0.04 t0 0.73) 67.7
Europe 3(5) 60.9 e 208012202895 1156
Morth America B (9) 947 — 257 (1.09to404) 208
Overall 20 (39) 91.4 -+ 0.94 (0.55 to 1.33) 100

= =1 0 1 2 3

4 &

Fig. 3. Summary of meta-analysis on oxidative stress markers in keratoconus comparing with healthy controls, stratified by type of markers, by type
of samples (tears. cornea, agueous humour and blood)., by type of corneal samples (stromal cells, epithelium and endothelium) and by geographic

zones (Asia, Europe and Morth America).

18.20,23-26.30.31,33-33], with 11 studies
for Asia [14,17.18.23-2530.31,33-33],
three studies for Europe [2,5,10] and six
studies i MNorth America
[3.8,12.13,20,26]. Studies taking place in
Europe and North America showed an
increase of oxidative stress markers in
keratoconus compared with healthy con-
trols (SMD = 2.09, 95% C1 1.23-2.95,
p < 0.001, 7 = 60.9%;and 2.57, 95% CI
L0905, p = 0.001; I = 94. 7%, respec-
tively) (Fig. 3, Appendix 58 and 510).
Meta-regressions  demonstrated  that
oxidative stress markers were higher in
K.C of Morth America than Asia (coeffi-
cient 2.07; 95% C10.33-3.61: p = 0.010).
We did not retrieve any significant results
on the other parameters (Fig. 4).

Meta-analysis of antioxidanis in kerato-
CEFLY

Stratified by type of anrioxidants. We
included 28 stwdies  [1.2.4-7.9.11,
13-17,19-24,27-33,35 36), with seven
studies for superoxide dismutase{S0D)
[5.7.11.22,23.28 29], eight studies for glu-
tathione (GSHVglutathione peroxidase
(GPx)elutathione  reductase  (GR)Y

10

glutathione-S-transferase (GST)
[1,2.5.11,15.20,30,31), three studies for
catalase [1,13,21], five studies for total
antioxidant capacityfstatus (TACTAS)
[2.14,22 24 33), three studies for aldehyde
(ALDHVNADPH dehydrogenase
[15,16,19], two studies for cysteinefty-
rosing |30,31], three studies for lactofer-
rinfiransferrinfalbumin  [4,19.27], two
studies for ascorbic acid [30,31], three
studies for acid uric [30-32], four studies
for seleniumizine [6,23,28.36] and four
studies for other antioxidants (heme-ox-
idase 2 enzyme (HO-2) [9], native thiol!
total thiol [17], vitamin B12 [35] and folic
acid [35]). The overall SMD was =(0.63
(93% CI =089 to =0.36, p < 0.001) with
animportant helemgeneity{fz = 93.4%),
involving a significant decrease of antiox-
idants in keratoconus compared with
healthy controls (Fig. 5, and Appendix
58 and 511). Total antioxidant capacity/
status { TACTAS) (=1.65, 95% Cl =288
to =043, p = 0.008, I = 94.7%), alde-
hyde (ALDHVMNADPH dehydrogenase
(=077, 95% CI =138 w =017,
p = 0013, F = 688%). lactoferrin/
transferrinfalbumin (=192, 95% CI

=296 to =089, p < 0.001, F = 86.0%),
seleniumizine (=142, 95% CI =2.23 1o
=06l p = 0001, F = 96.2%) and other
antioxidants were decreased in kerato-
conus compared with healthy controls
(=066, 95% C1 =104 tw =027,
p=0001, F=744%) (Fig. 5. and
Appendix S8 and 511). Meta-regressions
demonstrated that lactoferrin/transferring
albumin were more decreased in kerato-
conus than catalase (coefficient —2.70;
5% C1 =338 to =0.02; p = 0.048), than
cysteineftyrosine (-2.25;95% Cl -4 48 to
=0.03; p = 0.047) and than ascorbic acid
(=247 95% CO1 -402 o =002
p = 0.048). Meta-regressions did not
demonstrate any other significant results
on the socio-demographical parameters,
corneal  topography  measures  and
between other type of oxidative stress
markers (Appendix $12).

Stratified by cype of  samples. We
included 28 stodies [1,2.4-7.9.11.1
3-17.19-24.27-33,35,36], with six stud-
ies for tears [4,5,20,22.27 30], 10 studies
for cornea [2,7.9,13.15,16.19,21.29.31],
two studies for aqueous humour [31,32]
and 11 studies for blood samples
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Variables Oxidative Stress Coefficient (95% Cl)  p-value
Population |
Age, years I 009 (=012, 0.30) 0.386
Sex, % males [ —0.04 (=011, 0.02) 0.188
Maximal Keratometry, diopters | =021 {=0.49, 0.07) 0.119
Central Pachymetry, micrometers =014 {-0.40, 0.13) 0.248
Type of Oxidative Stress Markers
ROS/RNS va TOS/OSI o — 0.80 (-1.37, 2.96) 0.461
ROS/RMS ve Malondialdehyde —p— -0.86 (-3.02,1.70) 0.575
ROS/RNS vs Lactate/Pyruvate/Citrate — 006 (-2.07,2.19) 0.955
ROS/RMNS vs Others —— 0.49 (-1.58, 2.57) 0.632
TOS/0S! vs Malondialdehyde ——— -1.45 (—4.15, 1.24) 0.281
TOS/0S1 vs Lactate/Pyruvate/Citrate — e -0.74 [(-3.24, 1.76) 0.553
TOS/OS! vs Others —_—— -0.30 (-2.75, 2.15) 0.804
Malondialdehyde vs Lactate/Pyruvate/Citrate —_— 072 (-1.95 3.39) 0.589
Malondialdehyde vs Others —_—— 1.15 (-1.47,3.78) 0.379
Lactate/Pyruvate/Citrate vs Others —_— 043 (-1.99, 2.86) 0.7
Type of Samples
Tears v& Cornea —_—— 044 (-1.64, 2.53) 0.668
Tears vs Agueous Humor —_—— 274 {0.30,5.18) 0.029
Tears vs Blood e — 163 (-0.50, 3.76) 0.128
Comea vs Agueous Humor —— 230 (036,423 0.021
Comea vs Blood e 118 (=033 2.71) 0121
Agqueous Humor vs Blood —_— — 1.11  (=0.88, 3.09) 0.264
Type of Corneal Cells
Stromal cells vs Epithelial cells e e 295 (0.04, 5.87) 0.048
Stromal cells vs Endothelial cells B e — 283 (-0.60, 5.86) 0.083
Epithelial cells vs Endothelial cells — — =032 (-3.51, 2.87) 0.813
Geographic Zones
Asia vs Europe —— -1.82 (-3.76, 0.13) 0.060
Asia vs Morth America —— -2.07 (-381,-053) 0.010
Europe vs North America [ o — -0.25 (-2.48, 1.98) 0.820

=5=d=-3-2-1012 345

Fig. 4. Meta-regressions on oxidative stress markers in keratoconus comparing with healthy controls.

[1.6.11,14,17.23.24 28 33 35.36].  We
highlighted a decrease of antioxidants
in tears (SMD = -0.65, 93% CI -1.15
to =016, p=001, F=934%). in
aqueous humour (=0.72, 95% CI =1.39
to =0.06, p = 0.034, P = 73.7%) and in
blood samples of keratoconus compared
with healthy controls (=089, 95% CI
=137 to =040, p < 0,001, I =96.1%)
(Fig. 5. Appendix 58 and 513). Meta-
regressions did not demonstrate any
significant results (Appendix 512).

Stratified by type of corneal cells. We
included six  studies [9,13,16.19.29],
with two studies for stromal cells
[13,29], two studies for epithelial cells
[9.19] and one study for endothelial
cells  [16].  Only antioxidants i
endothelial cells were decreased in ker-
atoconus  compared  with  healthy

controls  (SMD = =082, 95% CI
=1.59 to =005 p=0036) (Fig. 5,
Appendix S% and 514). Meta-regres-
sions did not demonstrate any signifi-
cant results (Appendix 512).

Stratified by geographic  zone. We
included 28 studies [1.2.4-79.11.13-17.
19-24,27-33.35,36), with 16 studies for
Asia [6,9.14-17.22-24 28-31 33 35,36].
six studies for Europe [2,5,7,11,27,32],
four studies for MNorth  America
[13,19-21], 1 study for Africa [1] and
one study for Oceania [4]. Studies
taking place in Asia (SMD = -0.38,
95% C1 =064 10 =012, p=0.005,
F =91.3%), Europe (=1.01, 95% CI
=176 o =027, p = 0008,
F=927%), Africa (-2.20, 95% Cl
=243 o =197, p < 0.001, F = 00%)
and Oceania showed a decrease of

antioxidants in keratoconus compared
with healthy controls (=1.09, 93% CI
=214 to =003, p = 0.044, F = 80.6%)
(Fig. 5, Appendix S8 and S515). Meta-
regressions did not demonstrate any
significant results (Appendix S12).

Discussion

Keratoconus is classically defined as a
non-inflammatory  corneal  disease,
involving  corneal  conical  shape
because of thinning and protrusion
(Krachmer et al. 1984; Rabinowitz
1998). However, oxidative stress is a
complex homeostasis pathway impli-
cated in several diseases, that could be
dysregulated in keratoconus. In this
systematic review and meta-analysis,
we underlined that imbalance between
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Antioxid n studies  |-squared Effect size Weight
(subgroups) (%) {95% CI) (%)
Trmm of Markers
Superaxide Dismutase T12) 939 —_—— -060 (-152to 0.31) 161
Glutathione, enzyme-related B{11) 863 —_— -0.91 (-1.82 to 0.08)  14.6
Catalaze 34 964 —_— — 071 (-1.64 to 3.06) 48
Total Antiowidant Capacity/Status 5 (5) 4.7 _— -1.65 (-2.88 to -0.43) BB
Aldehyde, NADPH Deshydrogenase 3(5) B&8 —— =077 (-1.38t0 -0.17) 65
CysteineTyrosing 2(8) 56,4 - 0.15 (-0.17 ta 047} 11.8
Lactafarrin/Transfarin/Alburmin 3(5) 8.0 e -1.92 (-2.96 to -0.89) &0
Ascorbic Acid 2(5) 754 - 0.27 (-0.32to 0.85) 71
Uric Acid 3 (B} 837 ] e -0.0% {-0.58 10 0.53) &7
SelenumiZine 4(8) 06 2 —_— -1.42 (-223t0 -0.61) &9
Others 38 744 - -0.86 (=104 to <0.27) 90
Overall 28 (73) 934 - -0.63 (-0.89 to -0.36) 100
Type of Samples
Tears G (24) 534 = =0.65 (=1.16t0 =0.16) 33.6
Cormnea 10 (25) 879 - = -0.35 (-0.B5ta 0.14)  31.0
Aqueous Hurmor 2(4) 737 —— -0.72 (-1.30 0 -0.06) 56
Blood 11 (20) 961 =l -0.88 (-1.37 to -0.40) 29.8
Cwverall 28 (73) 934 + -0.63 (-0.89 to -0.36) 100
Type of Corneal Samples
Stromal Cedls 2 (2} 0. —r— =063 (-1.38 0 0.13) 239
Epithelium 2(2) 69.4 E— — -1.83 (-3.83ta 0.17) 550
Endothelium 1(1) - —O— =082 (=159 to -0.05) 211
Owverall 5 (5} 17.6 - =0.98 (=1.37 to -0.58) 100
Geographic Zones
Asia 16 (48) 913 == =0.38 (-0.64 to -012) G0.5
Europe 6(15) 927 —_— -1.01 {-1.76 ta -0.27) 19.6
Morth America 4(8) G948 =216 (-525t00.02) 49
Alrica 1(2) 0.0 = =220 (=243 0 -1.97) 31
Oceania 1(2) ane e -1.08 (-2.14 to -0.03) 289
Overall 28 (73) 93.4 + —0.63 (-0.89 to —0.36) 100

=5 -4 =3 =2 -1 0

1 2

Fig. 5. Summary of meta-analysis on antioxidants in keratoconus comparing with healthy controls, stratified by type of markers, by tvpe of samples
(tears, cornea, aqueous humour and blood), by tvpe of corneal samples (stromal cells, epitheliom and endothelivm) and by geographic zones (Asia,

Europe, Morth America, Africa and Oceania).

oxidative stress and antioxidants seems
to be a central process in the patho-
physiclogy of keratoconus. We high-
lighted that oxidative stress markers
were  increased and  antioxidants
decreased in several samples of kerato-
conus compared to healthy subjects.
Interestingly, we identified a geo-
graphic tropism of the imbalance of
redox homeostasis in  keraloconus.
Considering these results, we could
better understand the complexity of
pathological process in keratoconus,
and may consider innovative therapies
related with inflammatory hypothesis
of keratoconus.

Keratoconus: an  imbalance of  redox

homeastasis

We showed that oxidative stress mark-
ers were increased and antioxidants
decreased in keratoconus compared
with healthy controls. Interestingly,
we described two components of the

12

ocular surface (i.e. tears and cornea)
more affected by the imbalance of
redox homeostasis in  keratoconus.
Furthermore, antioxidants were signif-
icantly decreased in agqueous humour
of keratoconus. The ocular surface and
aqueous humour are daily exposed to
the intense burden of extracellular
oxygen free radicals generated by high
concentration of atmospheric oxygen,
UV-radiation of the sun, sulphur diox-
ide produced by fossil fuel, or eye
rubbing (Shoham et al. 2008; Chen
et al. 2009; PoljSak & Fink 2014; Najmi
et al. 2019). The majority of intracel-
lular reactive oxygen species (ROS) are
produced during the mitochondrial
respiratory cycle, in the electron trans-
port chain of complex 1 (NADH dehy-
dropenase) and complex 111
(ubiquinone—cytochrome ¢ reductase),
involving the metabolic rate of cells
(Finkel & Holbrook 2000). ROS is a
generical term to commonly describe
the superoxide anion radical (05),

hydrogen peroxide (H:0.) and the
hydroxyl radical (OH) that are extre-
mely unstable, free diffusible and long-
lived (Finkel & Holbrook 2000; Sho-
ham et al. 2008; Chen et al. 2009).
Fenton reaction can generate the
highly ROS implicating metals as iron
or cupper increased in samples of
keratoconus (iron ring at the basis of
cone entitled Fleischer sign) (Rabinow-
itz 1998; Kilig et al. 2016; Bamdad et al.
2018; Zarei-Ghanavati et al. 2019).
Interestingly, we highlighted that iron-
carrier protein as lactoferrinftransfer-
rinfalbumin were significantly
decreased in keratoconus, involving a
susceptibility to  generate oxidative
stress in keratoconus tissues. Further-
more, the imbalance between ROS and
the redox capacity of detoxifying sys-
tems involved some damage of cellular
DNA, lipid peroxidation of membrane,
inactivation of receptor protein and
enzymes, and finally cells apoptosis and
autophagy mediated by
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autophagosome (Chen et al. 2009
Cejka & Cejkova 2015; Cejkovd &
Cejka 2015 Shetty et al. 2017; Yin
et al. 2018). Considering the imbalance
of redox homeostasis in keratoconus,
we could hypothesize that corneal tis-
sues were more at-risk to develop
ectasia in relation with a susceptibility
of extracellular oxygen free radicals
and dysfunction of the mitochondrial
respiratory cycle. The oxidative stress is
already highlighted as crucial part of
some ocular disease like glaucoma
{Benoist d’Azy et al. 2016 Kimura
et al. 2017; McMonnies 2018), dry eye
disease (Dogru et al. 2018), pinguecula
and pterygia (Tenkate 1999; Kilic-
Toprak et al. 2019), diabetes retinopa-
thy or age-related macular degenera-
tion {Tangvarasittichai &
Tangvarasittichai 2019). Fortunately,
the ocular surface is rich in enzymatic
and nonenzymatic antioxidant mole-
cules to scavenge, neutralize and repair
the oxidative aggressions of ROS (Sho-
ham et al. 2008: Chen et al. 2009;
Cejkova & Cejka 2015). Evidence data
showed that ocular surface and aque-
ous humour of diurnal animals con-
tained a lot of antioxidant, that is
mucins, glycoproteins, detoxifving
enzymes derived from goblets cells,
lacrimal and meibomian glands includ-
ing superoxide dismutase (SOD), cata-
lase (CAT), glutathione peroxidase
{GPX). ascorbic acid, glutathione, wric
acid, cysteine, tyrosine and transferrin
(Chen et al. 2009; Lema et al. 20010;
Balasubramanian et al. 2012; Saijyothi
et al. 2012; Karamichos et al. 2013;
Willcox et al. 2017; Balmus et al. 2020).
Thus, the complex antioxidant path-
ways could counterbalance the daily
ROS generations produced by cells
metabolism and environmental aggres-
sions in tears, corneal tissues and endo-
ocular fluids {Reiss et al. 1986; Gond-
howiardjo & wvan Haeringen 1993;
Gondhowiardjo et al. 1993; Behndig
et al. 2001; Buddi et al. 2002; Kenney
et al. 2005; Chwa et al. 2006; Arnal
et al. 2011; Joseph et al. 2011; Saee-
Rad et al. 2013; Uzunoglu et al. 2013;
Lackmer et al. 2014: Hao et al. 2016;
Stachon et al. 20017; Atilano et al. 2019;
Caglayan et al. 2019). However, we
showed that antioxidants (and particu-
larly aldehyde (ALDHYNADPH dehy-
drogenase, lactoferrinftransferrin/
albumin,  selenium/zine, TACTAS,
H(O-2, native thiolftotal thiol, vitamin
By; and folic acid) were significantly

decreased in keratoconus, reducing the
upper-mentioned defence mechanisms
against oxidative stress. In the light of
these evidences, we could propose that
keratoconus is a corneal disease involv-
ing corneal ectasia, promoting by an
imbalance of redox homeostasis in
tears, corneal tissues, aqueous humour
and blood. Considering that oxidative
stress markers and antioxidants were
significantly increased and decreased in
blood of keratoconus, this corneal
disease seems to be also associated
with systemic redox imbalance. Thus,
it seems to be interesting to hypothesize
that keratoconic ectasia is a local or
systemic expression of an inflammatory
process.

From enigmatic disease to inflammatory
vicious circle?

The classical definition of keratoconus
is a non-inflammatory condition where
the cornea is progressively warping in a
conical shape because of thinning and
protrusion of its layers (Krachmer
et al. 1984; Rabinowitz 1998). How-
ever, the triggering factors and causes
of corneal thinning remain an enigma.
Thus, many theories have been postu-
lated regarding the aetiology of kera-
toconus: ectodermal or mesodermal
disease (Galin & Berger 1958; Teng
1963), eye rubbing (McMonnies 2016;
Perone et al. 2017; Najmi et al. 2019),
hormonal  dysregulation  (Tachibana
et al. 2002; Goldich et al. 2011; Magal-
haes et al. 201%), penetic disorder
(Pearson et al. 2000; Rabinowitz 2003;
Wheeler et al. 2012; Gordon-Shaag
et al. 2015; Rong et al. 2017; Valgaeren
et al. 2018), collagenous disease or
corneal manifestations of systemic dis-
ease  (Dudakova & Jirsova 2013
Woodward et al. 2016, Bak-Mielsen
et al. 201%a.b). However, all of them
could be exact according to a multifac-
torial disease models where environ-
mental stress factors seem to play a
triggering role on an inherited predis-
positions. Interestingly, we showed that
oxidative stress markers were increased
in European and North American
samples of keratoconus, without signi-
ficative relation with Asiatic samples.
Thus, oxidative stress markers were
more increased in North America than
Asia. Similarly, all geographic origins
of keratoconus samples except MNorth
American were associated with a sig-
nificant decrease of antioxidants. Thus,

the imbalance of redox homeostasis in
keratoconus may include a geographic
tropism or involve ethnic predisposi-
tions. Indeed. it is well known that
genetic heritage and ethnicity could
promote the clinical severity of kerato-
conus, involving the progression of
corneal ectasia (Bak-MNielsen et al.
20019a.b; Volatier et al. 2020), need of
invasive therapeutics as corneal cross-
linking or corneal graft, and risks of
cecity with corneal melting and perfo-
ration (Zhang et al. 2019). Considering
the intense burden of air pollution in
past decades, the association between
geographic origins and redox imbal-
ance in tissues of keratoconus could be
explained by the free radical aggres-
sions related to biomass burning-
derived, particulate matters, and fossil
fuel exhausts (Daiber et al. 2020:
Milani et al. 2020; Mudway et al
2020; Vehof et al. 2020). As explained
above, keratoconus is an imbalance of
redox condition where enzymatic and
nonenzymatic antioxidant molecules
are exceeded by the oxidizing charge.
Surprisingly, we showed that oxidative
stress  markers were increased and
antioxidants decreased in blood of
keratoconus, involving a  systemic
imbalance of redox homeostasis. With-
out evidence of other organ failure
than cornea, we could postulate that
genetic predispositions expose kerato-
conus to oxidative stress damages only
in corneal tissues. Focusing the analysis
into the different layers of cornea, we
showed an increase of oxidative stress
markers in stromal cells and a decrease
of antioxidants in endothelium. Thus,
most of corneal layers seem to be
affected by the pathological process,
probably excluding an exclusive stro-
mal disease. Similarly, lysyl oxidase
(LOX), collagenases, matrix metallo-
proteinases (MMP-1, MMP-3 and
MMP-9) and inflammatory cytokines
(IL-1, IL-6, TMNF-a and TGF-f) seem
to be overexpressed and deregulated in
tears and corneas of keratoconus com-
pared with healthy subjects (Collier
2001: Dudakova & Jirsova 2013: Wisse
et al. 2015). Therefore, we can stipulate
that chronic environmental aggres-
sions, like eye rubbing or atopy (Gor-
don-Shaag et al. 2012; Gordon-Shaag
et al. 2015), in predisposed subjects
(Rong et al. 2007), could trigger the
chronic liberation of inflammatory
cytokines by aggressed cells and dereg-
ulate the delicate balance of cellular
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redox homeostasis (Collier 20001; Wisse
et al. 2015). The chronicity of inflam-
matory environment, notably with
TGF-p and IL-1 (Girard et al. 1991).
could promote the degradation of extra-
cellular matrix by upregulated collage-
nases and  metalloproteases, the
acceleration of cells renewal and the
apoptosis mediated by autophagy (Col-
lier 2001; Shoham et al. 2008; Shetty
etal. 2017; Yin et al. 2018). Considering
that cytokines and degrading enzymes
should be activated to trigger the cas-
cade of inflammatory activation, we
could hypothesize that imbalance of
redox homeostasis could be a key factor
at the beginning of ectasia process
(Cristina Kenney & Brown 2003).
Hence, experimental models based on
knockout mouse for oxidative stress
markers or antioxidanis could be effec-
tive to better understand their role in the
pathophysiclogical process of kerato-
conus.  Furthermore,  identifying
biomarkers of keratoconus which can
easy collect in the ocular surface seems
to be very salient to diagnose early stage
of disease in concordance with corneal
topography patterns, and to exclude the
preclinic subjects of refractive surgery
(Mishtala et al. 2016 Dupps 2020).
Further studies are necessary to
broaden the knowledges of inflamma-
tory pathways in keratoconus, allowing
elaboration of specific treatments in
asymptomatic, advanced or progressive
stage of the disease. Well-knowing these
activation pathways in the ocular sur-
face will allow to elaborate aetiological
treatments acting at the beginning of
pathological process.

Limitations

Our study has some limitations. Our
meta-analysis inherited the limitations
of the 36 individual studies of which it
was composed and therefore was sub-
jected to the bias of included studies.
However, this is the first meta-analysis
to systematically quantify the strength
of associations between keratoconus,
antioxidants, and oxidative stress
markers in eye tissues and physiologi-
cal fluids. Despite our stratification by
type of markers (antioxidants and
oxidative stress markers), type of sam-
ples (tears, cornea, agueous humour
and blood). type of corneal samples
{stromal cells, epithelium and endothe-
lium) and geographic zones (Asia,
Europe. North America, Africa and
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Oceania), there is heterogeneity within
each subgroup regarding sample meth-
ods, methods of biomarker guantifica-
tion and study population. Moreover,
although the diagnostic of keratoconus
is well described using slight lamp
examination, corneal optic coherence
tomography (OCT) and corneal topog-
raphy, it was not clearly defined in
some published studies, which might
have affected precision of the results. In
addition, twenty-four studies did not
report clinical or paraclinical severity
scales of keratoconus (Gondhowiardjo
& wvan Haeringen 1993 Gond-
howiardjo et al. 1993; Behndig et al
2001; Buddi et al. 2002; Kenney et al.
2005; Chwa et al. 2006; Chwa et al
2008; Arnal et al. 2011; Joseph et al.
2011; Ortak et al. 2012: Saee-Rad et al.
2013; Uzunoglu et al. 2013; Lackner
et al. 2014: Karamichos et al. 2013,
Hao et al. 2016; Cantemir et al. 20016a,
2016b:; Gulpamuk et al. 2017; Snyt-
nikova et al. 2017; Stachon et al. 2017,
Bamdad et al. 2018; Atilano et al. 2019,
Yilmaz et al. 2020), precluding strati-
fied analysis by degree of keratoconus
severity. Most studies also described
case—control study designs, with only
one cohort study. However, kerato-
conus 15 a progressive and chronic
corneal disease which can diagnose
thanks to evolution pattern of corneal
ectasia during several months or years.
Therefore, the associations between
keratoconus and oxidative stress might
be biased by the potential misdiagnosis
or underdiagnosis of keratoconus.
There is also heterogeneity in reporting
oxidative stress markers and antioxi-
dants between studies, describing dif-
ferent enzymatic pathways and cellular
interplay  mechanisms. Considering
that included studies wuwsed several
methods of biomarkers quantification
with different cut-off and laboratory
protocols, the methodologic variability
between studies could preclude robust
conclusions. Even if methodological
quality of the included studies was
evaluated by subjective assessments
(STROBE and NOS), overall method-
ological quality was reasonably good
without major comparability and selec-
tion bias between keratoconus and
control groups, with a large volume
of data availahle {1328 keratoconus
versus 1208 healthy controls) and con-
sistency for the main outcomes of
interest. Generalizability of our results
may also suffer from the limited

number of studies from Africa. Ocea-
nia and South America, particularly
for the oxidative stress markers. For
the future, it would be interesting to
investigate more prospective studies to
explore the underlying mechanisms and
putative therapeutics.

Conclusion

We showed that oxidative stress mark-
ers and antioxidants were dysregulated
in keratoconus, involving an imbalance
of redox homeostasis in tears, cornea,
aqueous humour and blood. Further
studies are needed to better understand
the complex relation between corneal
ectasia. redox homeostasis and inflam-
matory pathway to promote innovant
and aetiological therapeutics that could
slow down (or arrest) disease progres-
siof.

Data sharing statement

Mo additional data are available.
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ABSTRACT.

Purpose: To conduct a systematic review and meta-analysis on the levels of
oxidative stress markers and antioxidants in dry eye disease (DED) compared
with healthy subject.

Method: The PubMed, Cochrane Library, Embase, Science Direct and Google
Scholar databases were searched on 10 January 2021 for studies reporting
oxidative and antioxidative stress markers in DED and healthy controls. Main
meta-analysis was stratified by type of biomarkers, type of samples (tears,
conjunctival cells or biopsies), Sjogren’s syndrome (SS) (patients with or without
SS) and by geographical zones (Asia or Europe).

Results: We included nine articles, for a total of 333 patients (628 eye samples)
with DED and 165 healthy controls (451 eye samples). There is an overall
increase in oxidative stress markers in DED compared with healthy controls
(standard mean deviation = 2.39, 95% confidence interval 1.85-2.94), with a
significant increase in lipid peroxide (1.90, 0.69-3.11), myeloperoxidase (2.17.
1.06-3.28), nitric oxide synthase 3 (2.52, 0.95-4.08), xanthine oxidase [oxidore-
ductase (2.41, 1.40-5.43), 4-hydroxy-2-nonenal (4HNE) (4.75, 1.67-7.84),
malondialdehyde (3.00, 2.55-3.45) and reactive oxygen species (1.31, 0.94-1.68).
Oxidative stress markers were higher in tears, conjunctival cells and conjunctival
biopsies of DED than controls. Even if small number of studies were included for
antioxidants, catalase seemed to be decreased in DED compared with healthy
controls (—2.17, —3.00 to —1.34), with an increase of antioxidants in tears of
DED patients without SS (1.13, 0.76-1.49).

Conclusion: Oxidative stress markers, and probably antioxidants, were dysreg-
ulated in DED, establishing a local oxidative environment in tears, conjunctival
cells and tissues.

inflammation — ocular surface — oxidative stress

Key words: biomarkers — dry eye discase

Highlights

In this systematic review and meta-
analysis, we aimed to compare the
levels of oxidative stress markers and
antioxidants in DED patients versus
healthy controls.

We stratified meta-analyses on the
type of biomarkers, type of samples
(tears, conjunctival cells or biopsies),
geographical zones and diagnosis or
not of Sjogren’s syndrome.

We highlighted that oxidative stress
markers (in tears and conjunctiva)
were increased in DED compared
with healthy individuals.

Oxidative stress imbalance seems to
be a central process in DED. involv-
ing a better comprehension of patho-
logical pathways and innovative
therapeutic approach.

Introduction

Dry eye disease (DED) is one of the
most common ocular surface diseases,
affecting from 5 to 50% of worldwide
people (Stapleton et al. 2017). Dry eye
disease (DED) induced a large panel of
ocular symptoms in relation with the

Aczl:zththalmOI. . - 5 o stage of tissue damages, such as super-
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disturbance. Moreover, DED is a mul-
tifactorial diseases associated with age,
gender, hormonal status, leisure and
occupational activities (i.e. air condi-
tioning and working at visual display
terminal), geographic zones (ie. cli-
mate and humidity rate), duration of
preserved-topical treatment, and sev-
eral others ocular and systemic condi-
tions (e.g. dopamine dysregulation of
Parkinson disease, palpebral abnor-
malities or glaucoma) (Craig et al
2017; Plugfelder & de Paiva 2017,
Hanyuda et al. 2020). Definition of
DED has been recently remodelled as
an inflammatory disease involving all
components of the ocular surface with
an increase of the tear film osmolarity,
a disturbance of lacrimal functional
unit with corneal neurogenic abnor-
malities, and a tear film instability
(Craig et al. 2017; Pflugfelder & de
Paiva 2017). Tear film hyperosmolarity
seems to be the core mechanism indue-
ing the vicious circle of DED: epithelial
damage inducing cell death by apopto-
sis, dysregulated autophagy, loss of
goblet cells with lack of mucin expres-
sion, release of inflammatory mediators
{i.e. NFkB. TNFa, IL-1f, IL-6 and
MMP-9) and finally the exacerbation
of tear film instability (Bron et al. 2017;
Pflugfelder & de Paiva 2017; Baudouin
et al. 2019; Martin et al. 2019). Thus,
ocular surface damages in DED caused
by osmotic, inflammatory or mechan-
ical stresses (desiccation and loss of
lubrication) are causative factors to
improve fragility of eye against envi-
ronmental aggressions. Indeed, the
integrity of tears fluid and ocular
tisswes are needed to express abun-
dantly antioxidants and protective
enzymes, maintaining the redox home-
ostasis of the ocular surface (Chen,
Mehta & Vasilion 2009). Considering
the intense burden of free-radical stress
in the first-line barrier tissues during
life {e.g. particular matter, fossil fuels
exhausts, or solar ultraviolet radia-
tions) (Ivanov et al. 2018 Kim et al.
2020}, it has been proposed that oxida-
tive/antioxidative imbalance was a cen-
tral pathological process in the
pathophysiology of DED ({Shoham
et al. 2008; Dogru et al. 2018: Ivanov
et al. 2018). Evidence data tended to
describe a  dysregulation of redox
homeostasis in ocular tissues of DED,
but the variability of studies in this field
needed to rigorously summarnze the
literature  to  avoid  conflicting

conclusions. Thus, it seemed to be
necessary to clarify the role of oxida-
tive stress involved in the pathological
process of DED. Therefore, we aimed
o compute a systematic review and
meta-analysis on the levels of oxidative
stress markers and antioxidants in
DED compared with healthy controls.

Methods

Literature search

We searched all articles in PubMed,
Cochrane Library, Embase. Science-
Diirect and Google Scholar databases
to 10" January 2021 with the following
keywords: ("Dry Eve Syndromes" OR
"dry eye*" OR "DED") AND ("reac-
tive oxygen species” OR "oxidative
stress” OR "oxidative stresses" OR
"nitrative stress” OR "nitrative dam-
age" OR "oxidant stress" OR "oxida-
tive damage” OR "antioxidant effect”
OR "antioxidant effects" OR "antiox-
idants" OR "antioxidative stress" OR
"antioxidant stress™) (details of search
strategy are presented in Appendix 81).
The search was not limited to specific
years, language restrictions and no
minimal sample size was applied. To
be included, articles needed to evaluate
a level of oxidative stress and/or
antioxidative markers in sample of
DED  and healthy controls. We
excluded animal studies. We imposed
no limitation of regional origin. In
addition, references list of all relevant
publications (e.g. studies on oxidative
stress in DED or literature review) was
manually searched to identify any
other ones not found with electronic
search. The search strategy is presented
in Fig. 1. One author conducted all
literature searches (Valemtin Navel)
and collated the abstracts. Two authors
(Valentin Mavel and Frédéric Dutheil)
separately reviewed the abstracts and
based on the selection criteria, decided
the suitability of the articles for inclu-
sion. A third author (Frédéric Chi-
ambaretta) was asked to review the
articles where consensus on suitability
was debated. Finally, all authors
reviewed eligible articles. We followed
the PRISMA guidelines (Appendix $2)
(Moher et al. 2009).

Data collection

The data collected included first
author's name, publication year, study

design (case—control or prospective
randomized controlled study), type of
study (laboratory or field study), aims
and outcomes of included articles, inclu-
sion and exclusion criteria, sample size,
mean age, percentage of male, type of
sample (conjunctival impression cytol-
ogy, conjunctival biopsy, or tears), origin
of samples (during clinical examination,
cataract surgery or others ocular inter-
ventions), sampling methods (glass
microcapillary tubes, surgical sponges,
impression cytology, or surgical proce-
dure for biopsy), follow-up, best-cor-
rected visual acuity (logMar), Schirmer-1
test {mm), tear break-up time { TBUT) test
(seconds), rose Bengal staining test, type
of biomarkers {oxidants or antioxidants),
method of determination (fluorometry,
spectrophotometry,  histochemistry,
immunchistochemistry, enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) and
others enzymatic tests and assays) and
putative adjustment/explaining factors
(such as geographical zone, or systemic
diseases as Sjogren’s syndrome).

Outeomes

We studied the levels of oxidative stress
markers and antioxidants in DED
comparing with healthy controls as
primary outcome. Secondary outcomes
were the difference of oxidative stress
markers or antioxidants levels accord-
ing to the type of biomarkers, type of
samples, geographic zones, Sjogren’s
syndrome and their association with
covariates.

Methodological guality assessment

The quality assessment only involved
the nine included studies and did not
affect the selection process. We used
the Newcastle-Ottawa Quality Assess-
ment Scale model to judze observa-
tional studies with the dedicated
evaluation grids. The following nine
items were assessed in all case—control
studies: four items on selection bias,
two items on comparability bias and
three items on outcome bias {Wells
et al. 2014). To evaluate randomized
controlled studies, we used the Scottish
Intercollegiate  Guidelines Network
(SIGN) with the dedicated evaluation
grids. The following 11 items were
assessed  in  randomized controlled
studies: 10 items on internal validity
and one item on overall assessment of
the study (Harbour & Miller 2001).
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Fig 1. Flow diagram according with PRISMA Guidelines.

Each item was assigned a judgement of
Yes', "No’, "Can’t say” or “Not appli-
cable”. The methodological quality of
the studies was evaluated by two
authors (Valentin Navel and Frédéric
Dutheil). Disagreements were
addressed by obtaining a consensus
with a third author (Frédéric Chi-
ambaretta) {Fig. 2).

Statistical considerations

Statistical analyses were conducted
using Comprehensive  Meta-analysis
software (version 2, Biostat Corpora-
tion, Englewood, NJ, USA) and Stata
software (version 13, StataCorp, Col-
lege Station, TX, USA) (Ollier et al.
20014; Lanhers et al. 2015 Benoist
d’Azy et al. 2016a, b; Courtin et al
20016; Lanhers et al. 2017; Benoist
d’Azy et al. 2019; Navel et al. 2019).
Characteristics of the biomarkers and
subjects (dry eye and controls) were
summarized for each study sample and
reported as mean =+ standard-deviation
(5D and number (%) for continuous
and categorical variables respectively.
For rigour, effect sizes were defined as

standard mean differences (SMD) of
oxidants/antioxidants levels. First, we
conducted meta-analyses on oxidants/
antioxidants levels. Standard difference
in means between groups (SMD, dif-
ference between means divided by the
pooled standard deviation, with a cor-
rection for small sample bias) and 95%
confidence interval (95% CI) were
estimated wsing DerSimonian  and
Laird random-effects models (assuming
that the true effect estimates varied
among studies) {DerSimonian & Laird
1986). A SMD is defined as a unitless
measure of the concentration of oxi-
dants/antioxidants centred at zero if
oxidants/antioxidants levels in DED
are not different from healthy controls.
A positive SMD denoted higher oxi-
dants/antioxidants levels in DED than
healthy controls. A scale for SMD has
been suggested with 0.8 reflecting a
large effect, 0.5 a moderate effect and
0.2 a small effect (DerSimonian &
Laird 1986). p Values less than 0.05
were considered statistically significant.
Then, we stratified these meta-analyses
on the type of biomarkers, the type of
samples (tears, comjunctival cells or

Acta Opariarmorocica 2021

biopsies), geographical zones and diag-
nosis or not of Sjigren’s syndrome.
Statistical  heterogeneity  between
results was assessed by examining
forest plots, confidence intervals and
using F, which is the most common
metric for measuring the magnitude of
between-study  heterogeneity and is
easily interpretable. F wvalues range
between 0% and 100% and are typi-
cally considered low for heterogeneity
scores of <23%. modest for 25-30%
and high for =50%. For example, a
significant heterogeneity may be due to
the variability between the characteris-
tics of the studies, such as those of the
subjects (age, sex, etc.), the type of
samples or other covariables. Publica-
tion bias was taken into consideration
and funnel plots were compiled. with
sensitivity analysis excluding studies
not evenly distributed around the base
of the metafunnels. When possible
(sufficient sample size). meta-regres-
sions were proposed to study the rela-
tion between oxidants/antioxidants
levels and characteristics of subjects
(eg. age, sex, country, Schirmer-1 test,
TBUT, rose Bengal staining test) and
other samples characteristics (e.g. type
of samples). Results were expressed as
regression coefficients and 95% CL.

Results

An initial search produced a possible
for 7223 articles (Fig. 1). We identified
nine eligible articles including eight
case—control studies {Augustin et al
1995; Cejkova et al. 2007, Cejkova
et al. 2007, Cejkova et al. 2008; Soria
et al. 2013; Wakamatsu et al. 2013;
Zheng et al. 2015; Choi et al. 2016) and
one  prospective, randomized-con-
trolled trial (Macri et al. 20135). Overall,
these studies included a total of 333
patients with DED and 165 controls,
that is 628 eye samples with DED and
451 control eye samples (Table 1). All
articles were written in English.

More detailed information on gual-
ity of articles {Figs 1 and 2), popula-
tion (sample size, gender, age,
Schirmer-1 test, TBUT, rose Bengal
staining test and others clinical explo-
rations), DED diagnosis and severity
scales (diagnostic methods and severity
scales of DED), samples (type of sam-
ples, sampling methods and tissues
conservation), oxidative stress mark-
ers/antioxidants (methods of quantifi-
cation), study designs, geographic
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Fig 2. Methodological quality of included articles uwsing the MNewcastle—Dttawa Cuality
Assessment Scale (NOS) for ohservational studies and the Scottish Intercollegiate Guidelines
Metwork (S1GM) for controlled trials studies. For each item, criteria fulfilled: No: 0, Yes: 1 {*: 2

subitems), Can’t say:?, Not applicable: MA.

zones, follow-up, aims and outcomes of
included articles are given in Table 1
and Appendix 53.

Oxidative stress markers/antioxidants

Oxidative stress markers

Seven studies reported oxidative stress
markers in DED comparing with
healthy controls {Augustin et al. 1995;
Cejkovd et al. 2007; Cejkovd et al
2007; Wakamatsu et al. 2013; Macri
et al. 2015; Zheng et al. 2015; Choi
et al. 2016), including two studies for
lipid peroxide (LPO) (Augustin et al.
1995; Macri et al. 2013), two studies for
hexanoyl-lysine (HEL) (Wakamatsu

et al. 2013; Choi et al. 2006), two
studies  for  4-hydroxy-2-nonenal
(4HNE) (Wakamatsu et al. 2013; Choi
et al. 2016}, one study for myeloperox-
idase (MPO) (Augustin et al. 19935),
one study for nitric oxide synthase 3
(NOS3) (Cejkova et al. 2007), one
study for xanthine oxidase/oxidoredue-
tase (Cejkovd et al. 2007), one study for
malondialdehyde (MDA) (Choi et al.
2016) and one study for reactive oxy-
gen species (ROS) (Zheng et al. 2015).

Antioxidants

Twao studies {Cejkovd et al. 2008; Soria
et al. 2013) reported antioxidants levels
in DED comparing with healthy

controls, including superoxide dismu-
tase  (SOD), glutathione-dependent
enzymes [ie. glutathione peroxidase
(GPX) and glutathione S-transferase
P-1 (GSTP1)] and one study (Cejkovi
et al. 2008) for catalase (CAT).

Meta-analysis

Meta-analysis of oxidative stress in DED
Stratified by type of oxidative stress
murkers. The overall SMD was 2.39
{95 C1 1.85-2.94, p < 0.001) with an
important heterogeneity (F° = 96.1%),
involving a significant increase of
oxidative stress markers in DED com-
pared with healthy controls (Fig. 3,
and Appendices S4 and 55). Lipid

peroxide :l:l.PU] (1.90, 069-3.11,
p=0002, I =97.7%), MPO (217,
106328 p=<0001; I =96.8%),
MNOS3 (252, 095408, p = 0002,

F = 90.4%,), xanthine oxidase/oxidore-
ductaze (2.41, 1.40-543% p < 0.001;
F = 75.0%), 4HNE (4.75, 1.67-7.84:
p=0.003: F=052%) MDA (3.00,
2.55-3.45, p <0001, F =0.0%) and
ROS (1.31, 0.94-168; p < 0.001) were
increased in DED compared with
healthy controls (Fig. 3 and Appen-
dices 54 and 53).

Stratified by type  of  samples. We
included seven studies (Augustin et al.
1995; Cejkovd et al. 2007; Cejkovid
et al. 2007 Wakamatsu et al. 2013;
Macri et al. 2015; Zheng et al. 2015;
Choi et al. 2016), with three studies for
tears (Augustin et al. 1995; Wakamatsu
et al. 2013; Choi et al. 2016) and six
studies  for  comjunctival  samples
(Cejkova et al. 2007; Cejkovd et al.
2007, Wakamatsu et al. 2013; Macri
et al. 2015 Zheng et al. 2015; Choi
et al. 2016). We highlighted an increase
of oxidative stress markers in tears
(SMD = 2.3\\5, 95C1 1.49-3.24,
p = 0001, 7 = 98.2%) and in conjunc-
tival samples of DED compared with
healthy controls (240, 1.78-3.01,
p = 0001, 7 = 85.8%) (Fig. 3, Appen-
dices 56 and 57).

Stratified by type of ocufar surface sam-
ples. We  included  seven  studies
(Augustin et al. 1995, Cejkova et al.
2007; Cejkovid et al. 2007; Wakamatsu
et al. 20013; Macri et al. 2015, Zheng
et al. 20013; Choi et al. 2016), with three
studies for tears (Augustin et al. 1995;
Wakamatsu et al. 2013; Choi et al
2016). four studies for conjunctival
cells (Cejkovd et al. 2007; Cejkovd
et al. 2007; Wakamatsu et al. 2013;
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n studies  l-squared

Effect size Weight

Onidative {subgroups) (%) {95% CI) (%)
Type of Markers
Lipid peroxide (LPO) 2 (4) 977 — — 1.90 (06910 3.11) 181
Myeloperoxidase (MPO) 1(3) 96.8 — — 217 (1.06t0 3.28) 137
Mitric oxide synthase 3 (NOS3) 1(4) 80.4 — — 2.52 (0.95 to 4.08) 15.6
Xanthine axdase/oxidoreductasa 1(3) T5.0 — e 241 (1.40to 3.43) 12.4
Hexanaoyl-lysine (HEL) 2(4) 947 e e 144 (<013t 3.01) 167
4-hydroxy-2-nonenal (4HME) 2(3) 95.2 475 (1.67t07.84) 113
Malondialdehyde (MDA) 1(2) 0.0 = 3.00 (2.55 to 3.45) 7.7
Reactive cxygen species (ROS) 1(1) - == 1.31 (0.94 to 1.68) 4.6
Owerall 7 (24) 96.1 —_ 239 (1.85t0 2.94) 100
Type of Samples
Tears 3(10) 98.2 —— 236 (14910 3.24) 449
Conjunctiva 6 (14) 85.8 —— 240 (1.781t0 3.01) 551
Owverall 7 (24) 96.1 - = 239 (1.85t0 2.94) 100
Type of Ocular Surface Samples
Tears 3010) 982 —— 236 (14910 3.24) 449
Conjunctival cells 4 (10} 89.1 —_—r— 259 (18210 3.38) 405
Conjunctival biopsies 2(4) 622 —_—— 193 (09310203) 148
Overall T (24) 96.1 —— 239 (1.85t0 2.84) 100
Sjogren's Syndrome
Patients with Sjigren syndrome 3(10) B8E.9 — 2.65 (1.87to 3.44) 402
Patients without Sjagren syndrome 4 (14) a7.4 —_—— 221 (149102892) 598
Owverall 7 (24) 96.1 - 239 1.85t0 2.94) 100
Geographic Zones
Asia 3(10) 974 —— 266 (1.3810393) 402
Europe 4 (14} 94.8 = 219 (16210 2.75) 598
Owverall T (24) 96.1 - = 239 (1.85t0 2.94) 100
4 0 1 2 3 4 5 8 7

Fig 3. Summary of meta-analysis on oxidative stress markers in dry eve disease (DED) comparing with healthy controls, stratified by type of markers,
by type of samples (tears or conjunctiva), by type of ocular surface samples (tears, conjunctival cells or conjunctival tissues), by Sjdgren’s syndrome
(DED patients with or without Sjogren’s syndrome) and by geographic zones (Asia or Europe). The column Weight is the weight of each study
stratification within the meta-analysis; weight is the inverse of the estimates’ variance, so that larger studies tend to contribute more than smaller

studies.

Zheng et al. 2015) and two studies for
conjunctival biopsies (Macri et al
2015; Choi et al. 2016). We highlighted
an increase of oxidative stress markers
in tears (SMID = 2.36, 95C1 1.49-3.24,
p < 0001, F' = 98.2%), in conjunctival
cells (2.59,  L82-3.36, p <0001,
IF=#9.1%) and in conjunctival biop-
sies of DED (193, 0.93-2.93,
p = 0.001, P = 62.2%) compared with
healthy controls (Fig. 3, Appendices 87
and S8).

Stratified by  Sjggren's syndrame. 'We
included seven studies (Augustin et al.
1993; Cejkova et al. 2007; Cejkova et al.
2007, Wakamatsuet al. 2013; Macriet al.
2015 Zhengetal. 2015, Choietal. 2016),
with 3 studies including DED patients
with Sjdgren’s syndrome (Cejkovd et al.
2007 Cejkovd et al. 2007; Wakamatsu
et al. 2013) and four studies without
Sjogren’s syndrome (Augustin et al
1995, Macri et al. 2015; Zheng et al.

2015 Choi et al. 2016). We highlighted
an increase of oxidative stress markers in
DED patients with Sjigren’s syndrome
(SMD =265, 95 C1 1E7-344,
p = 0.001, F= E6.9%) and in DED
patients without Sjogren’s syndrome
(2.21,1.49-292 p < 0.001, I' = 97.4%)
(Fig. 3, Appendices 57 and 59).

Stratified by geographic  zone. We
included seven studies {Augustin et al.
1995; Cejkova et al. 2007; Cejkova et al.
2007; Wakamatsu et al. 2013 Macri
et al. 2015; Zheng et al. 2015; Choi et al.
2016), with three studies for Asia
(Wakamatsu et al. 2013; Zheng et al.
2015; Choi et al. 2016) and four studies
for Europe (Augustin et al. 1995
Cejkovd et al. 2007; Cejkovd et al
2007; Macri et al. 2015). Both geograph-
ical zones showed an increase of oxida-
tive stress markers in DED compared
with healthy controls (SMD = 266, 95
Cl 1.38-3.93, p< 0001, F=974%:

and 219, 162275 p < 0.001;
F=948%,  respectively) (Fig. 3,
Appendices 57 and 510).

Meta-analysis of antioxidants in DED
Stratified by type of antioxidmus. The
overall SMD was —=0.34 (95 C] - 1.66—
0.98, p=0.61%) ﬁwith an important
heterogeneity (7 = 95.5%) (Fig. 4.
and Appendices 57 and S11). Even if
only one study was included. CAT was
decreased in DED compared with
healthy controls (=2.17, 300 to
1.34, p = 0.001). Glutathione-depen-
dent enzymes were showed to be
increased in one study (Soria et al.
2013) and decreased in other one study
(Cejkova et al. 2008), involving non-
significant  owverall result (—0.37,
3T71-28597, p=0.829). In the same
way, S0D was increased in only one
study (Soria et al. 2003), without any
significant overall result (0,58, —0.20,
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Antioxi n studies  l-squared Effect size Weight
dants {subgroups) (%) {95% ClI) (%)

Type of Markers

Catalase (CAT) 1{1) - —_— 217 -3.0110-1.34) 195

Glutathione enzymes 2(2) 474 037 (371t 287) 399

Suparoxide dismutase (S30D) 2(2) 73.3 - p— 0.58 (-0.20to 1.36) 406

Owerall 2 (5) 95.5 _ -0.34 (-1.66 to 0.98) 100
Type of Samples

Tears 1(2) 10.5 - 113 (0.76t0o1.49) 409

Conjunctiva 1(3) 2.3 — -1.35 (-2.05t0 0.24) 591

Overall 2 (5) 95.5 —_— -0.34 (-1.66 to 0.98) 100
Type of Ocular Surface Samples

Tears 1(2) 10.5 - 1.13 (0.76 to 1.49) 409

Conjunctival cells 1{3) 923 —_— -1.35 (-2.95100.24) 591

Overall 2 (5) 95.5 _— -0.34 (-1.66 to 0.98) 100
Sjogren's Syndrome

Patients with Sjdgren syndrome 1(3) 92,3 —_— -1.35 (29510 0.24) 591

Patients without Sjogren syndrome 1 (2) 10.5 - 113 (0.76t0 1.49) 409

Overall 2 (5) 95.5 [ S— -0.34 (-1.66 to 0.98) 100
Geographic Zones

Europe 2(5) 85,5 —_——— -0.34 (-1.66to 0.98) 100

Overall 2(5) 95.5 —_— -0.34 (-1.66 to 0.98) 100

T R |

Fig 4. Surmmary of meta-analysis on antioxidants in dry eve discase (DED) comparing with healthy controls, stratified by type of markers, by type of
samples (tears or conjunctiva), by type of ocular surface samples (tears or conjunctival cells), by Sjigren’s syndrome (DED patients with or without
Spogren’s syndrome) and by geographic zones (Evrope). The column Weight is the weight of cach study stratification within the meta-analysis; weight
is the inverse of the estimates” variance, so that larger studies tend to contribute more than smaller studies.

136, p = 0.146) (Fig. 4, and Appen-
dices 57 and 511).

Strarified by type  of  samples. We
included two studies (Cejkovd et al
2008: Soria et al. 2013), with one study
for tears (Soria et al. 2013) and one
study for conjunctival samples (ie.
only conjunctival cells) (Cejkovi et al.
2008). We highlighted an increase of
antioxidants in tears (SMD = 1.13, 95
Cl 0.76-1.49, p =< 0.001, rF= 10.5%)
(Fig. 4, Appendices 57, 512 and S13).
Stratified by Sjogren’s  svndrome. We
included two studies (Cejkova et al.
200%; Soria et al. 2013), with one study
including DED patients with Sjogren’s
syndrome (Cejkova et al. 2008) and one
study without Sjogren’s  syndrome
{Soria et al. 2013). We highlighted an
increase  of antioxidants in DED
patients without Sjogren’s syndrome
(SMD =113, 95 ClI 0.76-1.4%9,
p < 0.001, F = 10.5%) (Fig. 4, Appen-
dices 57 and S514).

Strarified by geographic  zome. We
included two studies (Cejkovd et al
2008; Soria et al. 2013), with only
studies for Europe (Augustin et al
1995; Cejkovd et al. 2007; Cejkovd
et al. 2007; Macri et al. 2015). Meta-

analysis and meta-regressions did not
retrieve any significant resulis (Fig. 4.
Appendices 57, 812 and 513).

Meta-regressions amd sensitivity analysis

Meta-regressions demonstrated that
4HNE were more increased in DED
than LPO (Coefficient 2.95; 95 C1 0.34—
5.55; p = 0.029) and than HEL (341
0.78-6.04; p=0014) (Fig 5). For
both oxidants and antioxidants, meta-
regressions did not demonstrate any
influence of sociodemographic (age and
gender), ocular surface testing (Schir-
mer-1 test, TBUT and Rose Bengal
staining test), nor between types of
antioxidants or types of samples. nor
depending on Sjogren’s syndrome
(Fig. 3 and Appendix 516). Hetero-
geneity between studies precluded fur-
ther sensitivity analyses.

Discussion

Dry eye disease (DED) is classically
defined as a common ocular surface
disease with loss of tear film homeosta-
sig, involving tear film hyperosmolarity
and instability, corneal neurosensory
abnormalities and chronic vicious circle

of local inflammation (Baudouin et al.
2013; Craig et al. 2017). As the firsi-line
barrier of the eye towards environment,
ocular surface is daily exposed to the
intense burden of free radical stress
through environmental pollution, diesel
exhausts, solar ultraviolet radiations,
indoor pollution and mitochondrial
sources of radical species derived from
oxygen (Vallabh, Romano & Wil-
loughby 2017; Ivanov et al. 2018; Kim
et al. 2020; Yan et al. 2020). However,
dysregulation of oxidative stress home-
ostasis has not been described in the
classical definition of DED. In this
systematic review and meta-analysis,
we underlined that imbalance between
oxidative stress and antioxidants seems
to be a central process in the pathophys-
iology of DED. We highlighted that
oxidative stress markers (in tears and
conjunctiva) were increased in DED
compared with healthy individuals.
Even if antioxidative defences (in tears)
seemed to be increased in DED, the
small number of included studies pre-
cluded any robust conclusions on
antioxidants. Considering these results,
we could better understand the com-
plexity of pathological process in DED
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Variables Oxidative Stress Coefficient (35% CI) p-value
Population |
Age, years I 003 (-0.08, 0.14) 0.563
Sax, % males | <0002 (<0.09, 0.05) 0.571
Schirmer-l test, mm e 0,01 (<056, 0.59) 0.959
TBUT, seconds - 018 (-1.13,077)  0.686
Rose Bengal staining test ~I- 011 (=029, 0.51) 0.566
Type of Oxidative Stress Markers
Lipid percwdde (LPO) vs Myeloperoxidase (MPO) —_—— 027 (-2.76, 2.22) 0822
Lipid perogde (LPO) vs Nifric oxide synthase 3 (NOS3) — -0E1 (299, 177) 0503
Lipid peroxide (LPO) vs Xantine aodase/oxidoreductase — -0.54  (-3.09, 2.01) 0658
Lipid perceade (LPO) vs Hexanoyl-lysine (HEL) —— 046 (-1.88, 2.81) 0.681
Lipid peroxide (LPO) vs 4-hydroxy-2-nonenal (4HME) —_— -295 (-555 -0.34) 0.029
Lipid percxide (LPO) vs Malondialdehyde (MDA) —_— <085 (-3.81, 2.11) 0.551
Lipid permada (LPO) ve Reactive oxygen species (ROS) —— 0.59 (-3.05, 4.24) 0.735
Myelopercxddase (MPO) vs Nitric cxde synthase 3 (NOS3) —_—— 034 (-29 2.2) 0.780
Myeloperoxidase (MPQ) vs Xantine axidase/cxidoreductase — =027 (-2.98, 2.44) 0.833
Myeloperaxidase (MPO) vs Hexanoyl-lysine (HEL) —— 073 (-1.79,326) 0547
Myelopercwidase (MPO) vs 4-hydroxy-2-nonenal (4HNE) —_—— -2.68 (-5.44, 0.09) 0.057
Myeloperawidase (MPO) vs Malondialdehyde (MDA} —_— -0,58 (-3.88,252) 0607
Myeloperaxidase (MPO) vs Reactive oxygen spacies (ROS) —_—— 086 (-2.9 462) 0634
Nitric oxide synthase 3 (NOS3) vs Xantine oxidase/cxidoreductase —— 007 (-2.54, 2.68) 0.955
Mitric axide synthase 3 (NOS3) vs Hexanoyl-lysine (HEL) —— 1.08 (-1.34, 349) 0360
Nitric oxide synthase 3 (NOS3) vs 4-hydroxy-2-nonenal (4HMNE) —— =233 [(-4.99, 0.33) 0.082
Nitric axide synthase 3 (NOS53) vs Malondialdehyde (MDA} — — -0.24  (-3.25, 2.78) 0.870
Nitric axide synthase 3 (NOS3) vs Reactive oxygen spacies (ROS) —_— 1.21  (-2.49, 4.89) 0499
Xantine cxidase/oxidoreductase vs Hexanoyl-lysine (HEL) o 1.1 (-1.57, 3.59) 0421
Kantine cxidase/oxidoreductase vs 4-hydraxy-2-nonanal (4HNE) —_— -2.40  (-5.22, 0.41) 0.089
Xantine cxidase/oxidoreductase vs Malondialdehyde (MDA) — <031 (=345, 2.584) 0.839
Xantine cxidase/oxidoreductase vs Reactive oxygen species (ROS) —— 114 (-2.66, 4.93) 0.535
Hexanoyl-lysine (HEL) v 4-hydrosy-2-nonenal (4HNE) e — -341 (604, -078)  0.014
Hexanoyl-lysine (HEL) vs Malondialdehyde (MDA} — -1.31  (-4.29, 1.67) 0.365
Hexanayl-lysine (HEL) vs Reactive movgen species (ROS) — . 013 (-354, 379 0841
4-hydroxy-2-nonenal (4HNE) ve Malondialdehyde (MDA) —_ 208 (<1.09, 5.29) 0182
4-hydroxy-2-nanenal (4HNE) vs Reactive axygen species (ROS) Tl 354 (-0.29, 7.38) 0.063
Malondialdehyde (MDA) ve Reactive oxygen species (ROS) e i e— 1.44  (-264, 5.53) 0465
Type of Samples
Tears vs Conjunctiva — -0.28 (-1.87, 1.32) 0.723
Type of Ocular Surface Samples
Tears vs Conjunctival Cells — -0,28  (-1.87, 1.32) 0.723
Tears vs Conjunctival Biopsas —_—— 048 (-1.69, 2.65) 0.652
Conjunctival Cells vs Conjunctival Biopsies o ¥ ) 075  (-1.44, 2.95) 0.453
Sjogren's Syndrome
Patients with 55 vs Patients without 55 —— 0.49  (<0.96, 1.94) 0.492
Geographic Zones
Asia vs Europe e 041 (-1.05 1.86) 0570

6 4 -2 0 2 4 6

Fig 5. Meta-regressions on oxidative stress markers in dry eve disease (DED) comparing with healthy controls.
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and may consider svstemic, topical, or
non-pharmacological innovative thera-
pies.

Dry eye discase: a disruption of ocular
surface homeostasis

Causing discomfort and visual distur-
bance, DED is a significant growing
health problem around the world.
Indeed, the prevalence of DED varied

from 3 to 30% according to the pop-
ulations, and DED} was diagnosed in
more than 16 million people in the US
(Stapleton et al. 2017). Defined as a
multifactorial disease with tear film
instability, DED is mediated by hyper-
osmolarity of the tear film and chronic
inflammation of the ocular surface
(Bron et al. 2017). Caused by desiccat-
ing stress (e.g. loss of tear film volume
or excessive evaporation) andor

alteration of the tear film quality (e.g.
goblet cells and mucins, or meibomian

glands and tear film lipid layer)
(Argiieso & Gipson 2001; Arciniega
et al. 2011), DED is particularly

exposed to the deregulation of tear film
composition. Indeed, hyperosmolarity
in DED is underlined by dysfunction of
the lacrimal functional unit (LFL)
(Stern et al. 2004). Lacrimal functional
unit (LFU} could regulate the
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production of aqueous tears and blink-
ing reflex, maintaining homeostasis of
the tear film (Stern et al. 2004). Thus, a
loss of regulatory loop of LFU or
secretory tear reflex in DED induced
low blink rate and high desiccating
stress of ocular surface (Collins et al.
1989; Tsubota 1998). Considering cell
apoptosis {i.e. epithelial cells of cornea,
goblet cells and acimi of secretory
glands) and tissue damage in condi-
tions of tear film hyperosmolarity
(Plugfelder & Stern 2020), it is estab-
lished that a vicious circle of inflam-
mation affected the ocular surface of
DED, causing sustained symptoms,
aggravation of clinical severity and
neurogenic pain  (Baudouin et al
2013). In this way, dysregulated autop-
hagy in DED is driven by cascade of
inflammatory factors such as NFkB,
TMFa, IL-1f, IL-6 and MMP-9
{Massingale et al. 2009), sustaining
cellular and tissular dysfunctions (Mar-
tin et al. 2019). Cornea is majorly
affected during the evolution of DED
with several pathological attempis as
sicca keratoconjunctivitis, superficial
punctate keratitis, or filamentous ker-
atitis {Plugfelder & Stern 2020). How-
ever, integrity of ocular surface in
diurnal mammalians is crucial to elim-
inate oxidative stress markers accumu-
lated during the daily environmental
exposures (i.e. fossil fuel exhaust,
tobacco smokes., mitochondrial meta-
bolism, UV-light radiation) {Reiss et al.
1986; Tenkate 1999: Poljsak & Fink
2014). In healthy subjects, antioxidants
are particularly abundant in tear film,
aqueous humour and corneal tissues,
avoiding a dysregulation of redox
homeostasis (Reiss et al. 1986; Maodis
Jr.. Marshall & Lee 1998). Being avas-
cular, cornea is particularly depending
on detoxifying systems contained in
ocular surface and is predisposed to
mitochondrial dysfunctions (Vallabh,
Romano & Willoughby 2017). Causing
mutations in DNA of mitochondria
(mtDMNA), oxidative stress though by
environmental aggressions could alter
repair mechanisms, increase the tran-
scription rates of mtDNA, decrease the
protective levels of histone proteins and
finally generate a greatest amount of
ROS in corneal tissues {Ballinger et al.
1999: Vallabh, Romano & Willoughby
2017). Furthermore, leisure or occupa-
tional environmental exposures are
intimately linked with urban areas,
oxidative stress and the prevalence of

DED: working at visual display termi-
nal, using smartphone, physical inac-
tivity,  environmental  pollutions
mediated by fossil fuel and particulate
matter, tobacco smokes, or confined
spaces with air conditioning (Choi
et al. 2008; Dogru et al. 2018; Hanyuda
et al. 2020; Kim et al. 2020). Thus, we
could postulate that oxidative stress
may be a leading factor in the patho-
physiology of DED.

Dry eyve disease or ‘oxidative stress’
disease?

We highlighted that oxidative stress
markers {and  particularly LPO,
et MPO, NOS3, xanthine oxidase/
oxidoreductase, 4HNE, MDA and
ROS) were significantly increased in
DED compared with healthy controls.
In addition, we showed that two major
components of the ocular surface were
attempted by loss of redox homeostasis
in DED: tear film and conjunctiva
{cells and biopsies). The diagnosis of
Sjogren’s syndrome and geographical
origins seemed not to affect the imbal-
ance of redox condition in our included
population, except for antioxidants in
tears of DED patients without
Sjogren’s syndrome. Affecting exocrine
glands, Sjigren’s syndrome is known
to induce autoimmune destruction of
salivary and lacrimal functions, induc-
ing severe aqueous-deficient DED and
xerostomia (Vehof et al. 2020). How-
ever, evidence data showed that sys-
temic auto-immune disease as Sjogren
syndrome increase the levels of oxida-
tive stress markers with severe reper-
cussions on organs and organism (i.e.
lipid metabolism, cardiovascular sys-
tem, osteoarticular dysfunctions and
exocrine functions) (Smallwood et al.
2018; Charras et al. 2019 Hu et al
2020; Martinez-Rosales et al. 2020).
Even if ageing decreases the antioxida-
tive defences on ocular surface (Choy,
Cho & Benzie 2011), we did not show
any influence of age in oxidative stress
homeostasis. Furthermore, the preva-
lence of DED increases in the elderly
population with several ocular diseases
(e.g. glavcoma or age-related macular
degeneration), necessitating long-term
multidose eye drops with antimicrobial
preservative solutions (Baudouin et al.
20010; Stapleton et al. 20017). Using
quaternary ammonium benzalkonium
chloride {BAK), preservative eye drops
induce cells toxicity and mitochondrial

alterations, involving a decrease in
antioxidants as glutathione, and a
ROS production in tissuwes of ocular
surface (Baudouin et al. 2010). Use of
BAK in ocular treatments could
explain the incidence of latrogenic dry
eye in ocular chronic diseases or elderly
people (Gomes et al. 2017). In animal
models for age-related DED, using
superoxide dismutase-1 (SOD1) knock-
out mice, Kojima et al. showed that
loss of S0D1 could accelerate the
peroxidation of lipids in ocular surface,
increase DNA  oxidative damage in
nuclei and mitochondria and decrease
goblet cells in conjunctiva {Kojima
et al. 20012; Kojima et al. 2015). Sim-
ilarly S0D1 knockout mice model
showed a decrease of BUT associated
with tear film instability, meibomian
gland dysfunctions and elevation of
oxidative stress markers (Ibrahim et al.
2014). In the light of these results, we
could hypothesize that loss of oxidative
stress homeostasis seems to be a key
factor in the pathophysiology of DED,
starting the vicious circle in addition of
desiccating stress and tear film hyper-
osmolarity, or aggravating the inflam-
matory cascade in  ocular surface
tissues. Inmterestingly, all these news
findings in pathophysiclogy of DED
could revolutionize future systemic or
topical therapies.

From oxidative stress  pathways  to
antioxidative treatments in DED?

Dy eye disease (DED) is a chronic
ocular condition, often requiring long-
term treatments. However, oxidative
stress was already highlighted as cru-
cial part of some other chronic ocular
diseases like keratoconus (Navel et al.
2020). glavcoma (Benoist d’Azy et al.
2016), pinguecula and pterygia (Kilic-
Toprak et al. 2019), diabetic retinopa-
thy or age-related macular degeneration
(Tangvarasittichai & Tangvarasittichai
2019). Furthermore, older people seem
to have a low rate of antioxidants in
tears than younger subjects, predispos-
ing this fragile population to have a
severe form of DED without specified
treatments (Choy, Cho & Benzie 2011).
Thus, there is a need for innovative
management in DED, exploring new
therapeutic possibilities. In past dec-
ades. several studies described antioxi-
dant effects of trehalose, a non-reducing
disaccharide naturally absent in mam-
mals or other vertebrates (Cejkovid et al.

9
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2011 Cejkovd, Cejka & Luyckx 2012;
Cejka et al. 2019; Laihia & Kaarniranta
2020). With similar functions as molec-
ular chaperone, trehalose could pro-
mote the expression of nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (NFE2L2),
protecting mitochondria from oxidative
damage (Cejkovd et al. 2011; Laihia &
Kaarniranta 2020). In the same way,
high levels of lactoferrin (physiologi-
cally produced by lachrymal gland) in
tears seemed to be a protective factor
against UV-light radiations and oxida-
tive stress. Indeed. Dogru et al. treated
dry eye patients with Sjégren’s syn-
drome with 270 mg/day of oral enteric
lactoferrin - capsules  for 1 month,
increasing ocular surface test, central
tear film lipid layer thickness, squamous
metaplasia grades and goblet cell densi-
ties (Dogru et al 2007). Kawashima
et al. described similar results in mice
with lactoferrin diet during 6 months,
attenuating oxidative damage and
inflammation in lacrimal gland {Kawa-
shima et al. 2012). Recent in witre and
in vive study showed similar efficacy of
topical application of antioxidant {man-
ganese porphyrin) than 0.35% oph-
thalmic cyclosporine emulsion, opening
perspectives for future clinical trials
(Ziniauskaité et al. 2019). Others studies
also highlighted an improvement of
objective and subjective dry eye symp-
toms with anti-ageing and lifestyle-in-
tervention approach, involving physical
activity and diet therapy { Kawashima &
Tsubota 2011: Kawashima et al. 2014;
Kawashima et al. 2018). The basis of
these non-pharmacological therapies in
DED was similar to that applied in
diabetes and metabolic syndrome 1o
reduce oxidative stress (Bruemmer &
Missen 2020). Among many others, all
these molecules and innovative treat-
ments show that dry eye management is
currently changing to include the cor-
rection of oxidative stress imbalance, as
central process in pathophysiology of
DED.

Limitations

Our study has some limitations. Our
meta-analysis inherited the limitations
of the 9 individual studies of which it
was composed and therefore was sub-
jected to the bias of included studies.
The meta-analyses were only con-
ducted on published articles so there
was the potential for publication bias
{Roszenthal 1991). Unfortunately, some

10

studies were also excluded because of a
lack of data (Galbis-Estrada et al.
2015 Ribelles et al. 2015; Nezzar
et al. 2017; Soria et al. 2018; Ambaw
et al. 2020). Despite similar diagnosis
methods to recruit DED patients, the
included studies described number of
inclusion criteria with large heterogene-
ity concerning ocular surface testing
and severity scales, which might have
affected precision of the results. Only
one study (Zheng et al. 2015) followed
the criteria of the Dry Eve Work Shop
(DEWS) (Craig et al. 2017) to diagnose
DED patients. In addition, five studies
did not report clinical or paraclinical
severity scales of DED (Soria et al
2013; Wakamatsu et al. 2013; Macri
et al. 2015; Zheng et al. 2015; Choi
et al. 2016), precluding stratified anal-
ysis by degree of DED severity. In
addition, the few number of included
studies, and particularly for antioxi-
dants, limited the statistical strength of
our results. However, this is the first
meta-analysis to systematically quan-
tify the strength of associations
between DED, antioxidants and oxida-
tive stress markers in ocular tissues and
tear film. Despite our stratifications, we
failed to explain the origin of hetero-
geneity between studies. Most studies
had a case—control design, traditionally
associated with a low-level of evidence
— even if methodological quality of
included studies were good (Burms,
Rohrich & Chung 2011). There is also
heterogeneity in reporting oxidative
stress  markers  and  antioxidants
between studies, describing different
enzymatic pathways and cellular inter-
play mechanisms. Furthermore, levels
of biomarkers could vary among times
of analysis, depending on levels of
inflammation, duration of redox imbal-
ance and characteristics of biomarkers.
To our knowledge, no study describes
kinetic changes of oxidative stress
markers| antioxidants in DED com-
pared with healthy subjects. Consider-
ing that included studies used several
methods of biomarkers quantification
(i.e. large heterogeneity between ana-
Iytical performance, technical features,
cut-off and laboratory protocols), the
methodological  variability between
studies could preclude robust conclu-
sions. Generalizahility of our results
may also suffer from the absence of
studies from MNorth America, Africa,
Oceania and South America, particu-
larly for the antioxidants. For the

future, it would be interesting to inves-
tigate more prospective studies to
explore the underlying mechanisms
and putative therapeutics.

Conclusion

We showed that oxidative stress mark-
ers, and probably antioxidants, were
dysregulated in DED, involving an
imbalance of redox homeostasis in
tears, conjunctival cells and biopsies.
Further studies are needed to better
understand the complex relation
between environmental exposure, tear
film hyperosmolarity, redox homeosta-
sis and inflammatory pathway to pro-
mote  novel and mechanism-based
therapies in DED.

Drata Availability Statement

No additional data are available.
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Travaux en cours

Expérimentation sur modele animal (souris C57 Black 6) :

Expression de RAGE dans le syndrome sec oculaire.

Objectif du projet (issue de la demande ministérielle d’autorisation APAFIS)

L'oeil sec est une pathologie de la surface oculaire d’étiologie multifactorielle, trés
fréquente, touchant environ 50 a 60 % des personnes de plus de 50 ans. Ses retentissements
oculaires peuvent aller de la simple géne oculaire (prurit, brdlure oculaire superficielle,
sensation de grain de sable) & une baisse de vision fluctuante, et dans de rares cas & des
complications infectieuses cornéennes. Sa physiopathologie est complexe : anomalies
guantitatives (anomalies des glandes lacrymales principales et accessoires) et qualitatives
(contenu du film lacrymal, composition ionique et protéique, anomalies osmolaires) du film
lacrymal. Des travaux récents ont démontré que des anomalies de l'innervation cornéenne, ainsi
que la mise en place d'un cercle vicieux inflammatoire au niveau de la surface oculaire,
pouvaient étre impliqués dans la survenue et I'aggravation du syndrome sec oculaire. Il s'agit
donc d'une pathologie multifactorielle dont on comprend peu a peu les mécanismes complexes
et intriqués. Notre étude porte sur I’implication du récepteur RAGE (Receptor for Advanced
Glycation Endproducts) qui est un récepteur transmembranaire de la famille des
immunoglobulines, dont les ligands appartiennent a la famille des alarmines, impliquées dans
des voies de signalisation pro-inflammatoires en réponse a des stimuli/ agressions cellulaires
aseptiques. Trés peu de travaux ont exploré cette voie de signalisation tant au niveau
moléculaire, cellulaire, qu’au sein de modéles animaux dans I'oeil sec. L'utilisation d'un modéle
animal, en parallele de I'étude menée sur modele cellulaire (cellules primaires et lignées
cellulaires cornéennes et conjonctivales), permettra de compléter la compréhension de
I'implication du récepteur RAGE dans la physiopathologie de I'oeil sec, et notamment les
mécanismes inflammatoires impliqués dans sa survenue et chronicisation. Notre objectif par ce
travail « in-vivo » consistera donc, chez des souris, a caractériser RAGE et ses voies cellulaires
en provoquant la survenue d’un syndrome sec oculaire dans plusieurs tissus et fluides de 1'oeil
(cornée, conjonctive, cellules a mucus, larmes). Pour ce faire, nous utiliserons des souris KO
RAGE -/- que nous comparerons a des souris "sauvages" RAGE +/+ soumises a des conditions
environnementales connues pour étre a risque de syndrome sec oculaire (attention et

concentration visuelle soutenue, condition venteuse et hygrométrie de l'air faible). Afin

77



d'inscrire cette expérimentation animale dans le cadre de la Régle des 3R (Réduire, Raffiner,
Remplacer), nous réduirons notre étude a 4 groupes distincts (pour tenir compte de la variabilité
expérimentale): chaque groupe sera constitué de 10 souris pour un effectif total de 40 souris.
Dans l'optique de raffiner au mieux notre protocol, nous veillerons au bien-étre animal (pas de
surpopulation dans les cages, éviter les actes douloureux inutiles, enrichissement des cages avec
des roues de course, des tubes en plastique, boites en carton et des matériaux de nidification).
Provoquer un syndrome sec oculaire peut étre considéré comme un acte de classe légere puisque
provoque une géne / inconfort oculaire chez I'Homme. Il ne semble pas envisageable de
remplacer I'animal dans ce type d'étude puisqu'un organisme vivant entier est nécessaire. En
effet, notre hypothése sur ce travail fait appel a une collaboration entre les différents types
cellulaires de la conjonctive et de la cornée rendant impossible une modélisation par d’autres
systemes (comme la culture cellulaire méme en utilisant des co-cultures) afin d’étre le plus

proche de la physiopathologie suspectée.

Descriptif du projet (issue de la demande ministérielle APAFIS)

- Matériel et méthodes — Des souris KO RAGE -/- et des souris « sauvages » RAGE +/+ de la
lignée C57 Black 6 (agées de 4 & 6 semaines) seront soumises a des stimuli environnementaux
connus pour étre a risque de survenue de sécheresse oculaire (comme une attention soutenue
sur une tache nécessitant de la concentration, et/ou une condition venteuse avec hygrométrie
faible). En paralléle, des souris témoins des 2 fonds génétiques seront utilisés comme contrdle
de I’expérimentation. Dans un premier temps, I’ensemble des souris seront placées dans leur
cage en condition standard pendant 8 jours : température 23 +/- 2°C, humidité 50 a 75%,
alternance 12 heures lumiére — obscurité (8h to 20h), et eau/alimentation ad libitum. Pour les
groupes « ceil sec », I’induction du syndrome se fera par I’injection sous-cutanée 4 fois par jour
(8h00, 12h00, 14h00 et 17h00) de scopolamine (0.5 mg/0.2 ml ; Sigma-Aldrich) en alternant le
flanc gauche et droit. Les souris seront de plus exposées a un courant d’air continu a partir d’un
ventilateur placé a 15 cm devant la cage (courant d’air de 2-4 m/secondes) dans une piece a
environnement contrélé (30-35 % humidité, 23°C, alternance jour/nuit 12h) et ce pendant 10
heures par jour durant 12 jours consécutifs. Le mod¢le de maladie de 1’ceil sec proposé dans ce
projet a déja largement été utilisé sans effet nocif perceptible lié au traitement a la scopolamine
ni a une faible humidité [Luo, L. et al., 2004 ; Yeh, S. et al., 2003]. Pour les groupes témoins,

les souris seront placées dans un environnement non stressant contenant 50 a 75% d’humidité
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a la température de 23 +/- 2°C, sans exposition a I’air forcé et eau/alimentation ad libitum. Lors
de I’expérimentation, des tests « non invasifs » seront réalisés afin d’évaluer au jour le jour
I’avancée du syndrome. Tout d’abord, la perte de production de larmes sera testée en utilisant
des fils de coton imprégnés de rouge de phénol qui seront placés dans le ménisque des larmes
du canthus latéral pendant 30 secondes (1 fois par jour pendant la durée de I’expérimentation).
Ce test est considéré comme équivalent au test de Schirmer mené chez les patients souffrant
d’un syndrome de I’ceil sec (bandelette buvard graduée permettant de quantifier la production
lacrymale sur 5 minutes). En parall¢le, 1’étude de I’intégrité des épithéliums sera réalisée en
utilisant I’instillation de fluorescéine (1%) et ’utilisation d’une lampe a fente (1 fois par jour
pendant la durée de I’expérimentation), technique déja utilisée dans 1’équipe de recherche
[Joubert et al., 2017]. Durant tout le protocole d’étude, I’absence de souffrance animale (en
application de la regle Raffiner des 3R) sera contr6lée de maniére tres réguliere (3 fois par jour
en systématique, et plus fréquemment durant chaque intervention du manipulateur). De plus,
toujours par soucis de raffinement, nous veillerons a enrichir les cages d’expérimentations avec
des roues de course, des tubes en plastique, boites en carton et des matériaux de nidification. A
la fin de I’expérimentation (12 jours), les souris seront sacrifiées sous anesthésie générale et ce
de maniére éthique, en accord avec le décret 2013-118, afin de prélever les yeux et annexes
pour des études moléculaires. Ces prélévements seront utilisés pour des analyses histologiques
(profondeur des lésions cornéennes, analyse microscopique de la surface cornéenne),
immunohistochimiques et/ou moléculaires (expression et localisation de RAGE et de ses

principaux ligands (familles des alarmines)).

- Résultats attendus — Si I’on considére I’hypothese d’un mécanisme d’activation de la voie
inflammatoire aseptique médiée par RAGE dans le syndrome sec oculaire, les anomalies de la
surface oculaire et les altérations cornéennes devraient étre plus importantes, ou a minima

différentes dans leur gravité et leur expression phénotypique :
- chez les souris appartenant aux groupes « ceil Sec » par rapport aux groupes controles.

- chez les souris « sauvages » par rapport aux souris KO RAGE -/-.

- Points Limites — La provocation expérimentale d’un ceil sec n’est pas anticipée comme étant

une condition risquant de provoquer une douleur majeure ou une angoisse animale. Cependant,
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en cas de constatation d’un comportement douloureux (intolérance majeure a la lumiére, animal
prostré, ne s’alimentant plus) ou d’un ulcere cornéen profond (stromal profond de la cornée)
et/ou a risque de perforation cornéenne, I’animal sera anesthésié et sacrifié par surdosage en
produits anesthésiques (Pentobarbital 150 mg/kg en injection intrapéritonéale), aboutissant a
une apnée conduisant au déces. Ce type de symptdbmes ou constatation clinique est
exceptionnellement lié & un syndrome sec oculaire chez I’ Homme. Ils sont le plus souvent dus
a des comorbidités oculaires sous-jacentes (pathologies inflammatoires, troubles liés a
I’innervation cornéenne, anomalies des cellules souches limbiques, pathologies infectieuses

cornéennes).

Bénéfices attendus du projet (issue de la demande ministérielle APAFIS)

Le récepteur des produits avancés de glycation (RAGE) est un récepteur ubiquitaire dans
I'organisme, connu pour étre pro-inflammatoire, pro-thrombogene, ou encore pro-apoptotique
au niveau cellulaire. Notre objectif est de caracteriser le réecepteur RAGE, ses voies cellulaires,
et I'expression phénotypique du syndrome sec oculaire dans plusieurs tissus et fluides de I'ceil
(cornée, conjonctive, cellules a mucus, larmes) ainsi qu’au niveau physiologique
(développement de la maladie) chez des souris KO RAGE -/- et chez des souris "sauvages"
soumises a des conditions environnementales connues pour étre a risque de syndrome sec
oculaire. Ainsi, nous essayons par ce projet de mieux connaitre les voies d'activation cellulaire
de RAGE dans la physiopathologie du syndrome sec oculaire. Un des bénéfices majeurs de ce
travail pourrait étre une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques
complexes du syndrome sec oculaire, notamment les voies d'activation de I'inflammation au

niveau de la surface oculaire.

Nuisances ou effets indésirables attendus sur les animaux (issue de la
demande ministérielle APAFIS)

La provocation expérimentale d'un ceil sec n'est pas anticipée comme étant une condition
risquant de provoquer une douleur majeure ou une angoisse animale. Les signes cliniques et
fonctionnels du syndrome sec oculaire sont minimes a modérés : une géne oculaire a type de
grains de sable, des sensations de bralures oculaires superficielles, un prurit, une vision trouble

fluctuante. Cependant, en cas de constatation d'un comportement douloureux (intolérance
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majeure & la lumiére, animal prostré, ne s'alimentant plus) ou d'un ulcére cornéen profond
(stromal profond de la cornée) et/ou a risque de perforation cornéenne, I'animal sera anesthésié
et sacrifié par surdosage en produits anesthésiques (Pentobarbital 150 mg/kg en injection
intrapéritonéale), aboutissant a une apnée conduisant au déces. Ce type de symptémes ou
constatation clinique est exceptionnellement lié a un syndrome sec oculaire chez I'Homme. Ils
sont le plus souvent dus a des comorbidités oculaires sous-jacentes (pathologies inflammatoires,
troubles liés a l'innervation cornéenne, anomalies des cellules souches limbiques, pathologies

infectieuses cornéennes).

Stratégie d’expérimentation (issue de la demande ministerielle APAFIS)

Ce protocole expérimental utilisant la souris nécessitera la constitution de 4 groupes distincts
dont les effectifs doivent permettre un traitement statistique robuste. En tenant compte de la
variabilité expérimentale concomitante a la conduite de tels projets chaque groupe sera

constitué de 10 souris pour un effectif total de 40 :

- Groupe 1 : Souris Wild-Type *Groupe controle (effectif :10)
- Groupe 2 : Souris RAGE -/- *Groupe contrdle (effectif :10)
- Groupe 3 : Souris Wild-Type *Groupe (Eil-sec (effectif :10)
- Groupe 4 : Souris RAGE -/- *Groupe (Eil-sec (effectif :10)

Ces effectifs nous permettront d’obtenu des tests statistiques non paramétriques (Kruskal-

Wallis et Mann-Whitney U test).

Cette étude sur modele animal est en cours au moment de 1’écriture de ce manuscrit et va
consister a quantifier I’expression de RAGE et des alarmines (ARNm et protéines) au niveau
de la surface oculaire des différentes souris. Il va aussi conduire a la réalisation d’expériences
d’immunohistochimie permettant de caractériser et de localiser ces mémes acteurs. Enfin, des
colorations de coupes permettront de caractériser la présence de cellules inflammatoires au sein

des tissus agressés et d’étudier la présence d’un infiltrat de ce type de cellules.
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5. Conclusion & Perspectives

5.1 Déséquilibre du stress oxydatif dans le syndrome sec oculaire : un avenir

antioxydants ?

En synthétisant de fagon exhaustive la littérature, nous avons montré qu’il existait un
déséquilibre de la balance oxydative dans la surface oculaire des patients DED.®" Ce résultat
est cohérent avec la physiopathologie du DED: instabilité et hyperosmolarité du film lacrymal,
entrainant un cercle vicieux inflammatoire et des lésions tissulaires de la surface oculaire par
apoptose cellulaire précoce.*® Ainsi, le primum movens dans le DED est 1’éviction des facteurs
de risque modifiables (pollution atmosphérique, allergénes, conservateurs des collyres,
hygrométrie basse, travail prolongé sur écran), associé a des supplémentations par larmes
artificielles et anti-inflammatoires topiques (en cures courtes).®12* Dans les formes sévéres de
DED, le plus souvent secondaire a des pathologies systémiques tel que le syndrome de
Gougerot-Sjogren ou la réaction de greffon contre 1’hdte oculaire,*?>1% il est commun de
recourir aux inhibiteurs de la calcineurine en topique (i.e. ciclosporine, tacrolimus) et/ou aux
collyres de sérum autologue.'?’ De plus, il existe un faisceau d’arguments pour favoriser une
alimentation de type méditerranéen dans le DED.?® D’ailleurs, une étude récente montre qu’un
régime riche en vitamine C, thiamine, acides gras polyinsaturés et calcium diminue le risque de
développer un DED.'?° Le groupe des acides gras polyinsaturés essentiels de type omega-3 et
omega-6 est particulierement intéressant dans le DED puisqu’ayants des propriétés anti-
inflammatoires et immunorégulatrices. Un régime alimentaire riche en huile de poissons gras
(e.g. morue, harengs, sardines) et huile de lin semble étre profitable pour diminuer
I’inflammation locale du DED, sans argument significatif pour une supplémentation
nutritionnelle systématique.*® Des collyres a base d’acides gras polyinsaturés de type omega-
3 sont en cours d’évaluation, avec des résultats intéressants sur les scores cliniques de DED.*3!
Par ailleurs, sur modele animal, une déficience en superoxyde dismutase (SOD) dans le DED
entrainerait une sur-péroxydation lipidique au niveau de la surface oculaire, retentissant sur la
trophicité des glandes de Meibomius et des cellules & mucus.’®2%3  Ainsi, des collyres
lubrifiants enrichis en facteurs antioxydants et/ou osmoprotecteurs, comme le tréhalose, font
déja partis de I’arsenal thérapeutique du DED. En maintenant 1’intégrité des phospholipides
membranaires, et en évitant la dénaturation protéique, ce type de molécules antioxydantes

jouent un role barriére face aux agressions radicalaires de la surface oculaire. 3413
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Connaissant les liens d’activation entre radicaux libres et RAGE, la question est de
savoir quelle place pourrait avoir la voie RAGE dans la physiopathologie du DED. Cette
problématique fait I’objet d’un travail de recherche sur modé¢le cellulaire dans le cadre d’un
Doctorat au sein de notre équipe (données non publiées a ce jour). Pour étoffer cette réflexion,
nous avons élaboré un protocole de recherche sur modéle animal de DED (décrit plus haut) afin
de mieux comprendre les voies d'activation cellulaire de RAGE dans le DED. Cette étude sur
modeéle animal est en cours d’expérimentation au moment de 1’écriture de ce manuscrit :
certaines souris ont été sacrifiées avec prélevement des cornées, les analyses en RT-gPCR et

Western Blot vont pouvoir debuter.

5.2 L’hypothése inflammatoire dans le kératocone

Le KC est défini historiguement comme une pathologie cornéenne ectasiante, non
inflammatoire, et n’impliquant pas d’infiltration cellulaire ou de néovascularisation.*84°
Cependant, des travaux récents mettent en évidence une surexpression de biomarqueurs de
I’inflammation dans la surface oculaire de patients KC. C’est le cas pour IL-1, IL-6, TNF-q, et
MMP-9.48 Des travaux plus anciens avaient déja identifié une surexpression d’enzymes
matrix-métalloprotéinases (MMPSs) dans les tissus cornéens de KC par rapport a des sujets
sains.’®® Par ailleurs, les protéines S100 sont connues pour étre des biomarqueurs de
I’inflammation de la surface oculaire. Il s’agit également de ligands pour le récepteur RAGE.
Elles sont impliquées dans les dommages cellulaires oxydatifs, et retrouvées élevées en cas de
Iésions cellulaires aseptiques. Elles participent ainsi aux voies d’activations pro-
inflammatoires, via le relargage de cytokines et autres facteurs de croissance.''® Une propriété
intéressante dans le KC a ainsi été démontré : 1’¢lévation de la protéine S100-A4 peut
promouvoir la surexpression des MMPs. C’est également le cas avec I’IL-1B et TNF-a.1% Or,
c’est précisément ces enzymes de remodelage tissulaire qui sont en ligne de mire dans

’amincissement cornéen, et la diminution de la biomécanique cornéenne dans le KC.#

Il existe également un déséquilibre oxydatif dans la surface oculaire des patients KC.®’
On peut citer I’exemple de la lactoferrine (LTF), de concentration élevée dans les larmes (1 a
2mg/ml), qui joue un réle antioxydant au niveau de la surface oculaire via son groupement de
liaison Fe3+.1% La LTF est retrouvée & des concentrations plus basses chez le KC par rapport
a des sujets sains, notamment chez des KC en progression.* Plus globalement, nous avons

montré que les protéines antioxydantes porteuses de groupement Fe3+ (LTF, transferrine,
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albumine) étaient significativement diminuée dans le KC.%" Cette concentration de LTF basse
dans le KC est associée a des niveaux plus élevés de biomarqueurs de 1’inflammations (IL-1,
IL-6, TNF-a, MMP-9).24! Par ailleurs, des niveaux de kératines élevés ont été montrés dans les
larmes de KC, mis en relation avec une apoptose cellulaire épithéliale précoce et
I’amincissement des tissus cornéens. Des niveaux de Kkeératines élevées pourraient étre
¢galement le fait d’un traumatisme oculaire chronique, comme les frottements oculaires qui
sont bien connus dans le KC.*? De plus, des enzymes impliquées dans la régulation de
I’apoptose cellulaire médiée par le rayonnement UV (PPlases, protéines aldéhyde oxydo-
réactions (ALDHases)) semblent surexprimés dans le KC. De fagon surprenante, nous avons
montré qu’il existait un déséquilibre rédox systémique (i.e. prélévements sanguins) dans le KC,
impliquant une diminution de micronutriments (e.g. sélénium, cuivre) et d’enzymes
antioxydantes (e.g. superoxyde dismutase, catalase).®” Considérant qu’il ne s’agisse qu’une
pathologie cornéenne, la question se pose d’une atteinte subclinique d’autres organes (foie, rein,
cerveau, systeme cardiovasculaire) en lien avec ce déséquilibre rédox systémique. Ainsi, le
désequilibre global de la balance oxydative dans le KC, associé a une diminution des protéines
transporteuses de fer (i.e. LTF, transferrine, albumine),'*® semblent provoquer un désordre

inflammatoire chronique commun a de nombreuses pathologies dégénératives.'4*

Ces constatations sont particulierement intéressantes dans les formes frustres de KC,
uniquement détectable grace aux technologies de topographie cornéenne d’élévation. L’étude
biomoléculaire de ces formes subcliniques de KC sont sans doute la clé de la compréhension
physiopathologique de la maladie. Ces formes frustres de KC sont également le si¢ge d’une
inflammation chronique via une élévation d’IL-6 et TNF-a, mais sans une élévation franche de
MMP-9.%° 11 se pourrait donc que ’activation des MMPs dans le KC soit dépendante d’une
cascade d’activation inflammatoire primitive, sans doute médiée/déclenchée par un
déséquilibre du stress oxydant dans la surface oculaire. C’est a ce niveau que les facteurs de
susceptibilités génétiques, interagissant avec I’exposome (radiations UV, pollutions
atmosphériques, allergenes, frottements oculaires) jouent sans doute leur rdle de rupture
d’homéostasie tissulaire. Considérant que la majorité des patients KC ont une importante
asymétrie d’atteinte entre les deux yeux (trés fréquemment un ceil plus atteint que 1’autre), le
frottement préférentiel d’un ceil pourrait concourir comme élément favorisant de cette cascade

d’activation inflammatoire.>"14°

Comme nous avons montré qu’il existait une dérégulation des isoformes de RAGE dans

la surface oculaire du KC, on peut se poser la question des voies d’activation de RAGE dans
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cette pathologie cornéenne. Il est intéressant d’ajouter que fl-RAGE est surexprimé dans les
cellules épithéliales de KC, avec une diminution des formes solubles s-RAGE (leurres) dans les
larmes.® Nous avons par ailleurs montré qu’il existait un déséquilibre de la balance oxydative
dans le KC.%" Sachant, encore une fois, que les médiateurs du stress oxydatif interagissent avec
la voie d’activation RAGE, on peut supposer ici que les médiateurs pro-oxydants soient partie
prenante de I’activation de RAGE dans le KC, et réciproquement. Ainsi, en concordance avec
la littérature existante sur le sujet, notre travail sous-tend I’hypothése d’un cercle vicieux pro-

inflammatoire a I’ceuvre dans le KC.

5.3 Perspectives thérapeutiques futures dans le kératocéne

Comme explicité plus haut dans le paragraphe 2.2.3, le seul traitement actuellement
validé pour réduire la progression du KC est le crosslinking cornéen (CXL). Il semblerait que
le CXL aurait un effet anti-inflammatoire sur la surface oculaire du KC, ou en tout cas
diminuerait les niveaux de biomarqueurs de [I’inflammation (IL-6, TNF-a, CXCLS,
MMPs).146147 Aprés un CXL, il y aurait un pic inflammatoire dans les larmes et les tissus
cornéens entre les 4°™ et 8™ jour post-opératoires, suivi d’une lente décroissance des
biomarqueurs de ’inflammation jusqu’au 6°™ mois**¢147. Ces constations sont cohérentes avec
les mécanismes connus de cicatrisation cornéenne, et recrutement cellulaire inflammatoire a
I’ceuvre dans les jours suivants une intervention cornéenne. Par ailleurs, on peut rappeler que
’activation de la cicatrisation cornéenne semble étre médiée par le couple AGEs — fI-RAGE,
de maniére dose dépendante, sans implication de HMGB1.1%° Ainsi, certains auteurs avancent
que la stabilisation du KC dans les suites d’un CXL provient, au moins en partie, de cet effet

anti-inflammatoire sur la surface oculaire.”

Par ailleurs, il existerait un lien entre des désordres métaboliques ou nutritionnels, en
rapports avec une carence vitaminigue ou en micronutriments, et une prévalence augmentée de
KC.1*® Une déficience en vitamine A (Vit A) ou un taux de cuivre sérique bas serait retrouvé
chez les patients KC.1491%0 Ainsi, en cas de carence en Vit A, une supplémentation vitaminicue
réduirait la concentration plasmatique de MMP-9, augmenterait celle de TIMP-1 (principal
inhibiteur de MMP-9), et améliorerait la biodisponibilit¢ du cuivre dans 1’organisme (i.e.
enzymes antioxydantes dépendantes du cuivre type LOX). De plus, les auteurs ont montré une
stabilisation du KC chez 60% des patients aprés supplémentation en Vit A (critére de

progression : Kmax < 1D sur 1 an).*® Méme s’il s’agit d’études non randomisées controlées,
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ces données récentes sur 1’intérét d’une thérapeutique systémique dans le kératocone doit nous
faire repenser notre conception du KC. Comment une pathologie cornéenne, le plus souvent
isolée a I’ceil sans autre atteinte d’organe, peut-elle se stabiliser par un traitement systémique ou
une supplémentation vitaminique ? La question reste ouverte au moment de 1’écriture de ce
manuscrit, mais on pourrait imaginer une supplémentation antioxydante et/ou vitaminique dans
le KC, a I’instar de la supplémentation dans la DMLA.%!

Comme évoqué plus haut, les larmes et la surface oculaire des animaux diurnes (i.e.
exposés au rayonnement UV) sont riches en facteurs antioxydants (vitamine C, LTF, enzymes
type superoxyde dismutase (SOD), catalases, glutathionne péroxydases).t® Ainsi, des modéles
de cultures cellulaires ont évalué 1’intérét de lentilles souples hydrophiles (en silicone-
hydrogels) imprégnées de molécules antioxydantes, comme la LTF.1%3 Il semblerait que ces
dispositifs pourraient diminuer le stress oxydant de la surface oculaire des patients KC,
réduisant ainsi I’apoptose cellulaire épithéliale.’> L efficacité sur la stabilisation du KC de tels
dispositifs reste a prouver en conditions réelles de port, mais on peut également imaginer des
collyres enrichis en antioxydants. Par ailleurs, il n’existe pas de données de la littérature sur
I’intérét de collyres anti-inflammatoires dans le KC. Les corticostéroides topiques seraient a
proscrire sur une longue durée du fait de leurs trop nombreux effets secondaires sur 1’ceil
(hypertension intraoculaire, opacification capsulaire précoce),’® mais on pourrait imaginer
I’utilisation des inhibiteurs de la calcineurine en topique (i.e. ciclosporine, tacrolimus). De fait,
ce sont de puissants anti-inflammatoires en formulations topiques, avec trés peu d’effets
secondaires oculaires et systémiques (exceptionnel risque de néoplasie de la surface
oculaire).*?” Dans ce cadre, on pourrait également imaginer la pose d’anneaux intracornéens
imprégnés de substances antioxydantes et/ou régulatrices de I’inflammation, en association

avec le CXL et/ou les autres procédures chirurgicales du KC.%®

Nous avons montré une derégulation de I’expression de RAGE dans la surface oculaire
du KC.8 Or, il existe des molécules “bloqueurs” du récepteur transmembranaire de RAGE (fl-
RAGE) ou encore les isoformes solubles de RAGE (s-RAGE) qui agissent comme des “leurres”
pour inactiver les ligands de fl-RAGE (AGEs, HMGBI, protéines S100, calgranulines).
L’utilisation, sur modeles cellulaires ou animales, de protéines recombinantes s-RAGE ou de
peptides antagonistes de RAGE (RAGE antagonist peptide, RAP) semble une piste
thérapeutique prometteuse pour les pathologies liées a la voie d’activation de RAGE. %7162

Ainsi, I'utilisation de recombinants s-RAGE ou RAP dans un modéle animal de détresse

respiratoire aigiie semble améliorer la clairance du fluide alvéolaire, I’oxygénation, et atténuer
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les lésions histologiques pulmonaires.'®* De nombreux autres travaux ont montré un bénéfice
dans I'utilisation d’anticorps anti-RAGE dans des modéles de chocs septiques,®® d’infections
pulmonaires ou intrapéritonéales a Streptococcus Pneumoniae ou Escherichia coli, %21 ou
encore I’insuffisance rénale chronique en lien avec la drépanocytose.’® Il semblerait donc
intéressant d’étudier ces molécules antagonistes de la voie RAGE dans des modeles cellulaires,
puis animaux, de KC. Une perspective pertinente dans le traitement du KC serait donc

d’imaginer des thérapeutiques bloquant la voie RAGE, sans doute associés a des antioxydants

et/ou anti-inflammatoires topiques.
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Résumé de la thése en Francais

Le Récepteur aux Produits Avancés de Glycation (Receptor for Advanced Glycation End products, RAGE) est un
récepteur transmembranaire, ubiquitaire, impliqué dans de nombreuses voies d’activation pro-inflammatoires. On lui
décrit une forme transmembranaire (fl-RAGE) qui véhicule le signal d’activation intracellulaire, et des formes solubles
(s-RAGE et es-RAGE) qui ont un role de leurres en séquestrant les ligands. Le role de RAGE est bien connu dans la
physiopathologie de la rétinopathie diabétique, beaucoup moins dans des pathologies de la surface oculaire comme le
kératocone (KC) et le syndrome sec oculaire (dry eye disease, DED). Longtemps défini comme une pathologie
cornéenne ectasiante et non inflammatoire, le KC semble déclenché ou aggravé par des phénomenes inflammatoires au
sein de la surface oculaire, comme l'atteste des travaux récents montrant une élévation des biomarqueurs de
I'inflammation (IL-1, IL-6, TNF-o, MMP-9). Par ailleurs, dans le DED, un cercle vicieux inflammatoire au sein de la
surface oculaire est reconnu comme mécanisme physiopathologique centrale, avec I’instabilité du film lacrymal et son
hyperosmolarité. De plus, en qualité de tissus barriéres avec notre environnement, la surface oculaire est
guotidiennement exposée au stress oxydatif lié a la pollution atmosphérique ou au rayonnement ultra-violet. Il existe un
lien d’activation entre les acteurs de la voie RAGE et le déséquilibre de la balance oxydative dans les tissus. Par ce
travail, nous avons montré la surexpression des isoformes de RAGE dans les tissus et larmes de sujets atteints de KC
par rapport a des sujets sains. Par ailleurs, dans un cadre formel appliqué aux méta-analyses, nous avons synthétisé la
littérature existante pour montrer qu’il existait un déséquilibre de la balance oxydative dans les tissus et larmes de la
surface oculaire de patients atteints de KC et de DED. Forts de ces résultats, nous avons développé un modele
d’expérimentation animale (souris C57 Black 6) en paralléle d’une étude menée sur modele cellulaire (cellules primaires
et lignées cellulaires cornéennes et conjonctivales) afin de comprendre I’implication de RAGE dans la physiopathologie

du syndrome sec oculaire, et notamment les mécanismes inflammatoires impliqués dans sa survenue et chronicisation.

Résumé de la thése en Anglais

The Receptor for Advanced Glycation End products (RAGE) is a ubiquitous transmembrane receptor involved in several
pro-inflammatory activation pathways. The transmembrane form (fl-RAGE) is described to induce the intracellular
activation signal, and soluble forms (s-RAGE and es-RAGE) to act as decoys sequestering the ligands. The role of
RAGE is well-known in the pathophysiology of diabetic retinopathy, much less in pathologies of the ocular surface such
as keratoconus (KC) and dry eye syndrome (DED). Historically defined as an ectatic and non-inflammatory corneal
disease, KC seems to trigger or increase with the inflammatory biomarkers (IL-1, IL-6, TNF-a, MMP-9) in the ocular
surface. Moreover, in DED, an inflammatory vicious circle within the ocular surface is recognized as a central
pathophysiological mechanism, with the instability of the tear film and its hyperosmolarity. In addition, like others
barriers tissues, the ocular surface is daily exposed to oxidative stress (i.e. atmospheric pollution or ultraviolet radiation).
It is well-known that the RAGE pathway is linked with the unbalance of the oxidative stress in tissues. Thus, in this
work, we showed the overexpression of RAGE isoforms in the tissues and tears of subjects with KC compared to healthy
subjects. Moreover, in systematic reviews applied to meta-analyses, we synthesized the existing literature to show that
there was an imbalance of the oxidative stress in the tissues and tears of the ocular surface of patients with KC and DED.
Finally, we developed an animal experimentation model (C57 Black 6 mouses) linked with a study carried out on a cell
model (primary cells, corneal and conjunctival cell lines) in order to understand the involvement of RAGE in the

physiopathology of dry eye syndrome.
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