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1. Résumé

Objectif: Déterminer si la combinaison de la riboflavine/lumiere UV-A (RF/UV-A) et du rose
de Bengale/lumiére verte (RB/vert) épi-off PACK-CXL améliore la résistance de la cornée a
la digestion enzymatique par rapport a des traitements séparés chromophore/lumiére.
Méthodes: Des cornées porcines ex-vivo ont été réparties comme suit. Les cornées du
groupe A ont été imbibées de riboflavine (RF) et n'ont pas été irradiées (A1, contréles) ou
ont été irradiées avec respectivement 10 (A2) ou 15 J/cm? (A3) de lumiere UV-A a 365 nm.
Les cornées du groupe B ont été imbibées de rose de Bengale (RB) et n'ont pas été
irradiées (B1, contrbles) ou ont été irradiées avec respectivement 10 (B2) ou 15 J/cm? (B3)
de lumiére verte a 522 nm. Les cornées du groupe C ont été imbibées de RF et de RB et
n'ont pas été irradiées (C1, contréles) ou ont été soumises a une irradiation consécutive
aux UV-A et a la lumiére verte avec respectivement 10 J/cm? (C2) ou 15 J/cm? (C3) pendant
la méme session. Apres le traitement, toutes les cornées ont été exposées a la collagénase
A a 0,3 % pour évaluer le temps de digestion jusqu'a la dissolution du bouton cornéen.
Résultats: Les temps de digestion des groupes A1-A3 étaient respectivement de 21,38,
30,5 et 32,25 heures, A2 et A3 montrant une résistance accrue a A1. Les temps de
digestion des groupes B1-B3 étaient de 31,2, 33,81 et 34,38 heures, B3 résistant mieux
que B1. Les temps de digestion des groupes C1-C3 étaient de 33,47, 39,81 et 51,94 heures
; C3 présentait une résistance supérieure a C1 et C2 (p<0,05 dans les deux cas).
Conclusion: Le cross-linking combinée RF/UV-A et RB/vert, réalisé au cours d'une méme
séance, augmente de maniére significative la résistance enzymatique de la cornée par
rapport aux traitements isolés.

Pertinence translationnelle : La combinaison du PACK-CXL a base de riboflavine et de
rose de Bengale augmente considérablement la résistance a la digestion de la collagénase

cornéenne, réduisant potentiellement la taille de I'ulcére dans des contextes cliniques.
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2. Introduction

La kératite infectieuse (KI) est une cause majeure de cécité dans le monde' ? et peut étre
causeée par plusieurs organismes, notamment des bactéries, des champignons, des amibes
et des virus. Un traitement rapide, idéalement avant l'atteinte stromale et I'apparition d'un
ulcére, améliore considérablement le pronostic.® L'identification des agents pathogénes et le
choix d'une thérapie appropriée pour la Kl peuvent s'avérer difficiles. Des choix de traitement
inappropriés font perdre du temps et risquent d'aboutir a des résultats plus médiocres en
raison de la progression rapide de la maladie.

Le cross-linking de la cornée (CXL),* initialement utilisée pour traiter les ectasies cornéennes,
est devenue une thérapie pour la Kl. Hafezi and Randleman I'ont ensuite désigné sous le
nom de « chromophore photoactivé pour le cross-linking de la kératite infectieuse » (PACK-
CXL),% cette approche a connu une utilisation croissante comme traitement de la kératite
infectieuse depuis 2008. Le CXL implique l'application d'un chromophore sur le stroma
cornéen et l'irradiation du stroma avec une longueur d'onde spécifique de la lumiere pour
activer le chromophore. Lorsque la riboflavine (RF) et la lumiere UV (365-370 nm) sont
utilisées, ce processus produit des espéces réactives de I'oxygene (ROS) qui induisent un
cross-linking des molécules stromales - principalement les fibres de collagéne et les
protéoglycanes de la matrice extracellulaire - ce qui a pour effet de rigidifier le tissu cornéen.®
Deux mécanismes antiseptiques primaires sous-tendent I'efficacité du CXL dans la réduction
de la charge pathogéne. Le premier est la destruction directe des pathogenes par les
dommages causés par les ROS aux membranes cellulaires et aux acides nucléiques.” ® La
seconde est I'entrave stérique du CXL médiée par les ROS qui obstrue les sites de liaison
de la collagénase et augmente la résistance de la cornée a la digestion enzymatique, ce qui
devrait contribuer a limiter le développement de I'ulcére et a restreindre la taille de la cicatrice
cornéenne.® Ces mécanismes permettent de diagnostiquer les pathogénes et, & une époque

ou la résistance antimicrobienne des pathogénes augmente, ont fait du CXL une approche
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prometteuse pour le traitement de la KI.5 Initialement explorée comme thérapie adjuvante
pour la Kl ulcéreuse avancée par Iseli et al, la technique a ensuite été appelée" Photo
Activated Chromophore for Keratitis - Corneal Cross-linking " (PACK-CXL)."® Le PACK-CXL
sert actuellement de traitement adjuvant pour la kératite infectieuse ulcéreuse avancée, mais
un essai prospectif randomisé de phase Ill récemment publié a montré qu'une seule
application de PACK-CXL est aussi efficace qu'un traitement antimicrobien standard pour les
kératites bactériennes ou fongiques précoces a modérées."

Outre la riboflavine et la lumiére UV-A a 365 nm (RF/UV-A), le PACK-CXL peut également
étre réalisé en utilisant du rose de Bengale (RB) et une lumiére verte a 522 nm (RB/vert).
Des études de laboratoire ont démontré une sensibilité variable aux pathogénes pour le
PACK-CXL utilisant la RF/UV-A et le RB/vert. '? '3 La profondeur de pénétration stromale des
deux chromophores varie également : RF/UV-A cross-link jusqu'a 400 a 600 um dans le
stroma cornéen, en fonction de sa formulation et de son application, tandis que le RB/vert ne
cross-link qu’a une profondeur de 100 pym.'*'” Notamment, les spectres d’absorption des
deux chromophores ne présentent qu'un chevauchement minimal, ce qui signifie qu’ils
n’entrent pas en compétition pour les mémes longueurs d’onde de I'’énergie lumineuse. Ici,
nous avons étudié si la résistance de la cornée a la digestion pouvait étre augmentée par
une application de RF/UV-A et de RB/vert dans le PACK-CXL par rapport a l'utilisation d’'une

seule combinaison chromophore/lumiére.
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3. Matériels et méthodes

3.1 Acquisition et préparation des échantillons

Des yeux de porc fraichement énucléés (moins de 6 heures aprés la mort) ont été obtenus
auprés d’'un abattoir local. L'épithélium a d’abord été retiré a I'aide d’'un couteau de hockey
(FEATHER®, pfm medical ag, Cologne, Allemagne). Les cornées ont été excisées
circonférentiel’ment a 'aide de ciseaux de Westcott en laissant un bord cornéoscléral de 3
mm. Les boutons de cornée ont été immergés dans une solution de Tampon phosphate salin
(PBS) a 400 mOsmol/L pendant 10 minutes avant d'étre prélevés au centre avec un poingon
a biopsie de 8 mm (SMI AG, Vith, Belgique) pour obtenir des boutons de cornée. La raison
de l'immersion dans le PBS est de contréler I'hydratation. La solution iso-osmolaire empéche
tout gonflement ou déshydratation. Les boutons de cornée ont ensuite été trempés soit dans
une solution de 0,1% RF (Ribo-Ker, EMAGine AG, Zug, Suisse) ou 0,1% RB (Bengalrosa,
Bichsel AG, Interlaken, Suisse) pendant 10 minutes. Aprés trempage, les boutons ont été
rincés avec une solution de PBS a 400 mOsmol/L et placés dans une plaque a 24 puits
(Merck AG, Darmstadt, Allemagne). Enfin, les cornées traitées par RF ont subi une CXL a
l'aide d'une source lumineuse UV-A de 365 nm disponible dans le commerce (appareil C-
eye, EMAGine, Zug, Suisse), tandis que les cornées traitées par RB ont subi un CXL a l'aide

d'une source lumineuse verte de 522 nm (appareil expérimental fabriqué sur mesure).

3.2 Attribution des groupes d'étude et protocoles CXL

Nous avons réparti au hasard 144 yeux de porc dans l'un des trois groupes d'étude (A, B et

C), chacun contenant 48 cornées (tableau 1).

Groupe A (RF/UV-A): toutes les cornées ont subi 10 minutes de trempage RF. Les cornées

A1 non irradiées (n=16) ont servi de témoins, tandis que les cornées A2 et A3 (n=16 chacune)
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ont été irradiées par une lumiere UV-A de 365 nm a raison de 10 J/cm? (18 mW/cm2, 9

minutes 15 secondes) ou 15 J/cm? (30 mW/cm2 pendant 8 minutes 20 secondes).

Groupe B (RB/verte): toutes les cornées ont subi 10 minutes de trempage dans le RB. Les
cornées B1 non irradiées ont servi de contrdle, tandis que les cornées B2 et B3 ont été
irradiées avec une lumiére verte de 522 nm a 10 J/cm? (15 mW/cm2, 11 min 7 sec) ou 15

J/iecm? (15 mW/cm2, 16 min 40 sec).

Groupe C (méme-session RF/UV-A and RB/verte): Toutes les cornées ont subi 10 minutes
de trempage dans la RF, suivies de 10 minutes de trempage dans le RB. Les cornées C1
non irradiées ont servi de témoins. Les cornées C2 ont été irradiées avec des UV-A (18
mW/cm?, 9 min 15 sec), puis avec de la lumiére verte (15 mW/cm?, 11 min 7 sec). Les cornées
C3 ont été irradiées avec des UV-A (30 mW/cm?, 8 min 20 sec), puis avec la lumiére verte

(15 mW/cm?, 16 min 40 sec).

3.3 Digestion enzymatique des boutons de cornée et évaluation

Apres le PACK-CXL, toutes les cornées ont été transférées dans une nouvelle plaque de 24
puits (Merck AG, Darmstadt, Allemagne) remplie de 2,0 ml d'une solution de collagénase A a
0,3 % (Roche, Béle, Suisse) par puits. La plague a été placée sur un thermostat a 37°C avec
150 tours par minute.

Les boutons de cornée ont été inspectés visuellement et photographiés toutes les heures
(Figure 1). La durée de la digestion enzymatique de chaque cornée a été enregistrée. La
digestion était compléte lorsque les cornées se fragmentaient complétement, formant une

couche semblable a de la poussiere.
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3.4 Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide de R Studio (version 2022.12.0), Prism 9 (version
9.5.1) et Microsoft Excel (version 16.70). Les statistiques descriptives ont été présentées
sous forme de moyenne % écart-type. L'analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée pour
analyser les différences entre les groupes.

L'analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée pour analyser les différences entre les

groupes, une valeur de p < 0,05 indiquant une signification statistique.
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4. Résultats
Cette étude a porté sur un total de 144 cornées. Les résultats de la digestion sont présentés
dans la figure 2.
Pour les groupes A1 a A3, les temps de digestion moyens étaient respectivement de 21,38 +
1,15, 30,5 £ 1,63 et 32,25 £ 2,27 heures. Les cornées des groupes A3 et A2 présentaient une
résistance a la digestion significativement plus importante que les cornées du groupe A1
(p<0,05), mais aucune différence de résistance a la digestion entre les cornées des groupes
A3 et A2 n'a été observée (p=1).
Parmi les groupes B1 a B3, les durées moyennes de digestion étaient respectivement de
31,2+2,78, 33,81 + 1,52 et 34,38 + 1,2 heures.
Les cornées du groupe B3 étaient plus résistantes a la digestion que celles du groupe B1
(p<0,05). Les cornées du groupe B2 ne présentaient pas de différence significative de
résistance par rapport aux cornées des groupes B1 ou B3 (p=0,087 et p=1, respectivement).
Pour les groupes C1 a C3, les temps de digestion moyens étaient respectivement de 33,47
+2,58,39,81+2,23, et 51,94 £ 4,2 heures. Les cornées du groupe C3 étaient plus résistantes
a la digestion que les cornées des groupes C1 et C2 (p<0,05 dans les deux cas). De plus,
les cornées du groupe C2 présentaient un temps de digestion moyen significativement plus

élevé que celles du groupe C1 (p<0,05).
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5. Discussion
L'intégrité structurale et les propriétés optiques de la cornée humaine reposent largement sur
sa composition en sous-types de collagéne |, Il et IV. Cependant, le PACK-CXL initie un
processus de réticulation des molécules du stroma, par l'induction d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), ciblant particulierement les fibres de collagéne et les protéoglycanes au
sein de la matrice extracellulaire. Cette réticulation renforce la structure cornéenne,
améliorant sa résistance a la digestion enzymatique et aux agressions pathogénes. Au
niveau cellulaire, le PACK-CXL exerce ses effets antimicrobiens a travers deux mécanismes
clés. Premierement, les ROS générés pendant le traitement ciblent directement et tuent les
agents pathogénes, perturbant leurs membranes cellulaires et leurs acides nucléiques.
Deuxiemement, le PACK-CXL utilise un mécanisme unique appelé entrave stérique pour
renforcer davantage ses propriétés antimicrobiennes. En induisant une réticulation au sein
de la matrice cornéenne, le PACK-CXL modifie la conformation tridimensionnelle des
molécules de collagene, obstruant ainsi les sites de liaison des collagénases. Ces enzymes
sont essentielles pour la dégradation du collagéne et sont souvent exploitées par les agents
pathogénes pour faciliter l'invasion et la destruction tissulaires. Cependant, I'entrave stérique
imposée par le PACK-CXL empéche les collagénases d'accéder a leurs cibles, limitant ainsi
efficacement la digestion enzymatique et préservant l'intégrité de la cornée. Cette approche
a double action non seulement combat les causes sous-jacentes de la kératite infectieuse,
mais aide également a atténuer le risque de développement d'ulcéres et a réduire la taille

finale des cicatrices cornéennes. '-46-1118-39

En plus d'utiliser la riboflavine et la lumiere UV-A a 365 nm, le PACK-CXL peut également
étre efficacement réalisé en utilisant le rose de Bengale et la lumiére verte a 532 nm. Des
investigations en laboratoire ont révélé des niveaux de susceptibilité différents des agents

pathogénes avec le PACK-CXL utilisant la riboflavine/lumiere UV-A et le rose de
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Bengale/lumiére verte. Des différences remarquables s'étendent a la profondeur de
pénétration stromale de ces chromophores : tandis que la riboflavine atteint 400 a 600 um
dans le stroma cornéen selon sa formulation et son application, le rose de Bengale atteint
une profondeur de seulement 100 pm. De plus, les spectres d'absorption de ces
chromophores présentent un chevauchement minimal, suggérant qu'ils utilisent
principalement des longueurs d'onde de lumiére énergétique distinctes. Dans ce travall, il a
été démontré que l'utilisation du PACK-CXL RF/UV-A et RB/vert, appliqués consécutivement
au cours de la méme session, améliore nettement la résistance de la cornée a la digestion
enzymatique par rapport a un protocole PACK-CXL a un seul chromophore/lumiére. Cette
ameélioration pourrait étre due a un certain nombre de raisons, y compris la fluence totale, les
spectres d'absorption des différents chromophores et les profondeurs de pénétration,
provoquant des effets de cross-linking a différentes couches de la cornée. Cependant, nous
nous sommes concentrés uniquement sur les temps de digestion globaux, et non sur les

effets spécifiques a la profondeur. 1217 40-43

La résistance la plus élevée a la digestion a été observée dans les cornées qui ont subi une
combinaison de RF et de RB PACK-CXL, recevant une fluence de 15 J/cm? dans chaque
procédure. L'importance de la fluence dans les traitements PACK-CXL a considérablement
évolué. Historiquement, les parameétres d'irradiation reflétaient le protocole de Dresden établi
pour le kératocdne, avec une fluence UV-A de 5,4 J/cm? administrée a une intensité de 3
mW/cm? pendant 30 minutes. Cependant, reconnaissant l'impératif pour le PACK-CXL de
servir d'alternative plus rapide et plus efficace aux médicaments antimicrobiens, des
protocoles cliniques accélérés ont ensuite été élaborés. Les études les plus récentes ont
démontré une augmentation linéaire de la résistance a la digestion dépendante de la fluence,
avec un maximum a 15 J/cm2 Les préoccupations initiales concernant les dommages

potentiels a I'endothélium a des fluences plus élevées ont été apaisées par des enquétes
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récentes sur les niveaux seuils d'UV-A endothéliaux. Les études de Seiler et al. ont
notamment montré que des fluences totales allant jusqu'a 15 J/cm? étaient bien tolérées par
I'endothélium, en accord avec les résultats des traitements personnalisés de CXL pour le
kératocone, qui utilisaient des niveaux de fluence similaires sans effets endothéliaux
indésirables. Ces niveaux de seuil de dommage élevés ont ouvert la voie au développement
de protocoles de cross-linking accélérée a haute fluence, généralement compris entre 10 et
15 J/lcm?. Par conséquent, les protocoles de cross-linking accélérée a haute fluence ont
émergé comme des options viables pour traiter a la fois I'ectasie et la kératite infectieuse,
presque triplant la fluence standard de 5,4 J/cm?2. # 11222427 28 Dang nos études récentes,
nous avons constaté que les cornées traitées avec le PACK-CXL RB/lumiére verte présentent
une résistance enzymatique supérieure a celle des cornées traitées avec le PACK-CXL
RF/UV-A, a la fois dans les contréles non irradiés et aprés irradiation. Une explication
possible de I'augmentation de la résistance dans les groupes témoins pourrait étre que la
saturation du stroma cornéen avec les chromophores modifie I'accessibilité des sites de
clivage pour la collagénase. Pourquoi le rose de Bengale montre un effet inhibiteur encore
plus élevé que la riboflavine ne peut pas étre facilement expliqué. L'oxygene pourrait jouer
un rdle clé. Le CXL engage deux voies photochimiques fondamentales. La premiére implique
I'acceptation d'un électron par I'état excité triplet du chromophore a partir d'une molécule
donneuse, via un transfert d'électrons. La deuxiéme voie comprend le transfert d'énergie a
l'oxygéne, entrainant la génération d'oxygéne singulet. Les deux voies, par des réactions
subséquentes, peuvent conduire a la formation de liaisons covalentes, favorisant les liaisons
croisées a l'intérieur et entre les macromolécules telles que le collagéne. Une distinction
notable réside dans le fait que la voie de transfert d'électrons fonctionne indépendamment
de l'oxygene, soulignant le réle crucial de l'oxygéne dans le CXL. Par conséquent, la
consommation d'oxygéne et sa disponibilité dans le stroma agissent comme des facteurs

limitants, entravant I'avancement des protocoles CXL accélérés. Par exemple, I'application
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rapide d'une fluence UV de 5,4 J/icm? diminue l'effet de rigidification en raison d'un
réapprovisionnement plus lent en oxygéne depuis I'atmosphére par rapport a sa
consommation dans le stroma. 8214447

D'autre part, dans le PACK-CXL, l'objectif principal n'est pas uniquement d'améliorer la
résistance biomécanique de la cornée, mais plutot d'éliminer les agents pathogénes et de
renforcer la résistance cornéenne a la dégradation enzymatique induite par les protéases
produites par les agents pathogénes. Remarquablement, I'efficacité des protocoles PACK-
CXL dans I'éradication des agents pathogénes ne semble pas influencée par la présence ou
I'absence d'oxygéne dans la cornée. Cette flexibilité permet d'accélérer les protocoles PACK-
CXL, une capacité impossible dans les protocoles CXL pour l'ectasie. De méme, l'impact du
CXL sur I'amélioration de la résistance cornéenne a la digestion enzymatique dépend
également de la disponibilité de I'oxygéne. Des études récentes ont montré que, que ce soit
la combinaison de chromophore et de longueur d'onde de lumiére de riboflavine/UV-A, de
rose de Bengale/lumiere verte, ou les deux utilisées successivement lors d'une seule séance,
la présence ou I'absence d'oxygene ne semble pas entraver I'augmentation de la résistance
a la digestion enzymatique (sous presse).

La digestion enzymatique avec les défauts tissulaires qui s'ensuivent est une caractéristique
de la Kl et est causée par la production de quantités excessives d'enzymes protéolytiques
libérées par les pathogénes. Dans cette étude, nous avons utilisé la collagénase A pour
digérer les boutons de cornée. La collagénase A est une collagénase bactérienne et est
largement utilisée comme enzyme standard pour évaluer la résistance enzymatique des
biomatériaux *° et sa grande puissance et sa large spécificité lui permettent de digérer tous
les types de collagéne et de cibler de multiples sites sur I'nélice du collagéne. Spoerl et al.ont
compare l'efficacité de la collagénase A a celle d'autres enzymes digérant le collagéne, la
pepsine et la trypsine. lls ont constaté que la collagénase A était plus puissante que la

pepsine pour digérer la cornée.
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Nos résultats s'alignent sur ceux d'études antérieures qui ont examiné l'effet de combinaisons
chromophore/lumiére uniques, en utilisant soit RF/UV-A, soit RB/vert. Ces études ont
démontré une résistance significativement accrue avec les deux combinaisons RF/UV-A et
CXL RB/vert. 4142 Morgan et al. ont observé une résistance accrue dans les boutons de
cornée porcine traités avec de la collagénase A a 0,3 % et des protocoles de cross-linking
acceélérée. Notre étude représente la premiére utilisation en méme temps de la RF et de la
RB combinées pour le PACK-CXL. La fluence totale utilisée dans ces traitements combinés
dans la méme séance était respectivement de 20 et 30 J/cm2. Ceci est nettement plus élevé
que le maximum de 15 J/cm?2 utilisé jusqu'a présent dans le PACK-CXL par radiofréquence.*®
Cependant, cette fluence combinée a été obtenue avec 2x10 et 2x15 J/cm? par chromophore
en utilisant différentes longueurs d'onde avec, potentiellement, différents seuils endothéliaux.
Il convient également de mentionner l'estrogéne. C'est un facteur critique affectant le
pronostic de la kératite infectieuse. Les récepteurs aux cestrogénes sont largement répartis
dans les tissus conjonctifs a travers le corps. Pendant la fin de la grossesse, les niveaux
élevés d'estradiol préparent le corps a lI'accouchement en relachant et en ramollissant ces
tissus. Cet effet d'affaiblissement s'étend a la cornée, comme en témoigne la découverte de
récepteurs a l'estradiol a l'intérieur. Les récepteurs aux cestrogénes alpha et béta ont été
identifies dans ce contexte. Par conséquent, les fluctuations hormonales, telles que les
niveaux élevés de sérum d'estradiol mais aussi I'nypothyroidie, affectent la biomécanique
cornéenne. A la fois I'estradiol lui-méme et les thérapies de remplacement hormonal, telles
que le tibolone, ont été démontrés pour réduire la résistance a la digestion. De plus,
I'exposition a des substances qui stimulent sélectivement I'activité cestrogénique dans les
tissus compromet davantage la capacité du stroma a résister a la digestion enzymatique. En
fin de compte, les niveaux élevés d'cestrogene, tels que ceux éprouvés pendant la grossesse

et le traitement avec des agents cestrogéniques, présentent un facteur de risque
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supplémentaire pour les cas de kératite infectieuse et pourraient nécessiter la prise en
compte de traitements comme le PACK-CXL. 491

Outre la résistance a la digestion, un autre aspect crucial de l'efficacité du PACK-CXL est sa
destruction microbienne directe par le stress oxydatif et l'inhibition de la réplication par
l'intercalation de 'ADN/ARN avec le chromophore photoactivé, qui constituent ensemble les
piliers fondamentaux du PACK-CXL. La question de savoir si une fluence combinée de 30
J/icm2 représente également un optimum pour le taux de destruction microbienne devrait étre

évaluée dans de futures études.

Les limites de cette étude incluent sa nature ex-vivo. En outre, nous avons examiné des
cornées transparentes, alors que la Kl rend généralement les cornées opaques, ce qui peut
diminuer la pénétration de la lumiére dans la cornée. D'autres études sont nécessaires pour
mieux comprendre l'impact du PACK-CXL sur les taux de digestion de la cornée infectée, en

particulier dans un contexte clinique.

En conclusion, la combinaison de la RF/UV-A et du PACK-CXL RB/vert en une seule
procédure peut présenter une nouvelle approche pour le traitement de la Kl. Cette approche
peut renforcer l'impact que le PACK-CXL peut avoir a une époque ou la résistance aux

antimicrobiens augmente.
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7. FIGURES

Figure 1. Image représentative d'une plaque a 24 puits contenant des cornées
immédiatement aprés immersion dans une solution de collagénase a 0,3 % (A) et aprés 25

heures (B) de digestion dans une solution de collagénase A a 0,3 %, et au point final (C).

Figure 2. Comparaison des temps de digestion entre les groupes expérimentaux.

8. TABLEAUX

Tableau 1: Configuration expérimentale. Groupes riboflavine (contrdle (A1), 10 J/cm? (A2),
15 J/cm? (A3)), Groupes d'irradiation au rose bengale (contréle (B1), 10 J/cm? (B2), 15 J/cm?
(B3)), Groupes d'irradiation combinée (contréle (C1), 10 + 10 J/cm? (C2), 15 + 15 J/cm? (C3))

min = minutes ; sec = secondes ; mW/cm? = milliwatts par centimétre carré.
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Fluence / Irradiance

Gr'o_upes _ Chfomophore Description Intensité (mW/cm?), Temps d'irradiation (min, :
expérimentaux Riboflavin / Rose Bengal sec) Jicm

A1 VI x Contréle non irradié aucun aucun
A2 v I x 10.0 J/cm? 18 mW/cm?, 9 min 15 sec 10
A3 VI x 15.0 J/cm? 30 mW/cm?, 8 min 20 sec 15

B1 X /v Contréle non irradié aucun aucun
B2 X IV 10.0 J/cm? 15mW/cm?, 11 min 7 sec 10
B3 X /v 15.0 J/cm? 15 mW/cm?, 16 min 40 sec 15

C1 N ING Contréle non irradié aucun aucun
C2 JIV 10.0 J/em? + 10.0 J/cm? 18 mW/cm?, 9 min 15 sec + 15mW/cm? , 11 min 7 sec 20
C3 JIV 15.0 J/em? + 15.0 J/ecm? 30 mW/cm?, 8 min 20 sec + 15 mW/cm?, 16 m 40 sec 30
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9. Rapport du directeur de thése

Chers et chéres collégues,

J'ai I'hnonneur de vous présenter un rapport détaillé sur la contribution de Monsieur Aydemir a sa thése
de doctorat dans le domaine de I'ophtalmologie.

Contribution de Monsieur Aydemir au travail : “La combinaison de la Riboflavine/lumiére UV-A et du
Rose Bengale/lumiére verte pour corss-linking de la cornée augmente la résistance de la digestion
enzymatique de la cornée”

Monsieur Aydemir a apporté une contribution impressionnante et compléte a sa thése de doctorat,
couvrant toutes les phases du processus de recherche. Son engagement et ses compétences sont
évidents a chaque étape du projet :

1. Planification et conception expérimentale : Monsieur Aydemir a joué un réle essentiel dans la
planification de I'expérience. |l a élaboré une conception expérimentale soigneusement réfléchie
permettant d'étudier les effets synergiques de la combinaison de la riboflavine/UV-A et du rose
bengale/vert epi-off PACK-CXL. Sa capacité a développer et mettre en ceuvre des protocoles
expérimentaux complexes a grandement contribué a la qualité du travail.

2. Réalisation des expériences : Monsieur Aydemir a mené les travaux expérimentaux de maniére
autonome et avec une grande précision. Cela comprenait I'acquisition de cornées de porc ex-vivo, le
traitement des cornées avec les traitements requis, et I'exposition aux rayons UV-A. Son engagement
envers des expériences précises et fiables a grandement contribué a la validité des résultats.

3. Collecte et analyse des données : Monsieur Aydemir a effectué la collecte de données de maniére
meéticuleuse et supervisé I'ensemble du processus d'analyse des données. Il a effectué des analyses
statistiques de maniére autonome et présenté les résultats sous forme de graphiques et de
diagrammes significatifs. Ses compétences en analyse de données ont contribué a tirer des
conclusions claires et fondées a partir des résultats.

4. Rédaction du manuscrit : Monsieur Aydemir a largement rédigé le manuscrit de la thése par lui-
méme. Il a non seulement démontré une remarquable capacité a rédiger de maniére scientifique, mais
aussi la capacité a rendre des concepts scientifiques complexes compréhensibles. La qualité du
manuscrit reflete son engagement pour I'excellence dans la communication scientifique.

5. Encadrement de la recherche et travail d'équipe : Bien que Monsieur Aydemir ait principalement
mené le projet de maniére autonome, il a toujours été un membre actif de notre équipe. Il a contribué
aux discussions sur les idées de recherche et a la prise de décisions collective. Sa volonté de partager
ses connaissances et de collaborer avec les autres a été un facteur essentiel du succés du projet.

Le travail de Monsieur Aydemir a déja été soumis a la revue TVST, et la décision de la revue est en
attente. Nous sommes confiants que le travail, en raison de sa qualité et de sa valeur scientifique,
recevra une réponse positive de la communauté scientifique.



Monsieur Aydemir a non seulement apporté une contribution significative aux connaissances
scientifiques de cette thése, mais il a également démontré ses compétences en tant que chercheur et
scientifique indépendant. Son engagement, sa précision et sa capacité a relever des défis scientifiques
complexes méritent une reconnaissance de la plus haute importance.

Cordialement,

A

Farhad Hafezi
Prof. Dr. Dr. med.
Université de Genéve



