Rezumat

Pterigionul uman ramane chiar si dupa trei mii de ani de la prima sa descriere,
o afectiune incomplet caracterizata, cu o terapie chirurgicald controversata si o terapie
medicamentoasd mai mult suportiva decit curativd. Aproape total neinteresant pentru
oftalmologi si cu atit mai putin pentru cei implicati in cercetare, pterigionul uman
reprezintd o afectiune benignd dar frecvent recidivantd post terapie chirurgicala.
Controversele legate de terapia si prognosticul pterigionului deriva dintr-o0 foarte
sumara carcterizare a aspectelor microscopice, imunohistochimice si moleculare ale
acestuia. In ciuda aplicarii in clinici a terapiilor antiangiogenice, angiogeneza
pterigionului la nivel molecular este incomplet studiata.

Nu exista in acest moment o tintd terapeutica precisa cu implicare in formarea
neovaselor din cursul dezvoltarii pterigionului. Mai mult, limfangiogeneza, formarea
vaselor limfatice din pterigion este §i mai putin cunoscutd si descrisd in literatura.
Momentul evolutiv al declansarii dezvoltarii vaselor limfatice in pterigion cit si rolul
acestora in patogeneza sunt necunoscute. Din aceste motive, tema prezentei teze de
doctorat s-a axat pe completarea profilului angiogenic si limfangiogenic al
pterigionului caracterizat prin parametrii microscopici, immunohistochimici si
moleculari. De la prima ipoteza cu privire la prezenta unui presupus factor angiogenic
in pterigion lansata de catre Wong in 1978, mai multe aspecte ale angiogenezei in
pterigion au fost dezbatute pe larg, in special in cautarea unui adjuvant antiangiogenic
si/sau terapii antivasculare potential utile pentru reducerea recidivelor. Multi factori
implicati in angiogeneza normala si tumorala s-au dovedit a fi puternic implicati in
angiogeneza din pterigionul uman. In ciuda multor dovezi care sustin o activitate
angiogenica intensa in pterigionul uman, mecanismul de formare a vaselor de sange
nu a fost pe deplin elucidat, cel mai probabil fiind implicate mecanismele de sprouting
si intususceptie.

Vasele de neoformatie din pterigionul uman au caracteristici morfologice
similare cu vasele tumorale. Sunt permeabile si au perete discontinuu. Diferente
moleculare si morfologice intre vasele limfatice din conjunctiva normald si
pterigionul uman reprezinta un subiect relativ nou de cercetare pentru aceasta boala
oculara. In acest moment, doar sase lucrari despre limfangiogeneza in pterigion uman
pot fi gasite in PubMed. Vasele limfatice au fost evidentiate de catre D2-40
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distributie in pterigionul uman, comparativ cu conjunctiva normald. Vasele limfatice
din conjunctiva normald sunt structuri distincte, separate unele de altele prin
componentele stromale.

Cresterea densitatii vasculare limfatice s-a dovedit a fi corelata cu parametrii
clinici §i dimensiunea pterigionului. Rolul vaselor limfatice in pterigionul uman este
necunoscut. Nu sunt disponibile date cu privire la mecanismul si substratul molecular
de dezvoltare a vaselor limfatice noi in pterigionul uman.

Optimizarea identificarii de noi tinte terapeutice in multitudinea de markeri
care guverneaza mecanismele de angiogenezd si limfangiogeneza, a reprezentat
principala motivatie a studiului de fatd dat fiind faptul ca, in prezent, cu exceptia
VEGF nici un al marker molecular nu a fost studiat intens in pterigion. Incercarea de a
corela factorii etiopatogenici, in special radiatiile utlraviolete cu modificari aparute la
nivelul celulelor endoteliale ce stau la baza declansarii procesului angiogenic
reprezintd o a doua motivatie importantd a studiului de fatd. Lipsa unui model
experimental de studiu in dinamica si testare a compusilor antiagniogenici si/sau
antivasculari ne-a orientat spre utilizarea membranei corioalantoide a oului embrionat
si a soarecilor de tip hairless SKH 1 pentru studiul comparativ al comportamentului
pterigionului implantat. Dintre cele doua modele, validarea modelului optim ce va
putea fi utilizat in viitor ca support pentru testare si evaluare de noi terapii tintite va fi
incd o componenta importanta a prezentei teze de doctorat

Din punct de vedere clinic s-au observat diferente intre lotul masculin si cel
feminin. Pentru lotul masculin, s-a identificat un pacient cu pterigion primar si doua
recidive. O alta particularitate intalnita in cadrul grupului de barbati a fost
unilateralitatea leziunilor, adica pterigionul excizat, fie primar, fie recidivat, a afectat
un singur ochi, iar recidivele aparute s-au dezvoltat la acelasi ochi, daca ne referim la
subiectul cu trei donari de tesuturi. Particularitatile grupului de sex feminin constau in
faptul ca acesta a constituit sursa doar pentru pterigioane primare, firda sa se
consemneze nici macar o singurd recidivi. In schimb, in contrast cu grupul de
donatori barbati, am intalnit 5 paciente cu pterigion bilateral, tipul pterigionului fiind
acelasi la ambii ochi (3 paciente au avut pterigion bilateral de tip I si 2 paciente au
avut pterigion bilateral de tip I1).

Un alt aspect demn de a fi consemnat se refera la incidenta pterigionului
raportatd la diverse grupe de varstd si in functie de sexul pacientilor. Astfel, pentru
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varsta 41-50 de ani a inclus 7 cazuri (5 pterigioane primare si 2 recidive la acelasi
pacient), grupul de varsta 51-60 de ani a inclus 7 cazuri de pterigion primar si o
recidiva, grupul de varsta 61-70 a inclus 2 cazuri de pterigion primar, iar grupul de
varsta 71-80 de ani a inclus 2 cazuri de pterigion primar. Vascularizarea epiteliului
reprezintd o entitate patologicd intilnitd rar dar nu exceptional. Observatiile
morfologice ale prezentei vaselor sanguine intraepitelial, au sugerat un proces
angiogenic intens si continuu. Bazat pe aceasta ipoteza, am considerat utila realizarea
unei imunocoloratii pentru a caracteriza vasele intraepiteliale in raport cu statusul lor
functional. Identificarea statusului activat versus non activ a putut fi realizatd prin
imunocolorarea pentru endoglinda (CD105) cunoscut ca un marker pentru celulele
endoteliale activate si absent in cele mature, dormante. Endoglina a fost pozitiva in
vasele intraepiteliale si stromale din pterigionul primar si recidivat, fiind absenta in
interiorul epiteliului conjunctivei cvasinormale adiacente pterigionului. Densitatea
vaselor intraepiteliale CD105 pozitive a fost crescuta in recurente comparative cu
pterigionul primar. In tesutul conjunctiv al conjunctivei normale insa, nu am observat
vase pozitive la CD105. Densitatea vaselor intraepiteliale CD105 pozitive a crescut
direct proportional cu grosimea epiteliului pterigionului. Impreuna cu reactia pozitiva
la CD105, caracterul activ al angiogenezei intraepiteliale in pterigionul uman a fost
sustinut si de existenta celulelor endoteliale CD105 pozitive cu organizare heterogena,
practic, fiind observate toate etapele de dezvoltare a vaselor sanguine, pornind de la
celule endoteliale izolate, cordoane endoteliale, vase cu lumen splitat, si vase cu
lumen evident, perfuzat. Astfel, referitor la mecanismul angiogenic, putem afirma ca
angiogeneza intraepiteliald in pterigion are un mechanism mixt de sprouting si
intususceptic. RNA scope este o metoda utila de cuantificare a VEGF. Expresia VEGF
MRNA este restrictionata la nivelul compartimentului epitelial al pterigionului primar
si recurent. VEGF mRNA este heterogen ditribuit in compartimentului epitelial.
Pterigionul recurent prezinta o supraexpresic a VEGF mRNA comparativ cu
pterigionul primar. Celulele bazale ale pterigionului sunt sursa importanta de VEGF.
VEGER 3 se exprima in compartimentul epithelial si conjunctiv al pterigionului uman
primar. In compartimentul stromal VEGFR 3 se exprima la nivelul celulelor
endoteliale din vasele limfatice si cele ale venulelor postcapilare. Datele noastre sustin
existenta unui subtip de macrophage activate, VEGFR 3 pozitive capabile sa induca si

sa sustina procesul de limfangiogeneza din stroma pterigionului. Rolul VEGFR 3 in



mecanismul de intususceptic limfatica este evident si necesitd investigatii
suplimentare..Mastocitele pterigionului sunt VEGFR 3 pozitive.

Limfangiogeneza este prezenta in pterigionul uman, apare precoce si se
desfasoara prin douda mecanisme distincte respectiv sprouting si intususceptie. Vasele
limfatice D2-40 pozitive prezinta un fenomen activ de remodelare si organizare
continua prin prezenta de proliferdri endoteliale limfatice decelate prin imunoreactia
cu Ki67. Exista doud cai majore a caror implicatie in reparatia DNA dependenta de
p53 in celulele expuse la radiatia UV este recunoscutd: reparatia prin excizia
nucleotidelor si reparatia prin excizia bazelor (BER). Celulele cu p53 tip sdlbatic
prezinta un BER normal in timp ce celulele mutante pentru p53 sau cele nule pentru
p53 prezinta defecte ale BER. In baza acestor descoperiri prealabile, persistenta
expresiei pentru dimerii de timind impreund cu absenta expresiei p53 la nivelul
componentelor stromale din majoritatea cazurilor noastre sugereazad ca absenta rolului
protector al p53 impotriva luminii UV induce distructia DNA 1n celulele endoteliale si
in fibroblastele din compartimentul fibrovascular al pterigionului uman. Descoperirile
raportate recent referitoare la persistenta pirimidinei ciclobutane la nivelul codonului
270 al genei p53 ce a fost supusa unei reparatii reduse comparativ cu pozitia vecina au
demonstrat existenta mutatiilor celulare in modelele tumorale cutanate la soarece. In
baza rezultatelor noastre, am speculat cd un mecanism similar ar putea fi implicat in
persistenta dimerilor de timina urmata de inducerea modificarilor mutagene la nivelul
celulelor stromale ale pterigionului uman. Aceste mutatii ale celulelor epiteliale si
stromale ar putea fi responsabile de numarul mai crescut al recurentelor si de
rezistenta la terapiile conventionale. Membrana corioalantoida reprezinta un model
optim pentru studiul aspectelor angiogenice si limfangiogenice dar si a altor
particularitati ale pterigionului cum ar fi celulele cu caracter progenitor. Implantul de
pterigion pe CAM paote fi considerat, dupa validarea sa in prezentul studiu ca fiind
util pentru studiul interactiunii implant stromad, testarea unor agenti terapeutici si
urmdrirea In dinamicad a efectelor acestora, ca o etapa preclinicd de studiu, anterior
aplicarii acestora in trialurile clinice.

Prezenta vaselor activate intraepitelial, supraexpreisa PROX1 in endoteliul
limfatic, alterarea DNA corelatd cu expresia p5S3 precum si realizarea si validarea
modelului experimental pe membrana corioalantoidd ca model pentru testarea
viitoarelor terapii antiangiogenice si antivasculare reprezinta elementele originale ale

prezentei teze de doctorat.
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