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Introduction

Introduction :

La cornée est un tissu avasculaire et transparent qui forme la fenétre du globe
oculaire. Entourée par la sclére, reconnaissable a sa couleur blanche, la cornée se
distingue comme l'une des structures les plus densément innervées et sensibles de
I'organisme. La cornée est constituée de cinq couches : 1'épithélium, la couche de
Bowman, le stroma, la membrane de Descemet et l'endothélium. Elle est riche en
terminaisons nerveuses libres, ce qui lui confere une sensibilité exceptionnelle aux
stimuli externes, tels que les corps étrangers. (Yang et al., 2018).

La Kkératoplastie, ou greffe de cornée, consiste a remplacer une portion
endommagée de la cornée par une cornée saine provenant d'un donneur décédé. Selon
les données de la Banque mondiale d'organes (BMO), environ 185 000 kératoplasties
sont réalisées annuellement a 1'échelle mondiale, mais ces chiffres peuvent fluctuer
d'une année a l'autre(Gain et al., 2016). En Algérie, le nombre de greffes de cornée varie
chaque année. Par exemple, en 2018, environ 416 greffes de cornée ont été réalisées,
tandis qu'en 2017, ce nombre était de 217, et en 2016, 352 greffes ont été
effectuées(Amrouni, 2019).La greffe de cornée revét une importance capitale car elle
permet de restaurer la vision et de prévenir la cécité chez les personnes atteintes de
maladies cornéennes séveres telles que le kératocone, les cicatrices cornéennes ou les
affections de la surface oculaire(Whitcher et al., 2001).

Il est crucial de préserver la viabilité des couches cellulaires de la cornée pour
assurer le succes de la plupart des greffes de cornée. Une conservation efficace de la
viabilité des cornées simplifie la gestion et la fourniture de tissus pour les
transplantations, ce qui augmente les chances de succes des greffes en garantissant la
sécurité et l'efficacité des greffons(Armitage, 2008).Le stockage hypothermique a 2-8 °C
est largement utilisé dans la conservation du greffon (Armitage, 2011). Cependant, la
conservation a des températures basses induit une augmentation progressive de la perte
cellulaire endothéliale au fil du temps. En outre, cette méthode de conservation conduit
a des altérations morphologiques au niveau cellulaire, a un cedeme cornéen accru, ainsi
qu'a des modifications du pléomorphisme et du polymégathisme endothélial. Cette
température relativement élevée par rapport a la cryoconservation favorise également
la génération de radicaux libres et de composés oxydants. Ces entités réactives ont le
potentiel de causer des dommages aux cellules endothéliales, perturbant ainsi leur
fonctionnalité et contribuant ainsi a la perte cellulaire. 11 a était démontré que les
radicaux libres d'oxygene peuvent altérer le fonctionnement du mécanisme de la pompe
endothéliale, entrainant un gonflement de la cornée, atténuant donc la transparence de
la cornée(Lux-neuwirth & Millar, 1990).

La vitamine E et la vitamine C, connues également sous le nom de a-tocophérol et
acide ascorbique respectivement, sont des antioxydants tres puissants. Elles
interviennent dans différents processus métaboliques et jouent un role essentiel contre
les dommages causés par les radicaux libres. Cependant, des questions subsistent quant
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a leur efficacité et a leurs avantages potentiels dans la conservation de la cornée de lapin
a basse température.

Notre objectif est donc d’explorer les effets des vitamines E et C dans la
conservation de la cornée de lapin a 04°C, en se basant sur les parametres de la viabilité
et la structure des cellules endothéliales, la transparence et I'épaisseur de la cornée,
ainsi que le statut oxydatif des cellules cornéennes.
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1. Anatomie de Pcil :

1.1. Les paupieres :

Les yeux du lapin se trouvent sur le coté de la face, ce qui lui permet de voir avec
un angle de 360°. Cette physiologie est propre aux animaux de proie et leur permet de
détecter tout mouvement ou déplacement de prédateur pendant le crépuscule et la nuit.
Les yeux sont grands et élevés. La surface exposée a l'extérieur constitue donc pres de
25 % de la surface de I'eeil dont principalement la cornée (Esther van, 2021).

Le lapereau ouvre ses paupieres a 1'dge de dix jours. La fente palpébrale est large
chez le lapin et I'ceil est latéral. De longs cils dont les follicules sont profonds et sont
présents sur la moitié latérale de la paupiere supérieure et sur la moitié médiale de la
paupiere inférieure (Fig. 1). Il y a entre 40 et 50 glandes du tarse'dans chaque
paupiere(Philippe, 2002).

Paupiére inférieure

Figure 1:paupiére inférieur & paupiére supérieure (Photo : Arie Van Praag)

!La glande de tarse : est une petite glande sébacée située sur le bord libre de la paupiére, pres de la
racine des cils. Elle sécréte un liquide huileux qui aide a lubrifier et a protéger 1'eeil en empéchant
I'évaporation excessive des larmes.
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1.2. Le globe oculaire :

Le lapin posséde un globe oculaire d'une forme sphérique dont le diametre
antéropostérieur se situe entre 16 et 17 mm. Les traumatismes sont particulierement
fréquents dans ce globe, en particulier chez le lapin nain, qui posséde de grands yeux
évidents(Philippe, 2002).

La paroi du globe oculaire du lapin est constituée de trois tuniques,

- La tunique fibreuse, constituée de la sclérotique blanche et de la cornée, maintient
la forme de I'ceil. Elle est équipée de multiples ouvertures par lesquelles les arteres, les
veines, les nerfs et la fibre optique passent.

- La structure pigmentée de l'iris, du corps ciliaire et de la choroide est appelée la
tunique uvéale ou uvée.

- La rétine, constituant la tunique vasculaire de l'ceil, transforme la stimulation
lumineuse en influx nerveux (Fig. 2)(Esther van, 2021).

Cornée

Cristallin —-£

Humeur | |
Aqueuse™ [

Corps Ciliaire Corps Vitré

Figure 2: coupe schématique de 1’ceil d’un
lapin(https://veterinairelescorfolands.com/#!generalite_anatomie-de-I-oeil)



https://veterinairelescorfolands.com/#!generalite_anatomie-de-l-oeil
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1.3. Film lacrymal :

Le film lacrymal, se trouve a la surface de la cornée et joue de nombreux roles
essentiels au bon fonctionnement et a la santé de I'ceil. Il remplit différentes fonctions, a

savoir:

- L'oxygénation des cellules épithéliales et du stroma.

- Une protection immunitaire qui joue un réle antimicrobien

- Le nettoyage et 1'élimination des corps étrangers et des cellules desquamées de

la cornée.

Le systeme lacrymal comprend les appendices de I'ceil qui produisent et évacuent
le film lacrymal. Le cycle de vie de ce dernier comprend plusieurs étapes (Fig. 3) :

()
(i)

(iii)

La sécrétion par les glandes lacrymales ;

La méthode de distribution et d'étalement adéquate par le clignement des
paupieres,

I'élimination par évaporation (10 %) ou drainage par le canal lacrymo-nasal
(90 %) (Maélis, 2021).

Canalicule lacrymal
supeérieur

Canalicule lacrymal
inférieur

Figure 3: Schéma du systéme lacrymal (nttps://larmealoeil.wikeo.net)
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2. L’anatomie de la cornée :

La cornée est un tissu avasculaire transparent, convexe, plus mince au centre par
rapport aux périphéries. Elle constitue la partie antérieure de la paroi du globe oculaire,
en contact direct avec l'extérieur par l'intermédiaire du film lacrymale tandis que la
partie postérieure de la cornée est immergée dans l'eau de la chambre antérieure de
I'ceil appelé 'humeur aqueuse (Léah Duclos, 2023).

La structure particuliere de la cornée redirige les rayons de lumiere, ces rayons
seront finement focalisés a travers le cristallin qui convergent sur la rétine, ou elle
provoque une impulsion nerveuse tout au long du nerf optique jusqu'au cerveau
(Shoham et al., 2008).

La cornée est entourée par la sclere qui est la structure blanche de I'ceil. Le limbe,
région de transition entre la cornée et la sclére, est caractérisé par une vascularisation
importante et est un site de production des cellules souches épithéliales.

Vu son emplacement, la cornée est exposée a plusieurs risques, dont les agressions
extérieures accidentelles (chimiques, mécaniques, infectieuses, physiques) ou
chirurgicales (photo-kératectomie réfractive)? peuvent modifier la transparence de
cornée et la régularité de la surface cornéoconjonctivale®* (Chiambaretta et al., 2004).

La cornée est constituée de plusieurs éléments tels que des protéines
(principalement du collagene), des protéoglycanes, des enzymes, des ions, du glucose,
des métabolites, mais essentiellement d’eau a 80% (Maélis, 2021).

Une coupe histologique de la cornée de 1'avant vers l'arriere présente les éléments
suivants (Fig. 4) :

e L'épithélium
e Lamembrane de Bowman,

e Lestroma
e Lamembrane de Descemet.

L’endothélium

’La photo-kératectomie réfractive (PRK) : est une intervention chirurgicale qui permet de rectifier
les différences de réfraction de 1'ceil comme la myopie, I'hypermétropie et 1'astigmatisme.

3 La cornéoconjonctivite : est une inflammation simultanée de la cornée et de la conjonctive de I'eeil,
souvent causee par des infections, des allergies ou d'autres irritations.
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La couche
de Bowman

L'épithélium
cornéen

\ Membrane de

Descemet

‘J
i \ L'endothélium

cornéen

E Le stroma

cornéen

Figure 4: la structure de la cornée (Par Gary Heiting corneée)

2.1. L'épithélium :

L'épithélium cornéen est le premier niveau de cellules de la cornée. Chez le lapin
I'épithélium est d'une épaisseur de 30 a 40 pm constitué de quatre a six couches de
cellules épithéliales stratifiées non kératinisées®, maintenu ensemble par le complexe de
jonctions serrées®, cela aide a empécher la pénétration du film lacrymal ou la
pénétration d’agents pathogenes dans les couches plus profondes de la cornée. On
distingue trois catégories de cellules en fonction de leur position dans 1'épithélium, les
cellules superficielles, suprabasales et basales (Fig. 5)(Pascale, 2018).

Les deux ou trois premieres couches constituent les cellules superficielles. La
structure de ces cellules est aplatie, de forme polygonale et elles présentent de petites
prolongations cellulaires, appelées microvillosités, a leur surface finale(Jirsova, 2017).

“Les tissus épithéliaux non kératinisés : sont ceux qui ne sont pas étiquetinisés, ne s'attachent pas a
la surface de la peau ou des muqueuses et sont souvent localisés dans des zones ou une surface lisse et
humide.

°Les jonctions serrées : sont essentielles pour assurer l'intégrité et la polarité des tissus épithéliaux.
Elles bloquent le passage non sélectif des substances tout en favorisant le transport sélectif des
molécules et des ions.
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Deux a trois couches de cellules suprabasales, également connues sous le nom de
cellules ailées, se trouvent sous les cellules épithéliales superficielles. Ces cellules, moins
aplaties que les cellules superficielles. La partie la plus profonde de 1'épithélium cornéen
est constituée d'une seule couche de cellules basales cuboides.

Les cellules basales ont une fonction mitotique. Ces cellules sont d'ailleurs a I'origine des
cellules suprabasales et superficielles. Les cellules basales sont connectées a la
membrane et au stroma sous-jacent grace aux hémidesmosomes®(Pascale, 2018).

|~ Film lacrymal
|- Villosités apicales

- Glycocalyx

]

Cellules superficielles

Cellules intermédiaires

Cellules basales

X nn —
1“! L ok
| Az I embrane basale

Jonction serrée ——

S
®
L |
L
Y

Hémidesmosome

Figure 5: Schéma représentant I'épithélium cornéen (Amatu et al., 2023)

2.2. Membrane de Bowman :

La couche de Bowman est une couche de collagene spécifique qui ne se répare pas
apres une blessure. Dépourvut de cellules, sauf les axones nerveux qui s’étendent vers
’épithélium. En microscopie électronique, elle se présente sous la forme d’'un composite
feutré de fibres de collagéne strié’, orientées de facon aléatoire et dispersées dans une

®Hémidesmosomes : sont des structures cellulaires situées en jonction épithéliale, qui jouent le réle de
points d'ancrage entre les épithéliales et la membrane basale, ce qui renforce I'adhésion des épithéliales
a la membrane basale.

’Composite feutré de fibres de collagéne strié : un tissu ou les fibres de collagéne se
disposent de fagcon dense et homogene, avec une structure ordonnée ou striée.
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matrice amorphe?. La face antérieure de la couche de Bowman est entourée de la lame
dense de la membrane basale de L’épithélium, tandis que la face postérieure de la
couche de Bowman est entourée des fibres de collagéne striées du stroma sous-jacent.
(Gandhi &amp; Jain, 2015).

La couche de Bowman ne joue pas un role important dans la stabilité mécanique
de la cornée. C’est une couche acellulaire du stroma antérieur trouvée dans la cornée des
humains, de la plupart des autres primates, des poulets et de certaines autres especes
Cependant, de nombreuses autres especes, notamment le chien, le loup, le chat, le tigre
et le lion, n'ont pas de couche de Bowman (Wilson, 2023). Chez le lapin (South Kill",
Milton, New Zealand), la présence ou I'absence de la membrane de Bowman dans la
cornée est une question controversée, tandis que certaines recherches affirment sa
présence et sa visibilité, d’autre affirment son absence (Subasinghe et al., 2021),
(MARIEVE GIROUX, 2004 ; Wilson, 2023).

Aﬁcﬁffff‘"{ ‘J:,a-b

e P e

Figure 6: histologie de la cornée chez I'homme et le lapin (MARIEVE GIROUX,
2004)

» La cornée humaine (A et élargie en C) est plus épaisse et plus rigide que la cornée
de lapin (B élargie en D). Sur les agrandissements, la membrane de Bowman est
visible sous I'épithélium de la cornée humaine (C) (fleche), et absente de la
cornée de lapin (D) (MARIEVE GIROUX, 2004).

8Une matrice amorphe : 1l s'agit de I'élément gélatineux ou gelé qui occupe I'espace entre les
cellules et assure un soutien structural aux cellules qui composent cette membrane.

10
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2.3. Stroma:

Le stroma est constitué d'une matrice extracellulaire, de fibrocytes ou kératocytes et
de fibres nerveuses, représentant 90 % de 1'épaisseur de la cornée. Les cellules ne
représentent que 1 a 2% du total. Les molécules de collagéne du stroma se structurent en
fibres qui se superposent entre 250 et 300 lamelles. Les lamelles s'étendent de limbe en
limbe sans interruption(Maurice, 1957).

Environ 60 % des fibres sont orientées orthogonalement® au centre de la cornée et 40 %
obliquement (Fig. 7). A la périphérie cornéenne, ces directions orthogonales
préférentielles sont encore plus marquées et different également du stroma antérieur
(lamelles trés enlacées) au stroma postérieur (lamelle plus lache) (Anne-Sophie, 2018).

Dans le domaine microscopique, le diameétre des fibres de collagéne (de 22,5 a 35
nm) et l'espacement des fibrilles de collagene entre elles sont régulieres (57 nm en
Centro-cornéen et en moyenne jusqu'a 67 nm au niveau limbique), ce qui garantit la
transparence cornéenne.

Les kératocytes se présentent sous forme de feuillets denses entre les lamelles de
collagene, ce qui leur permet de produire des protéines structurales et régulatrices. La
cornée possede la plupart de ses caractéristiques (solidité, stabilité de forme et
transparence) grace au stroma, qui est responsable de ses diverses propriétés
anatomiques, biochimiques et biomécaniques (Anne-Sophie, 2018).

°Orthogonalement : indiquent que les fibres sont positionnées a un angle de 90 degrés par rapport au
centre cornéen, ce qui suggére qu'elles sont alignées perpendiculairement ou transversalement.

11
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épithélium—p == 58

membrane—3 _ e
de Bowman '
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de Descemet — Sram s v 2L 1.5 nm

dothélium—"" triple hélice de collagéne
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Figure 7: Microstructure du stroma cornéen observé par une microscopie électronique a
balayage.

2.4. Membrane de Descemet :
La membrane de Descemet est mince et lisse au centre de la cornée, mais devient
plus épaisse et présente des irrégularités en périphérie (Anne-Sophie, 2018).

Cette membrane est composée de deux couches qui présentent des structures
différentes. Les fibrilles de collagéne forment la couche antérieure en formant un treillis
avec des bandes a des intervalles de 110 nm. La présence de cette couche facilite la
fixation de la membrane Descemet au stroma. En microscopie électronique, la couche
postérieure sans bande est granuleuse (Fig. 8). Au fil du temps, cette couche augmente,
contrairement a la couche précédente qui cesse de se développer a la naissance (Méthot,
2023).

La membrane de Descemet contient des éléments collagéniques et d'autres non
collagéniques, dont les quatre principaux sont : les laminines, le collagene de type 1V, les
nidogenes et la perlécane.

La membrane de Descemet a un réle crucial dans la construction et I’équilibre de
la cornée, ainsi que dans la préservation de sa transparence. L’endothélium est fixé par
la membrane de Descemet a la cornée, tout en autorisant en méme temps l'entrée de
nutriments et de macromolécules dans le stroma cornéen. (De Oliveira &amp; Wilson,
2020).

12
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Y B,

E

Figure 8: L'observation de la membrane de Descemet chez le lapin adulte au
microscope électronique de transmission

* montre une couche antérieure striée, avec une petite accolade verticale et un triangle fléché.
On remarque également une couche postérieure plus épaisse et non striée, représentée par une
accolade tres élevée. La lettre "S" correspond au stroma, tandis que la lettre "E" représente
une cellule endothéliale (De Oliveira & Wilson, 2020).

2.5. Endothélium :

Sur la face interne de la cornée, on trouve lI'endothélium qui est composé d'une
seule assise cellulaire formant un pavé de cellules aplaties de forme hexagonale avec une
épaisseur de 5um (Fig. 9), (MARIEVE GIROUX, 2004).

Elles présentent des microvillosités et des pores a leur surface, tandis que leurs
parois latérales s’entrecroisent. De plus, elles sont riches en organites tels que les
mitochondries, un noyau bien développé, différentes formes de jonctions et des
ribosomes, ce qui témoigne de leur activité métabolique intense(Léah Duclos, 2023).

L'endothélium est chargé de maintenir le niveau d'hydratation de la cornée et donc sa
transparence, car le niveau d'hydratation de la cornée maintient la distance entre les
fibres de collagéne constante. En 1'absence d'endothélium, 1'eau de I'humeur aqueuse
péneétre dans la cornée et entraine un cedéme du stroma. Cette protection mécanique est
assurée par des pompes Na+/K+ et a I'anhydrase carbonique, Ce dispositif de transport
géneére un gradient qui facilite le transfert de 1'eau du stroma par osmose.(MARIEVE
GIROUX, 2004).

13
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www.gatinel.com

Figure 9: Couche endothélium cornéen, cellule endothéliale. (Photo : endothélium cornéen)

3. Physiologie de la cornée :

3.1. Le pouvoir optique :

La vision est un systeme complexe qui peut étre tres simplement comparé a un
appareil photo. La pupille située au centre de 1'eeil (orifice noir) agit comme un
diaphragme (myosis et mydriase) et le cristallin effectue la mise au point grace a son
élasticité de maniére similaire a celle d'un objectif d'appareil photo. Les images sont

projetées sur la pellicule photo, tandis que pour 1'ceil, c'est la rétine, qui se trouve au
fond de I'ceil(gilles, 2001).

Afin de percevoir, I'ceil transmet au cerveau les données lumineuses qu'il recoit.
En effet, la lumiere regue est convertie par la rétine en impulsions électriques que le
cerveau transforme en images : c'est le processus de vision (Fig. 10). Le cerveau est
donc responsable de la vision, tandis que I'ceil et ses systemes annexes sont des organes
intermédiaires qui permettent d'atteindre le résultat final : voir.

Lorsque les longueurs d'onde sont comprises entre 300 et 2500 nm, la cornée
transmet plus de 85% de la lumiere incidente. Une partie importante de la Lumiére
Incidente est perdue, principalement en raison d'un phénomene de diffusion, tandis
qu'une autre partie est réfléchie, ce qui permet d'aborder les études en microscopie
spécifique(Remington, 2012).

La cornée représente les deux niveaux du pouvoir réfractif de 1'ceil, tandis que le
cristallin représente le reste. La réfraction de la cornée est influencée par son rayon de
courbure et par l'indice réfractif des différents milieux que la lumiere traverse. La

14
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cornée a un indice de réfraction de 1,377. En moyenne, les couches antérieure et
postérieure ont des pouvoirs réfractifs de 48,6 dioptries et de -6,8 dioptries
respectivement.(Akram, 2012)

La réfraction de la cornée est la faculté de dévier la lumiere qui la traverse. Sa
courbure a une influence sur cette capacité. Une courbure plus marquée, ou une cornée
plus convexe, aura une capacité de focalisation accrue. On peut superposer le centre
optique de la cornée au centre de l'image pupillaire a travers la cornée. La partie la plus
bombée de la cornée est le vertex, qui correspond habituellement au centre
optique.(gilles, 2001)

PLAN OU L'IMAGE
EST NETTE

OBJET Rayons captés

SOURCE SYSTEME
OPTIQUE

[
1

1

1

¥

T

1
Rayons 1
réfractés |
1

1

1

1

1

1

1

1

OBJET
SOURCE

www.gatinel.com

Figure 10: le processus de vision
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3.2. Latransparence :
Le principal caractere de la cornée est la transparence, Plusieurs éléments
influencent cette fonction :

Les fibres de collagéne ont une structure spécifique, avec une distance constante
entre elles (équidistante) avec un diametre moyen, elles réfractent une partie de la
lumiere qui les traverse. Cela signifie qu'elles modifient la direction de la lumiere, En
réfractant environ la moitié de la longueur d'onde de la lumiére visible, les fibres de
collagene aident a focaliser la lumiere sur la rétine pour former des images nettes. La
transparence du stroma diminue lorsque le diametre des fibres de collagéne ou la
distance entre les fibres changent(Meek & Knupp, 2015).

Le niveau d'hydratation de la cornée influence sa clarté. En général, elle est
composée de 80% d'eau, ce qui dépend de différents éléments tels que la pompe
endothéliale, la barriere épithéliale, la pression a l'intérieur de I'ceil et celle du stroma.
Lorsqu'ils sont hydratés, les glycosaminoglycanes® du stroma, trés hydrophiles, se
repoussent les uns les autres en raison de leur charge négative, ce qui crée une pression
qui restreint I'entrée d'eau dans le stroma. Cette hydratation est influencée par une
pression de gonflement d'environ 50 mmHg et la pression intraoculaire. Quand la
pression intraoculaire augmente considérablement, a environ 50 mmHg, cela entraine
un déséquilibre de forces, ce qui entraine un cedeme(Jirsova, 2017).

Enfin, il est probable que I'absence de vascularisation et la faible densité cellulaire
jouent également un réle dans la transparence de la cornée. La transparence coréenne
peut étre altérée ou totalement perdue en raison de modifications de l'architecture
stromale causées par un processus cicatriciel (traumatisme physique, infectieux ou
maladie dégénérative (kératocone, dystrophie...), de variations de I'hydratation stromale
causées par une pathologie de la surface oculaire, un dysfonctionnement de la pompe
endothéliale ou une hyperpression(gilles, 2001).

OLes glycosaminoglycanes (GAGs) du stroma, sont des protéines qui possédent des chaines latérales
de GAGs, jouent un role essentiel dans la consolidation et I'hydratation du stroma.
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4. La différence entre la cornée d’un lapin et celle de I’humaine :

Tableau I: comparaison entre les caractéristiques de la cornée humaine et de celle du

lapin.

Cornée humaine

Cornée d’un lapin

Référence

La cornée humaine
est composée de

Les parties de la cornée
de lapin sont identiques

(Giroux, 2004)

Nombre de | cing couches a celles de la cornée

couche de | différentes: humaine, a I'exception

la cornée I'endothélium, la de la membrane de
membrane de Bowman, qui n'existe
Descemet, le pas chez le lapin
stroma, la (I'endothélium, la
membrane de membrane de
Bowman et Descemet, le stroma, et
I'épithélium. I'épithélium).

L'l::paisseur La cornée humaine La cornée du lapin est (Giroux,
est plus épaisse et plus mince et plus 2004),(des professionnels,
plus rigide, environ | souple, varie de 300 a 2021)

650-700 microns en
périphérie

400 pm

La densité

La densité du plexus

Plus grande

(Ojeda et al., 2001)

du plexus | neural stromale chez
neural I’'homme est moins
stromale que celle de lapin
La capacité
de Difficile de les inciter Ont une capacité (Pei et al., 2021)
prolifération| a proliféreretase proliférative marquée
limitée des régénérer
CEC
Diametre Le diamétre Le diamétre (Loiseau et al., 2023)
vertical et le |vertical est vertical 15 mm (Dr. Damien Gatinel, 2023)
diametre compris entre 10 | Et environ de 13,5 a
horizontal et11 mmetle 15 mm diameétres
diameétre horizontaux
horizontal
(Philippe, 2002)
Rayon de Varie 7.8 mm | Variede72a7,5cm (Dr. Damien Gatinel, 2023)
courbure
Seulement 7% Environ 25% de (Philippe, 2002)
La surface surface oculaire
oculaire
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5. Lagreffe de la cornée :

5.1. Historique :

Le concept de greffe de cornée est le premier a étre mentionné par Erasmus
Darwin en 1796 dans son Zoonomia. En 1824, Franz Reisinger invente le mot
kératoplastie et, il est le premier a concevoir chez I'homme le remplacement de la
cornée opaque par une cornée animale transparente. Les tentatives de xénogreffes
sont réitérées au 19e siecle et Richard Kissam effectue une kératoplastie humaine en
1838 a partir d'une cornée porcine. La premiere greffe lamellaire réussie a partir d'une
cornée humaine est reportée en 1886 par Von Hippel. Par ailleurs, la premiere greffe
cornéenne de pleine épaisseur est attribuée a I'ophtalmologiste allemand Edouard Zirm,
réalisée en 1906 a partir de 1'ceil énucléé d'un jeune gar¢on.(Anne-Sophie, 2018).

Toutefois, James Biger a réalisé la premiére greffe de cornée vétérinaire en 1837
sur une gazelle de compagnie.(Léah Duclos, 2023)

5.2. Techniques chirurgicales et indication des greffes de cornée :

L'intervention chirurgicale de kératoplastie est définie comme une transplantation
de cornée, elle consiste a substituer un disque central de la cornée, atteinte d’anomalie
par un disque cornéen sain du méme diametre .(Léah Duclos, 2023)

Il existe différentes techniques selon lesquelles 1'épaisseur cornéenne est
completement remplacée (kératoplastie transfixiante) ou seulement une lamelle
(kératoplastie lamellaire). Selon la couche tissulaire affectée, une kératoplastie
lamellaire peut étre antérieure (pathologies du stroma avec un endothélium sain) ou
postérieure (pathologies endothéliales avec un stroma sain).

Les principales indications des greffes de cornée observées sont, le kératocone
(déformation conique progressive de la cornée, souvent bilatérale), une dystrophie
endothéliale primitive (dystrophie de Fuchs)kératites infectieuses (y compris
herpétiques), les dystrophies endothéliales secondaires (apres chirurgie de la cataracte
des années 80, apres traumatique, apres chirurgie de myopie avec implant
intraoculaire,...) et autres dystrophies cornéennes stromale héréditaires, blessures
(plaies, briilures chimiques)(Anne-Sophie, 2018).

5.3. Conservation des greffons cornéens :

La conservation des greffons se fait au niveau des banques de cornées autorisées
qui visent principalement a la préservation et au maintien de la viabilité de la cornée, la
vérification de la qualité et de la stérilité du greffon, ainsi que la gestion des tests
sérologiques du donneur.

11Xénogreffes : sont des greffes d’organes, de tissus ou de cellules entre des individus de diverses
especes.
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Les prélevements se font par énucléation ou ils sont rigoureusement
décontaminés, puis la cornée est disséquée avec une collerette sclérale de 2 a 3
mm.(Anne-Sophie, 2018)

5.3.1. Techniques de conservation des greffons cornéens :
Il y a 4 techniques de conservation classées selon leur durée :

i)  Conservation a court terme en chambre humide et milieu M-K (2 a 4 jours),
ii) Conservation cornéenne avec milieu K-Sol

iii) Milieu a long terme, par organoculture (jusqu’a 5 semaines),

iv) Milieu a tres long terme, cryoconservation (durée illimité).

6.3.1.1. Conservation hypothermigue en chambre humide :

La premiere description de cette méthode a été faite en 1935 par Filatov en
utilisant des yeux de cadavres. Apres l'énucléation, les yeux sont posés, cornés vers le
haut dans un flacon de verre, sur une compresse remplie de sérum salée et
d'antibiotiques. Les globes sont ensuite maintenus a une température de 4°C pendant
une durée maximale de 24 heures.

Cette méthode a été employée pendant des décennies et continue d'étre utilisée dans
certains pays, mais a été principalement négligée en raison de sa conservation tres
courte en raison d'une dégradation rapide de I'endothélium. La détérioration
endothéliale est associée a 1'accumulation de déchets métaboliques aprés le déces dans
la chambre antérieure. C'est pourquoi le concept d'excision de la cornée a été
développé(Anne-Sophie, 2018).

6.3.1.2. Conservation cornéenne avec milieu de conservation :

C’est un milieu de préservation de la cornée utilisée pour le stockage réfrigéreé
des tissus donneurs, qui peut maintenir des cornées vivantes et utilisables pour une
kératoplastie pénétrante pendant au moins deux semaines(Capella et al., 1965).

Les milieux de conservations continent généralement 2,5 % de sulfate de
chondroitine dans un milieu de culture cellulaire (TC 199) avec 100 pg de gentamicine
par millilitre, et un tampon HEPES en quantités plus importantes que celles utilisées
dans le milieu modifié McCarey-Kaufman. Un tampon de bicarbonate s'est avéré
insuffisant dans les études initiales." L'osmolalité de la solution finale est d'environ 310
mOsm, et le pH est de 7,4(Kaufman et al., 1985).

6.3.1.3. Conservation cornéenne par organoculture :

La culture des organes est aujourd'hui la méthode la plus répandue de stockage
cornéen a long terme en Europe. Contrairement a d'autres approches de conservation
cornéenne a court terme, cette méthode permet la préparation de matériaux de greffe de
qualité supérieure. La technique assure la préservation de l'intégrité endothéliale et
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permet une conservation prolongée, mais la durée optimale recommandée est de 5
semaines(Szaflik et al., 2000).

L'Organoculture favorise la stimulation de l'activité métabolique cellulaire. On
maintient la cornée dans 1'étuve (air pur) a une température ambiante proche de la
température physiologique de la cornée in vivo (31 a 37°). Ces milieux comprennent une
solution nutritive (milieu essentiel minimum de Dulbecco), du sérum de veau feetal a
2%, des tampons, des antioxydants, des antibiotiques et des antifongiques, ainsi qu'un
indicateur coloré de changement de pH (rouge phénol)(Anne-Sophie, 2018).

Les défis persistants concernant la réduction de I'cedéme cornéen et I'amélioration
de la viabilité des cellules endothéliales pour garantir la transparence de la greffe n'ont
pas encore été résolus. L'application d'une quarantaine de deux semaines et
I'incorporation de pénicilline et de streptomycine ont considérablement diminué la
contamination bactérienne et fongique (Szaflik et al., 2000).

6.3.1.4. La conservation de la cornée a long terme : cryoconservation et vitrification :

En 1954, Eastcott et ses collegues ont décrit le premier succes de greffe de cornée
réalisée a partir d'une cornée congelée et préservée dans une solution d'alcool et de
carboglace apres un prétraitement dans wune solution contenant 15% de
glycérol(Eastcott et al., 1954).

Cette méthode implique la conservation de la cornée vitrifiée ou dans une
solution contenant un cryoprotecteur tel que le DMSO (diméthylsulfoxyde), le dextran
ou le CS (cryosérum), dans une cuve d'azote liquide a une température de -196 °C.

La congélation est réalisée selon un programme de descente progressive de la
température (2 °C par minute jusqu'a -14 °C, suivi d'un transfert de chaleur entrainant
une remontée en température a -9 °C, puis 3 °C par minute jusqu'a -80 °C), apres une
cryoprotection par des bains de concentration croissante en DMSO (2 %, 4 %, 6 % puis
7,5 %) et sucrose (2,5 %, 5 %, 7,5 % puis 10 %) a +4 °C. La décongélation est effectuée a
'aide d'un bain-marie et suivie d'une dilution du cryoprotecteur.

La cryoconservation peut étre employée pour préserver l'architecture du tissu
cornéen, notamment les lamelles de collagene, sans nécessairement conserver la
viabilité cellulaire. Cette méthode permet d'avoir en permanence des greffons cornéens
disponibles pour des greffes architectoniques, qui pourraient étre utilisés en cas
d'urgence(Anne-Sophie, 2018a).

Méme si des réussites ont été documentées avec cette méthode a la fois a court
terme et a long terme (jusqu'a 16 ans), Cette méthode induit une importante perte de
cellules endothéliales tant lors de la congélation que de la décongélation, et elle présente
également des défis en termes de manipulation des tissus fragiles, ce qui explique sa
faible utilisation. Les répercussions de la cryoconservation sur l'endothélium cornéen
sont significatives : elles incluent une perte cellulaire substantielle, la formation de
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cellules multinucléées, des ruptures entre 1'endothélium et la membrane de Descemet,
ainsi qu'un polymorphisme et un pléomorphisme endothélial séveres, aboutissant a une
cytolyse(Ruusuvaara, 1979).

7.

La composition des milieux de conservation :
La composition des milieux de conservation est cruciale pour assurer la viabilité

et la fonctionnalité des tissus biologiques. Chaque composant contribue a des aspects
spécifiques ;

Dextran T-500, une macromolécule rendant le milieu hyperosmolaire et
permettant ainsi de réduire I'oedéme stromale induit par la conservation(Anne-
Sophie, 2018).

Le sulfate de chondroitine, est percu comme 1'élément essentiel pour prolonger
la durée de stockage a une température de 4°C. Il est probable qu'il joue un réle
essentiel dans le systeme redox intracellulaire en tant qu'antioxydant, stabilisateur
de la membrane et facteur de croissance, il améliore considérablement la viabilité
de I'endothélium(Szaflik et al., 2000).

Les antibiotiques, par exemples La pénicilline, la gentamicine et la streptomycine
permettent une diminution significative de la contamination bactérienne et
fongique(Szaflik et al., 2000).

Tampons, tels que HEPES (acide N-hydroxyéthylpipérazine-N-éthane-sulfonique)
bicarbonate, phosphate, histidine et tryptophane été efficaces pour maintenir la
viabilité endothéliale et mieux stabiliser le pH(Wilson, 2023).

Les acides aminés, glutamique, succinique, aspartique ou a cétoglutarique sont
responsables de la production d'ATP en milieu anaérobie par la transamination
mitochondriale des acides aminés(Pradeau et al., 2008).

Les polyéthylénes glycols (PEG), protégent contre 1'cedeme cellulaire en raison
de leurs propriétés oncotiques, améliorant la tolérance immunologique du greffon
en masquant les sites antigéniques(Pradeau et al., 2008).

Les antioxydants, préservent les cellules en neutralisant les radicaux libres, les
molécules instables et en prévenant les maladies prématurées ou chroniques en
protégeant les cellules des dommages oxydatifs tel que la vitamine C, la vitamine E
et la vitamine A(Alvarez-Barrios et al., 2021).

Potentiel hydro génique (pH),Le pH doit étre compris entre 7,2 et 7,4, mais la
croissance peut se produire entre 6,6 et 7,8(Hasany & Basu, 1987).

L’osmolarité, La croissance cellulaire peut varie entre 290 et 330 mOsm
/kg(Hasany & Basu, 1987).
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Chapitre 11 : Les maladies cornéennes

1. Les maladies de la cornée :

1.1. Les Kératites interstitielles :

Les kératites interstitielles, également appelées kératites stromales, sont
caractérisée par une inflammation non ulcéreuse et non suppurative plus ou moins
vascularisée au niveau de la paroi cornéen (Fig. 11)(Creisson et al., 2004).

Elles se manifestent cliniquement par une infiltration cellulaire et une
néovascularisation du stroma sans atteinte directe de 1'épithélium et de 1'endothélium
cornéen. Ces kératites peuvent entrainer une diminution significative de 1'acuité visuelle.
Ces affections se manifestent dans le cadre d'une maladie infectieuse ou systémique et
requiérent un diagnostic précoce avec une analyse étiologique et un traitement
approprié afin d'améliorer le pronostic visuel. Pour l'instant, il est primordial de
prendre en compte une cause virale et notamment herpétique. Les deux phases de
|'atteinte sont une phase aigué inflammatoire et une phase tardive cicatricielle.

La kératite interstitielle est causée par une réponse immunitaire a des antigénes
extérieurs (bactériens, parasitaires, viraux) ou par une réponse auto-immune sans
infection active de la cornée. L'analyse microscopique révele une présence de
lymphocytes localisés ou diffuses, accompagnée d'un cedéme du stroma.

Au stade cicatriciel, selon le bilan fonctionnel, les greffes de cornée sont indiquées

(kératoplasties transfixiantes et lamellaires) (Gauthier &Delbosc, 2012).

Figure 11: Kératite interstitielle opacité stromale
centrale
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1.2. Le kératocone :

Le kératocone est une affection oculaire non inflammatoire qui se développe
lentement, se manifestant par une diminution et une saillie de la cornée. La kératocone est
souvent observé a l'adolescence et peut provoquer une distorsion significative de la
vision(Fournié et al., 2013).

L’astigmatisme irrégulier est principalement responsable de la perception
d’images fantomes (polyopie monoculaire) ; il est généralement accompagné d’une
myopie liée a l'allongement de I'axe antéropostérieur du globe. La diminution de la
vision peut étre amplifiée par la présence d’opacités au sommet du cone, principalement
due a 'amincissement et a I'étirement de la cornée, qui entraine des ruptures tissulaires
ou parfois des lésions cornéennes(Arne & Fournié, 2011).

Le diagnostic peut étre basé sur des symptomes cliniques a un stade avancé de la
maladie, que ce soit par la déformation cornéenne visible a la biomicroscopie ou par
'existence d'opacités au sommet du coéne (Fig. 12). Les techniques topographiques
permettent le diagnostic avant ces stades extrémes, en étudiant la forme des faces
antérieure et postérieure de la cornée et en mesurant ponctuellement les rayons de
courbure. Le kératocdne est généralement caractérisé par une augmentation localisée de la
courbure de la cornée, généralement dans sa moitié inférieure(Colin & Simonpoli, 2005).

Eil normal il avec kératocone

Légére Modéré Sévere

Figure 12: image représente le sommet du cone d’ceil normale
et ceil avec kératocone
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Le stade évolutif du kératocone est caractérisé par différentes classifications
basées sur l'importance de l'augmentation du rayon de courbure, l'amincissement
cornéen et la présence d'éventuelles opacités (classifications d'Amsler et de Krumeich
)(Krumeich et al., 1998).

Lors des premiers stades de l'affection, les lunettes de vue peuvent étre assez efficaces
pour compenser un astigmatisme modéré. Quand l'astigmatisme devient plus prononcé,
une intervention chirurgicale est nécessaire faisant appel a une greffe transfixiante ou
lamellaire de la cornée(Saad et al., 2020).

1.3. Dystrophie de Fuchs :

La dystrophie cornéenne endothéliale de Fuchs (FECD) est une affection de la

cornée qui altere le réle de I'endothélium, ce qui entraine des pertes de vision.(Spector,
2000).
La maladie se manifeste par une diminution rapide des cellules endothéliales et la
formation des guttatas (Fig. 13), des excroissances de matrice extracellulaire.
L'endothélium cornéen perd son intégrité, ce qui entraine des infiltrations de liquide
dans le stroma, résultant a leur tour une diminution de la transparence de la cornée. Les
origines de la FECD sont encore mal connues. Cependant, il y a des preuves d'un lien
entre les mitochondries et le stress oxydatif.(Shoham et al., 2008a)

La dystrophie endothéliale de Fuchs (FECD) se divise en quatre stades cliniques
distincts :

Stade 1 : Bien qu'initialement sans symptdmes, ce stade se caractérise par l'apparition
de guttata et un épaississement de la membrane de Descemet.

Stade 2 : A ce stade, une perte de vision sans douleur se manifeste, s'aggravant souvent
au réveil. Des altérations dans la taille et la forme des cellules sont également observées
en raison d'une diminution de leur densité.

Stade 3 : La perte de cellules progresse, entrainant une défaillance de la fonction
barriere et de pompage. Cela conduit a des cedéemes importants, aggravant la perte de
vision. Ces cedémes entrainent également la formation de bulles ou vésicules cornéennes
sur I'épithélium cornéen, provoquant des douleurs lorsqu'elles éclatent.

Stade 4 : Malgré une aggravation continue de la perte de vision, la douleur diminue
progressivement car les bulles sont remplacées par du tissu cicatriciel a I'épithélium. De
plus, une vascularisation de l'endothélium peut étre observée. La transplantation de
cornée est le seul traitement curatif pour la FECD(Méthot, 2023).
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Cellules Cellules
endothéliales endothéliales
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de cornée

www.ophta-paris.com

Figure 13: Schéma d’une cornée normale (gauche) et d’une dystrophie de Fuchs
décompensée avec un cedéme de cornée (droite). (« Combined
Cataract/DSEK/DMEK », 2017)

2. Examinassions de la cornée :

2.1. Lalampe a fente :

La lampe a fente se compose de deux éléments principaux : la biomicroscopie, qui est
un microscope binoculaire offrant des agrandissements jusqu'a x40 ou méme %80, et la source
lumineuse, munie d'une fente ajustable en taille (en largeur et en hauteur) et de filtres
généralement utilisés avec des colorants(Lachkar, 2007).

L'examen de la cornée a la lampe a fente se déroule selon deux modes d'éclairage :
direct et indirect. En mode direct, un faisceau lumineux éclaire directement la zone examinée,
d'abord de maniére diffuse sur toute la cornée puis de fagon concentrée sur une zone
spécifique. En revanche, le mode indirect projette le faisceau
lumineux sur une surface secondaire (comme l'iris ou le
cristallin), qui réfléchit ensuite la lumiére vers la zone a
examiner, ou sur une zone adjacente, la lumiére se diffusant
ensuite a travers le tissu jusqu'a la région examinée. Ce mode
permet de mesurer la profondeur des tissus, de détecter
d'éventuelles anomalies et d'observer les variations
d'épaisseur de la cornée, facilitant ainsi I'analyse des
différentes couches cornéennes. Un fort grossissement offre
méme la possibilité d'observer les cellules
endothéliales(Chiambaretta et al., 2004). Figure 14: la lampe a fente
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2.2. Latopographie cornéenne :

La topographie cornéenne est examinée a l'aide de
la vidéokératoscopie, une technique informatique évoluée
de la photokératoscopie a disque de Placido
(Chiambaretta et al., 2004).

Cette procédure permet d'évaluer et d'analyser la
structure de la cornée. Son principe repose sur la
projection et I'analyse d'un faisceau lumineux réfléchi
directement sur la cornée ou balayant sa surface, ce qui
permet d'étudier en détail son relief et sa
courbure(Ghemame et al., 2019).

2.3. Pachymetrie :

Figure 15: la topogr

aphie

La pachymétrie, qui désigne la mesure de I'épaisseur cornéenne, représente un
indicateur critique de I'état physiologique de ce tissu, étant donné qu'elle est tributaire du bon
fonctionnement des cellules endothéliales. Les méthodes pour mesurer I'épaisseur cornéenne
sont diverses. La pachymétrie automatisée peut étre réalisée a lI'aide d'une sonde a ultrasons
ou dun OCT (Optical CoherenceTomography = tomographie a cohérence optique) du

segment antérieur.(Ghemame et al., 2019).

Figure 16: la pachymétrie
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2.4. Microscope spéculaire :

La microscopie spéculaire est actuellement la méthode privilégiée pour examiner
I'endothélium cornéen. Cette technique implique lI'analyse des cellules endothéliales a travers
la lumiére réfléchie par celles-ci. Elle offre une évaluation qualitative et quantitative de
I'endothélium, pouvant étre utilisée a des fins diagnostiques, prédictives ou de suivi(Alice,
2014).

Figure 17: le microscope spéculaire
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Chapitre III : effet du stress oxydatif sur la cornée

1. Meécanismes du stress oxydatif sur la cornée :

Toutes les structures de 1'eeil sont touchées par le stress oxydatif, notamment ses
barrieres naturelles antioxydants constituées par la cornée et la sclere antérieure, le
cristallin et la rétine(Alvarez-Barrios et al., 2021).

Le stress oxydatif est présent dans la cornée en raison de I'exposition a la lumiere,
qui constitue une importante source d'espéeces réactives de I'oxygeéne (ROS). De plus, les
cellules endothéliales cornéennes (CCE) sont riches en mitochondries, qui représentent
une source potentielle de production de superoxyde. L'oxydation des lipides
mitochondriaux, des protéines et de I'ADN mitochondrial peut entrainer des l1ésions
cellulaires. Ces caractéristiques rendent l'endothélium cornéen particulierement
sensible au stress oxydatif(Liu et al., 2011).

1.1. Définition :

Le stress oxydatif désigne une altération cellulaire induite par des niveaux
d’oxydations tres élevés, causée soit par une production excessive de radicaux libres,
soit par une diminution de la capacité de défense antioxydante (V.POITOUT, 2008) Le
stress oxydatif est donc défini comme une perturbation de 1'équilibre entre les oxydants
et les antioxydants en faveur des premiers(Burton & Jauniaux, 2011).

1.2. Implication physiologique des radicaux libre :

Ces dernieres années, une explosion de connaissances a mis en évidence le role des
radicaux libres et du stress oxydatif dans pratiquement tous les aspects de la biologie et
de la médecine, le stress oxydatif est non seulement reconnu comme une voie commune
cruciale conduisant au dysfonctionnement de la cellule menant jusqu’a sa mort, mais
également comme une cible importante pour l'intervention thérapeutique. La cornée en
raison de son exposition aux rayons UV et a une tension d'oxygene élevée, nécessite des
défenses antioxydantes solides pour maintenir son intégrité(Shoham et al., 2008b).

1.3. Les facteurs déclencheurs du stress oxydatif et types de ROS :

La production de radicaux libres est favorisée par la formation de diverses
especes réactives de l'oxygene (ROS), telles que L'anion superoxyde O:2-, le peroxyde
d'hydrogene (H202) et les radicaux hydroxyles (HO), qui sont responsables du stress
oxydatif. Ces radicaux libres qui contiennent de l'oxygene sont issus du métabolisme
normal de l'oxygene et jouent un role crucial dans la signalisation cellulaire et
I'équilibre(Alvarez-Barrios et al., 2021).

Lors de la conservation in vitro des tissus, comme la cornée du lapin, la
production d'espéces réactives de 1'oxygene (ROS) est causée par des sources telles que
les mitochondries, certaines enzymes (NADPH oxydase, xanthine oxydase, cytochrome
P450) et des réactions chimiques non enzymatiques. Ce stress oxydatif résulte d'un
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déséquilibre entre la production de ROS et les défenses antioxydants, entrainant des
dommages a I'ADN, la peroxydation des lipides, la dénaturation des protéines et la mort
cellulaire. Pour atténuer ces effets, I'ajout d'antioxydants (comme les vitamines C et E),
|'optimisation des conditions de conservation et la supplémentation en nutriments sont
des stratégies efficaces. (Organisciak & Vaughan, 2010)

Les sources externes de radicaux libres (ROS) incluent I'exposition aux rayons UV,
les infections virales, les substances chimiques agressives et la prise de médicaments.
Les rayons UV, qui sont I'un des principaux activateurs de la production de ROS dans la
cornée et qui provoquent des dommages oxydatifs importante, sont constitués d'un
spectre de longueurs d'onde variées. Bien que la cornée absorbe les rayons UVC et la
plupart des UVB(Alvarez-Barrios et al., 2021).

1.3.1. L'anion superoxyde Oz2-:

L’anion superoxyde (0,.) est un oxygene réduit et est le précurseur de la plupart des
autres ROS(Méthot, 2023).Le superoxyde (02) est le radical oxygéné le plus courant, les
mitochondries en étant la principale source. Le transfert d'électrons via les enzymes
respiratoires est inefficace et le transfert d'électrons sur l'oxygene moléculaire, en
particulier les complexes I et IIl, conduit a la formation d'O2. Dans des conditions
normales, 2 % de l'oxygene est converti en Oz dans les mitochondries, 1’02 étant
imperméable a la membrane(Burton & Jauniaux, 2011).

Oz2+e- —— —* 02

Les antioxydants, qui sont des systemes de défense, régulent la dégradation de
ces radicaux en fonction du taux de radicaux présents. La production des radicaux
superoxydes est donc contrdlée par des métalloenzymes, les superoxydes dismutases
(SOD), qui sont responsables de leur transformation en peroxyde d'hydrogene,
H202(Migdal & Serres, 2011).

1.3.2. Le peroxyde d'hydrogéne (Hz202) :

Le peroxyde d'hydrogene (H20:z), également appelé eau oxygénée ou dioxyde de
dihydrogene, est hautement soluble dans l'eau et peut facilement traverser les
membranes biologiques. Cela peut entrainer la dégradation des protéines, la libération
de Fe3+, I'oxydation de I'ADN, I'oxydation des lipides et I'inactivation des enzymes. Bien
qu'il soit impliqué dans la signalisation intra et intercellulaire, a des concentrations
élevées, il devient toxique en raison de la production de radicaux libres oxygénés (ROS).
La formation de H202 se produit par des réactions de Fenton avec des ions
métalliques(Wadman &Candeias, 1996).

202" + 2H* > H202 + 02
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1.3.3. Le radical hydroxyle (HO) :

Le radical hydroxyle (°OH) est extrémement réactif, il se produit soit par la
dégradation du peroxyde d'hydrogene en présence de métaux de transition sous leur
forme réduite soit selon la réaction dite Haber. Le fer peut également catalyser la
transformation de l'anion superoxyde en présence de peroxyde d'hydrogene avec
production de radical hydroxyle. Le radical hydroxyle (Ho-) joue un réle initiateur dans
I'auto-oxydation lipidique (Martinez-Cayuela, 1995).

Fe
02-+ H202 —— 02 +OH + OH- (Réaction de Haber-Weiss).

1.4. Les implications du stress oxydatif dans les dommages cellulaires :

Un déséquilibre entre la production d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et la
capacité des systémes antioxydants entraine un stress oxydatif conduisant aux
dommages cellulaires, tels que la peroxydation lipidique des membranes, des
modifications oxydatives au niveau des protéines et la fragmentation d'ADN.( Cejka
&Cejkova, 2015).

1.4.1. La peroxydation lipidique des membranes :

Durant le stress oxydatif, les espéces réactives de l'oxygene peuvent également
endommager les lipides, en particulier les acides gras polyinsaturés présents dans les
phospholipides des membranes. Les effets de la peroxydation lipidique sont variés, allant de
la réorganisation et de l'agglomération des phospholipides a la réduction de la fluidité
membranaire, pouvant méme conduire a la dissolution des compartiments cellulaires(Perez
Martinez et al., 2000).

1.4.2. La modification oxydative au niveau des protéines :

Lorsqu'il y a du stress oxydatif, les protéines peuvent changer a cause des métaux
de transition ou des radicaux libres. Les especes réactives de 1'oxygene (ERO) peuvent
endommager diverses parties des protéines, y compris leurs groupes
sulfhydryles!?(Lapointe et al., 2005).

Les tyrosines, qui font partie des protéines, peuvent aussi étre affectées par les
especes réactives de 1'oxygene. De plus, quand une protéine est attaquée par ces especes,
on observe souvent la formation de dérivés carbonylés. C'est pourquoi ces derniers sont
souvent utilisés pour évaluer l'impact des especes réactives de l'oxygene sur les
protéines(Emond et al., 2004). L'oxydation des protéines peut causer plusieurs

12 Les groupes sulfhydryles sont des groupements fonctionnels présents dans les molécules organiques, en
particulier les protéines. Ces groupes consistent en un atome de soufre lié a un atome d'hydrogéne (-SH) et
sont souvent désignés sous le nom de groupes thiol. Les groupes sulfhydryles sont importants car ils peuvent
former des liaisons covalentes avec d'autres groupes sulfhydryles, ce qui contribue a stabiliser la structure des
protéines en formant des ponts disulfures
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dysfonctionnements, tels que la formation de ponts disulfures supplémentaires, des
altérations dans l'activité enzymatique, et des perturbations dans le processus de
transport a travers les membranes(Jablonka-Shariff & Olson, 2000).

Cependant, 1l'oxydation des acides aminés des protéines est habituellement
causée par le radical hydroxyle, bien qu'elle puisse aussi étre induite par le peroxyde
d'hydrogene (H202). Ces altérations peuvent affecter soit la chaine principale de carbone
soit les chaines latérales des acides aminés, ce qui peut entrainer la déformation de la
structure et/ou de la fonction d'une protéine(Berlett & Stadtman, 1997).

1.4.3. Lafragmentation d"ADN :

La plus par des dommages causés par le stress au niveau de I'ADN concernant les
espéces réactives de 1'oxygene. Elles peuvent lui induire de nombreuses modifications
covalentes telles que des 1ésions aux bases nucléotidiques (purines et pyrimidines), des
cassures de brins, des pontages (cross-links) inter et intra brin(Sorg, 2004)

2. Le systéme antioxydant :

Afin d'éviter les dommages du stress oxydatif, la cellule dispose d'un systeme de
protection antioxydant. On définit les antioxydants comme une substance qui, a une
concentration faible, retarde ou empéche 1'oxydation d'un substrat(Méthot, 2023)Toutes
les cellules possédent un systéme de défense antioxydant varié, comprenant des
molécules enzymatiques et non enzymatiques(Alvarez-Barrios et al., 2021).

2.1. Antioxydant enzymatique :
Les antioxydants enzymatiques sont classés en trois grandes catégories: le
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et le glutathion peroxydase(Méthot, 2023).

2.1.1. Le superoxyde dismutase (SOD) :

Le superoxyde dismutase (SOD) favorise la transformation de 1'anion superoxyde
(O2-) en peroxyde d'hydrogene radicalaire (H202), qui présente une influence réduite. La
SOD est le seul antioxydant capable de réagir avec l'anion superoxyde, ce qui en fait
I'antioxydant primaire le plus important dans le systeme de défense antioxydant de la
cornée. Trois isoformes de SOD sont présentes chez I'homme, ont été identifiées dans
I'épithélium, le stroma et I'endothélium cornéens: SOD1, SOD2 et SOD3, qui se
différencient par leur localisation (SOD1 dans le cytosol, SOD2 dans les mitochondries et
SOD3 dans l'espace extracellulaire) et leurs cofacteurs (SOD1 et SOD3 utilisent le cuivre
et le zinc, SOD2 le manganése)(Alvarez-Barrios et al., 2021).

2.1.2. La catalase :

Ce sont principalement des enzymes présentes dans les peroxysomes qui
catalysent la dismutation du peroxyde d'hydrogene en eau (H20) et en oxygene
(O2).(Birben et al., 2012)
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La catalase est une enzyme contenant du fer que l'on trouve dans les
peroxysomes et les globules rouges. Chez les humains, la catalase est composée de
quatre parties. Chaque partie a un groupe spécial contenant du fer dans son centre actif,
qui est dans un état appelé Fe*3. Son role est de décomposer le peroxyde d'hydrogene,
une substance potentiellement dangereuse car elle peut produire facilement des
radicaux hydroxyles lorsqu'il y a des traces de fer autour. La catalase, ainsi que la GSH-
Px, sont importantes dans la défense contre les espéces réactives de 1'oxygene (ROS) en
aidant a transformer le peroxyde d’hydrogene (H202) en eau (H20).(Xu et al., 2022).

2.1.3. Le glutathion peroxydase :

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine catalyse la méme réaction
que CAT, réduisant H202 en H20, en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme
donneur d'électrons.(Cabrera & Chihuailaf, 2011).

GPX présente huit formes différentes, comprenant cinq sélénoprotéines (GPX1-4
et GPX6). Les trois enzymes qui sont autonomes du sélénium sont influencées par la
chimie des thiols, avec GPX1 étant la plus présente et la plus abondante(Lei et al., 2016).

Dans la surface oculaire, six isoformes de GPX sont présentes, dont GPX1 et GPX4
sont plus présentes que GPX3 dans la sclérotique. En analysant I'expression de GPX et de
CAT dans I'ceil, il apparait que GPX, plutét que CAT, peut principalement décomposer les
antioxydants H202 dans la cornée et la sclére(Alvarez-Barrios et al., 2021).

2.2. Antioxydant non enzymatique :

Les défenses non enzymatiques sont présentes également au niveau de la cellule,
parmi ces antioxydants, 1'ascorbate (vitamine C) et 'a-tocophérol (vitamine E), connus
pour leur puissant pouvoir antioxydant. I'ascorbate étant nécessaire pour restituer 1'a-
tocophérol, ces deux composés agissent en synergie(Burton & Jauniaux, 2011).

2.2.1. Vitamine E (a-tocophérol) :

En 1922, Evans et Bishop ont découvert la vitamine E et depuis des décennies, on
étudie ses nombreuses fonctions physiologiques, y compris ses propriétés
antioxydantes. L'importance de la vitamine E parmi les lipides solubles réside dans sa
capacité a se déplacer de maniere efficace a travers les membranes cellulaires et a se
localiser dans les zones riches en graisses de l'organisme, telles que les membranes
cellulaires et les tissus adipeux. Grace a cette position, il est en mesure de préserver les
lipides de 1'oxydation, ce qui est essentiel pour préserver l'intégrité des membranes
cellulaires et prévenir les dommages oxydatifs dans I'ensemble de
'organisme.(Miyazawa et al., 2019)

La vitamine E (alpha-tocophérol) joue un réle essentiel en tant qu'antioxydant
protecteur des membranes dans tous les tissus, elle est percue comme la premiere
barriere de protection contre la peroxydation lipidique et les radicaux
oxygénés(Bilgihan et al., 2000).
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Il est rapporté que la présence de vitamines E permet de préserver les cellules
endothéliales contre les agressions du stress oxydatif (Serra et al., 2014). Elle agit in vivo
et in vitro en neutralisant les radicaux libres.(Goudable & Favier, 1997).

CH, Alpha tocopherol

HO CH, CH, CH,

C29H5002

@

Figure 18: Formule chimique de la Molécule d'alpha tocophérol (vitamine E).

2.2.2. Vitamine C (Acide ascorbique) :

La vitamine C, également connue sous le nom d'acide ascorbique, est une vitamine
soluble dans l'eau essentielle dans diverses réactions métaboliques, la synthése du
collagéne, la réponse immunitaire aux infections, favorisant la guérison et facilitant
|'assimilation alimentaire. Présente sous forme réduite d'acide ascorbique, et sous forme
oxydée d'acide ascorbique, qui permet la libération d'électrons et joue un rdle dans
diverses réactions oxydatives(Buxeraud & Faure, 2021).

La vitamine C est un antioxydant puissant qui protege contre différentes affections,
incluant les déséquilibres oxydatifs provoqués par diverses raisons dans la cornée.
(Gujral et al., 2020)

La vitamine C a un effet protecteur dans la réparation des lésions cornéennes et
elle joue un role essentiel dans le bon fonctionnement de 1'épithélium cornéen (Chen et
al., 2017). Le mécanisme de transport actif de la vitamine C dans la cornée est le SVCT
(sodium vitamine C transport) qui permet de la transporter du plasma vers I'humeur
aqueuse, en passant par l'iris et le corps ciliaire. Serra et al. Ont démontrés le role
protecteur de la vitamine C avec d'autres antioxydants (A, E) sur les cellules
endothéliales de la cornée contre les dommages oxydatifs causé essentiellement par le
fer qui peut agir comme un catalyseur de réactions produisant des espéces réactives de
I'oxygene (ROS) .(Serra et al., 2014).
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Figure 19: Structure chimique de la vitamine C (acide ascorbique C6H806).

2.3.La synergie entre la vitamine E et la vitamine C :

La synergie entre la vitamine E et la vitamine C repose sur leurs roles
complémentaires en tant qu'antioxydants. La vitamine E, un antioxydant liposoluble,
protege les membranes cellulaires des dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux
libres, tandis que la vitamine C, un antioxydant hydrosoluble, neutralise les radicaux
libres dans les milieux aqueux et joue un role crucial dans la synthese du collagéne. Une
des principales synergies est la capacité de la vitamine C a régénérer la vitamine E
oxydée, prolongeant ainsi son efficacité antioxydante. Ensemble, elles offrent une
protection renforcée contre les dommages oxydatifs et aident a réduire I'inflammation,
assurant ainsi une couverture antioxydante plus complete et bénéfique pour la santé.

(Strain&Mulholland, 1992)

LOO Vit EX Vit C : Er GSSG :E E:r
LOOH XVK E Vit C GSH

Figure 20: la synergie entre vitamine E et vitamine C

NADP*
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3. Solubilisation de la vitamine E par le polyéethylene
glycol « PEG » :

Le polyéthylene glycol, est un polymere linéaire composé d'oxyde d'éthylene avec
une finition hydroxyle. Les chalnes les plus longues sont également connues sous le nom
d'oxyde de polyéthylene (Fig. 18).: HO-(CH,CH,0) CH,-CH,-OH.

Le poids moléculaire de cette molécule varie en fonction du nombre de groupes
d'oxyde d'éthylene. En général, on trouve du PEG commercialisé avec des poids
moléculaires variant de 200 a 35 000daltons.

Le PEG est une substance synthétique, non toxique et non immunogene?®, qui est
actuellement utilisée dans de multiples domaines, tels que les industries
agroalimentaires, biologiques et pharmaceutiques(Giraud et al., 2014). Sa polarité
élevée accroit sa capacité a étre hydrophile et a interagir avec les médicaments
hydrophobes, ce qui est une caractéristique essentielle pour la solubilisation. Il est donc
extrémement soluble dans différents solvants organiques et inorganiques (D’souza
&Shegokar, 2016).

Polyethylene glycol

S S

HO-(CH;CH;0)-H

Adobe Stock | #423431356

Figure 21: la structure chimique du polyéthyléne glycol (PEG)

BLes immunogénes peuvent étre des agents infectieux tels que les bactéries, les virus, les parasites, mais aussi
des substances non infectieuses telles que les protéines étrangéres, les toxines, les allergenes, etc. En
déclenchant une réponse immunitaire, les immunogénes activent le systeme immunitaire de I'organisme pour
reconnaitre et éliminer la substance étrangére ou potentiellement nocive.
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1. Collecte du la cornée :

1.1. Matériel de collecte :

1.1.1. Matériel biologique :
Nous avons réalisé notre étude en analysant la cornée de 06 lapins qui pesent entre 2
a 4 Kg. Les tétes de lapin proviennent d'un cuniculiculteur installé a Aokas. Le délai
entre le sacrifice des lapins et I'utilisation des cornées n'a pas dépassé 2 heures (Fig.
22).

Figure 22: Téte frais d'un lapin (photo personnelle)

1.1.2. Matériel technique :

e Seringues e Sonicateur
e (Gants e Agitateur
e Papier Aluminium e Boite de pétrie

e Papier absorbant

e Trousse de dissection
e Alcool chirurgical

e Flacons en verre de 50 ml
e Balance

e Embouts

e Tubes secs

e Barreaux magnétiques
e Rotavapeur

e Centrifugeuse

e Spectrophotometre

e Bain marine 95°C
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2. Techniques de prélévements de la cornée :

2.1.Prélevement de la cornée (kératectomie) (Fig. 23) :

a)

b)

g)

h)

Réaliser une incision au niveau des paupiéres a l'aide d'un bistouri. Cette
procédure est effectuée pour ouvrir et élargir 1'espace autour des yeux, ce qui
permet une manipulation plus facile et libre,

Procéder a 'excision de la caroncule de 'ceil a I'aide d'un ciseau, en veillant a ne
pas toucher la cornée.

Réaliser une perforation de la scleére a une distance de 3 mm de la cornée a l'aide
d'un bistouri,

Hydrater réguliérement la cornée avec une solution de NaCl a I'aide d'une seringue
afin de prévenir sa sécheresse,

Pratiquer une découpe précise de la sclere a l'aide de ciseaux, en évitant tout
contact avec la cornée,

Déposer la cornée dans une boite de Pétri contenant une solution de NaCl.

A T'aide d'une pince chirurgicale, retirer l'iris et le corps vitré, puis rincer
soigneusement la cornée avec une solution de NaCl pour éliminer les poils de lapin.

Immerger directement la cornée dans un flacon en verre de 20 ml contenant un
milieu de conservation.
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Figure 23: techniques de prélévement de la cornée (photos personnelle)

2.3.Prelevement de globe oculaire (inoculation) : (Fig. 24) :
Les étapes A, B, C, et D de la kératectomie sont répétés pour libérer de 'espace et
de garder I'hydratation de I'ceil afin de procéder a I’énucléation

E. Procéder a la transection du nerf optique, séparant ainsi les connexions
nerveuses entre |'ceil et le cerveau,

F. Récupérer le globe oculaire dans une boite de Pétri imbibée d'une solution
saline de chlorure de sodium, dans le but de le rincer soigneusement et
d'éliminer les éventuels résidus de poils de lapin,

G. Enfin, submerger le globe oculaire directement dans un flacon en verre de 50 ml
contenant un milieu de conservation.
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Figure 24:techniques de prélevement de globe oculaire (photos personnelle)

3. Préparation de la dispersion vitamine E- PolyEthyléne Glycol
(Fig. 25) :
Pour cette association, nous avons suivi une proportion de 10% de vitamine E

pour 90% de PEG6000. Nous avons utilisé donc 0, 4 g de vitamine E et 3,6 g de PEG6000
dans 100 ml d'éthanol pur.

Dans un bécher recouvert d'aluminium pour éviter la photo-dégradation, nous
avons mélangé le PEG et la vitamine E avec de I'éthanol. Nous avons ensuite laissé le
mélange sous agitation pendant 2h jusqu'a ce que la solution soit homogene.

» Evaporation:

o Transférer le mélange PEG-vitamine E dans un ballon.

o Placer le ballon contenant le mélange sur le support du rota-vapeur,

o Régler les parametres du rota-vapeur, tels que la température a 45° C, une
rotation du ballon adéquate et une pression a 1024 mbar,

o Attendre jusqu'a évaporation totale de I’'éthanol et que le complexe PEG-
vit E soit completement sec,
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o Gratter soigneusement les parois intérieures du ballon pour récupérer le
complexe PEG-vit E sous forme de cristaux.

Figure 25: complexation PEG-VitE par rotavapeur (photo personnelle)

4. Préparation des milieux de conservation :

4.1. Préparation de milieu de base :
Pour préparer la solution tampon, dans une fiole de 500 ml, mesurer avec précision les
quantités nécessaires des réactifs suivants :

» Acide citrique=69 g

» Fructose = 5g

» Hydroxymethyl aminomethane (Tris) =12,1 g
» Eau distillée

Figure 26: Mesure des réactifs nécessaire pour le milieu de base (photos personnelles)
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a) Ajouter les réactifs mesurés dans une fiole jaugée de500 ml, ajouter une quantité
d’eau distillée en agitant jusqu'a dissolution complete de la solution, enlever le
barreau magnétique et ajuster au trait de juge avec de I’eau distillée.

b) S’assurer du le pH de la solution en utilisant un pH-meétre (ph=7,02).

c) Verser la solution tampon dans un flacon propre et la conserver dans des
conditions adaptées pour une utilisation ultérieure (T= 2° a 8°).

Figure 27: Prendre la valeur du pH

4.2. Préparation du milieu de traitements (milieu de base + vitamine E-
PEG + vitamine C) :

Pour préparer la solution de traitement de 250 ml de tris, mesurer avec précision
la quantité nécessaire des produits suivants :

» Vitamine E+PEG = 0,5g
» Vitamine C= 0,025g
> Tris =250 ml

e Dans une fiole jaugée de 250 ml, ajouter les réactifs mesurés et compléter le

volume avec le milieu de base préalablement préparé.
e Laisser le mélange sous agitation jusqu'a ce que la solution soit homogeéne.
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5. Laconservation de la cornée :

Juste apres la collecte de la cornée ou du globe oculaire, les échantillons sont
conservés dans les deux solutions de conservation, milieu de base avec et sans
traitement (PEG-VitE+VitC) (Fig. 28). Ces échantillons sont conservés pendant 4 jours
a une température de 4°C.

Figure 28: conservation des globes oculaire (A) et des cornées (B) dans les milieux de
conservation avec et sans traitement

6. Examen de la cornée :

6.1. Examen macroscopique :
Pour examiner la transparence de la cornée avant et apres la conservation, on a
utilisé une échelle d'opacité a 3 niveaux pour évaluer le degré d'opacité. Les
niveaux d’opacité sont les suivants :

Tableau II: I'échelle d'opacité

Niveau Degré d’opacité

1/3 Transparence totale
2/3 Légere opacité

3/3 Opaque

6.2.Examens cliniques :

Apres conservation a 4°C pendant quatre jours, 'examen clinique de la cornée est
effectué en utilisant différentes méthodes microscopiques, dont: la lampe a fente, la
topographie, la pachymétrie et le microscope spéculaire.

Pour se faire, Le globe oculaire était soigneusement fixé sur une plaque a fond
noir a l'aide d'épingles, placées délicatement sur les muscles oculomoteurs. Cette
fixation a été réalisée avec une grande précision afin de préserver l'intégrité structurelle,
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évitant ainsi toute déformation de la cornée et de garantir une observation précise et un
examen fiable.

Figure 29: test microscopique de la cornée avec microscopie spéculaire

7. La peroxydation lipidique :

L’objectif de ce test est de calculer la concentration des malondialdéhydes (MDA)
qui se trouvent dans les tissus cornéens et ceci apres lavage, découpage et centrifugation
de chaque échantillon.

7.1. La préparation de la solution TTH :
Une solution HCL (N=0,25) est préparé en mélangeant 4.41 ml de HCL (37%) a
95,59 ml d’eau distillé dans une éprouvette de 100 ml.

Dans une fiole jaugée de 100 ml, on met 0,375 g de TBA et 15 g TCA et on
complete avec la solution HCL (N=0,25), la préparation est ensuite mise en agitation
pendant 5 minutes. La solution TTH est conservée a -20°C dans des tubes de 10
ml(JOHN A. BUEG, 1978).

7.2. Méthode de dosage des malondialdehydes :
a. Apres analyse a l'aide de diverses techniques micro et macroscopiques, la cornée
est retirée du globe oculaire, puis lavée avec une solution physiologique.

b. Apres découpage de la cornée dans une boite de pétri, les petits morceaux sont
récupérés dans un Eppendorf et remet en suspension avec 1ml d’eau distillée.
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c. Les échantillons subissent une sonication pour la lyse cellulaire en immergeant la
sonde du sonicateur dans la suspension. Réglée a une amplitude de 20 kHz, la
sonication est répétée six fois dans un récipient de glace durant 15 secondes,
avec des intervalles de 30 secondes.

d. Soumettre les Eppendorf a une centrifugation de1l0 000 tr/min pendant 5
minutes.

e. Apres la centrifugation, récupérer le surnageant avec une micropipette et le
transférer dans des tubes en verre. Ajouter 2 ml de TTH a chaque échantillon,
puis incuber a 95°C pendant 60 minutes pour induire la libération des MDA
(malondialdéhyde).

f. Apres 60 minutes d’incubation les tubes sont placés dans un bain d'eau glacée
pendant 5 a 10 minutes. Cela permet d'interrompre rapidement toute réaction
chimique et de stabiliser les échantillons pour les analyses ultérieures.

g. Une coloration rosatre a jaunatre est observée.
h. Les échantillons sont centrifugés a 10 000 tr/min pendant 5 minutes, puis le
surnageant est récupéré dans des tubes secs. La teneur en malondialdéhyde

(MDA) est ensuite mesurée par spectrophotométrie a une longueur d'onde de
532 nm.
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Figure 30: les différentes étapes du test TBARS pour I’évaluation de la peroxydation lipidique de la
cornée
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8. Coupe histologique :

Apres 4 jours de conservation de la cornée, nous avons procéder a la coupe

histologique en suivant les étapes suivantes :

A.

Dissection de la cornée : diviser chaque cornée provenant de chaque milieu en
deux, puis déposer les fragments dans des cassettes avec une orientation
horizontalement pour la premiere moitié et verticalement pour la deuxieme.
Fixation : Les cassettes sont immergées dans un fixateur (le formol dilue a
10%), pour préserver la structure de la cornée et prévenir sa dégradation. La
fixation rigidifie également le tissu, ce qui facilite sa manipulation.
Déshydratation : La cornée est déshydratée en le passant dans une bain de
formol, série croissante de six bains d'alcool, trois bains de xyléne et deux bains
de paraffine cireux, via un appareil appelé automate de déshydratation.
L’enrobage : Une fois déshydratée, la cornée est immergée dans de la paraffine
fondue. Cette saturation rend la cornée rigide et facile a découper en sections
minces.

Gélification : Les blocs de paraffine contenant la cornée sont laissés a gélifier
completement au congélateur. La gélification rend la paraffine solide et stabilise
le tissu imprégné.

Microtomie : Ensuite, a 1'aide d'un microtome, des coupes fines (généralement
de l'ordre de quelques micrometres d'épaisseur) sont réalisées sur le bloc de
paraffine. Ces coupes sont ensuite étalées sur des lames de verre.

Etuve : Les lames de verre avec les sections de tissu sont placées dans une étuve
(four de séchage) a une température modérée, généralement autour de 90°C,
pendant environ une heure. C’est une étape essentielle pour garantir la qualité et
la stabilité des coupes histologiques avant les étapes de coloration.

Coloration : Apreés une heure de séchage, les coupes sont prétes pour la
coloration avec des colorants histologiques, tels que I'hématoxyline (4 minutes)
et 1'éosine (3 minutes), en les ringant a l'eau entre chaque application de
colorant. Cette coloration permet de visualiser les différentes structures
cellulaires et tissulaires sous le microscope.

Montage : Avant de passer au montage, les lames de verre contenant les coupes
de cornée sont remises en étuve pendant 20 minutes. Ensuite, sous la hotte de
travail, les lames sont recouvertes d'une lamelle de verre et fixées avec un milieu
de montage (Eukitt) pour protéger les échantillons et les préparer a
|'observation microscopique.
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['eosine

Figure 31: Les étapes de la confection des coupes histologique de la cornée

9. Etudes statistique :
Nous avons utilisé le logiciel de traitement des données « Stat-View 5.0. Abacus
Concepts Inc., Berkeley, CA, USA » afin d'analyser et de discuter les résultats relatifs a
|'épaisseur et a la concentration de MDA (malondialdéhyde) de la cornée.
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Résultats :

1. Examen macroscopique :

/

59

Figure 32: L'observation macroscopique de lI'opacité de la cornée apres la
conservation dans deux milieux différents

»  Pour évaluer le degré d'opacité, nous avons utilisé une échelle a 5 niveaux. Voici les
niveaux d'opacité obtenus pour ces résultats :

Tableau III: Le degré d'opacité de la cornée apres la conservation.

Milieu de base (tris) Milieu de base + vitE/C
(MB) (Traitement)
Lapin 1 3/3 2/3
Lapin 2 3/3 2/3
Lapin 3 3/3 2/3
Lapin 4 3/3 2/3
Lapin 5 2/3 3/3
Lapin 6 2/3 3/3

On observe que les quatre premieres cornées présentent le méme niveau
d'opacité dans les deux milieux, MB et traitement. Pour ces quatre cornées, le milieu MB
présente une opacité de 3/3 (opaque) et le traitement montre une légere opacité de 2/3.
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En revanche, les deux derniéres cornées se distinguent par des niveaux d'opacité
différents. Dans le milieu MB, elles présentent une opacité de 2/3 (légére opacité), tandis
que sous traitement, elles montrent une opacité de 3/3 (Opaque).

2. Lalampe a fente :

Figure 33: examen de cornée a la lampe a fente

L'examen de la lampe a fente révele que les couches de la cornée sont bien
conservées. La structure des couches de la cornée reste intacte et bien préservée, que ce
soit pour la cornée prélevé ou celle de I'ceil inoculé dans les deux milieux de
conservation.
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3. Pachymétrie :
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Figure 34: Epaisseur de la cornée de lapin dans les deux milieux, celui du contréle et du
traitement PEG-VitE+VitC.

Les résultats montrent qu’il n y a pas de différence significatif entre 1'épaisseur de
la cornée dans le milieu de controle et le milieu contenant PEG-vitamine E + vitamine C,
avec 757,05£95,8um et 801,75+97,29um respectivement.
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4. Microscopie spéculaire :
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Figure 36: Examen de la cornée avec le microscope spéculaire apres conservation de 04
jours a 04°C.

L'examen de la cornée avant conservation au microscope spéculaire a révélé une
densité importante de cellules endothéliales de 3190/mm3 (Fig. 35), ainsi qu'une
épaisseur et une morphologie conformes aux normes chez le lapin.

Apres avoir conservé la cornée d'un lapin dans deux milieux différents, I'un étant
un milieu de base et I'autre un milieu de base enrichi en vitamines E et C, pendant quatre
jours a une température de 04°C, on remarque une baisse de la densité des cellules
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endothéliale. Cependant, le milieu enrichi en vitamines E et C a maintenus une densité
plus élevée par rapport au milieu de base, gardant ainsi une viabilité élevée de cellules

endothéliales (Fig. 36).

5. La coupe histologique :
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Figure 37: coupe histologique d'une cornée du lapin apres la conservation dans deux milieux
déférents : milieu de base (A et B), milieu du traitement PEG-VitE+VitC (C et D).

Ces coupes histologiques permettent de révéler l'impact des deux milieux de
conservation sur la structure histologique de la cornée de lapin, en mettant en évidence
les différences dans l'intégrité et la préservation des couches épithéliale et stromale.

Dans le milieu de base (A et B), I'épithélium montre des signes de desquamation
ou de perte de cohésion cellulaire, indiquant ainsi une possible détérioration ou
altération des cellules. De maniere similaire, le stroma présente une désorganisation
marquée, accompagnée d'indications potentielles de dégradation de la matrice

extracellulaire.
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Par contre, dans le milieu de traitement (C et D), I'épithélium apparait plus intact,
avec une meilleure cohésion cellulaire et moins de signes de dégradation. Le stroma
semble plus dense et organisé, indiquant une meilleure préservation des fibres de
collagéne et de la matrice extracellulaire.

6. Stress oxydatif :
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Figure 38: Concentration des MDA de la cornée de lapin dans les deux milieux milieu de base
et PEG-VitE+VitC aprés 04 jours de conservation a 04°C.

La figure 38 montre la concentration de MDA dans la cornée conservée dans le
milieu de base qui est de 0,62+ 0,15nmol/ml. Alors qu’elle est nettement plus faible dans
le milieu contenant PEG-VitE+VitC a une valeur de 0,28+ ,15.
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Discussions :

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'efficacité des vitamines E et C en tant
qu'antioxydants dans la conservation de la cornée du lapin. Plus précisément, cette
recherche vise a déterminer si l'incorporation de ces vitamines dans les solutions de
conservation peut améliorer la viabilité cellulaire, la transparence et la peroxydation
lipidique au cours du stockage de quatre jours a une température de 04°C.

Les résultats montrent qu'aprés quatre jours de conservation a une température
de 04°C, une opacité accrue a été observée dans la plupart des expériences utilisant le
milieu de contréle (Tris) par rapport au milieu de traitement contenant PEG-VitE+VitC.
L'examen au microscope spéculaire a révélé une plus grande densité de cellules
endothéliales vivantes dans le milieu de traitement par rapport au milieu témoin (Tris).
De plus, les coupes histologiques ont confirmé que les couches épithéliales et stromale
étaient mieux conservées et préservées dans le milieu de traitement que dans le milieu
Tris.

Les résultats du test de la peroxydation lipidique ont révélé également que la
concentration en malondialdéhyde (MDA) est nettement plus faible dans le milieu
contenant du PEG-VitE+VitC, comparé au milieu de controle. Cette faible de MDA,
indique que le milieu du traitement est plus efficace pour minimiser 1'oxydation
lipidique dans la cornée de lapin conservée. Les propriétés antioxydants de la vitamine E
et de la vitamine C semblent jouer un role crucial dans la protection contre le stress
oxydatif (Reddy et al., 1989).

Notre recherche a révélé que le milieu de traitement enrichi en PEG, vitamine E et
vitamine C présente une efficacité supérieure dans la conservation des couches
cornéennes comparé au milieu de base. Cela est probablement due au pouvoir
antioxydant des deux vitamines ainsi que le phénomene de synergie entre elles, assurant
une meilleure protection contre les attaques radicalaires (Lux-Neuwirth &Millar,
1990 ; Trotta et al., 2023). Ces résultats suggerent que |'utilisation de PEG, vitamine E
et vitamine C pourrait étre une stratégie efficace pour améliorer la conservation des
cornées, réduisant ainsi les dommages cellulaires et favorisant la viabilité des tissus
cornéens sur une période plus longue.

Il est important de noter que l'ajout de PEG, un polymere hydrophile, au milieu de
conservation peut augmenter la pression osmotique, ce qui peut conduire a une
absorption excessive d'eau par la cornée et a son gonflement. Ce phénomene de
gonflement cornéen peut avoir des implications cliniques importantes, notamment en ce
qui concerne la transparence et la fonctionnalité de la cornée apres conservation(Liaw&
Robinson, 1992).Nos résultats montrent que 1'épaisseur de la cornée dans le milieu
enrichi en PEG, vitamine E et vitamine C est 1égérement élevée a celle observée dans le
milieu de controle. Cela est dii probablement a sa complexation avec la vitamine E et de
ne pas utiliser le PEG seul.

58



Résultats et Discussion

La microscopie spéculaire a révélé une baisse importante de cellules endothéliales
dans les deux milieux testés. Ces résultats suggerent que le Tris pourrait ne pas étre
idéal pour la conservation de la cornée. Une avenue prometteuse pour de futures études
serait de remplacer le Tris par une autre molécule tampon, tel que le HEPES, connue
pour ses propriétés tampon plus stables a différentes températures et degrés de
pH(Good et al., 1966; Cho et al, 2023) essentiel pour le maintien des cellules
endothéliales. Il serait pertinent d'évaluer si le HEPES pourrait mieux préserver
I'intégrité de la cornée en minimisant les variations de pH et en offrant ainsi une
meilleure protection de la viabilité cellulaire et de l'intégrité cornéenne. De plus,
l'utilisation d'autres antioxydants, tels que la vitamine A, reconnue pour ses propriétés
antioxydants et son rdle dans le maintien de la santé oculaire, pourrait étre explorée
pour améliorer de plus la protection de la cornée contre le stress oxydatif.

En conclusion, nos résultats démontrent l'efficacité supérieure du milieu de
conservation enrichi en PEG-VitE+VitC dans la protection contre I'oxydation lipidique et
la préservation des couches cornéennes. Les propriétés antioxydants des vitamines E et
C semblent jouer un réle clé dans I'amélioration de la conservation cornéenne. Toutefois,
il est essentiel de prendre en compte les effets potentiels de PEG sur la pression
osmotique et l'épaisseur de la cornée, afin de maximiser les bénéfices tout en
minimisant les risques associés a l'utilisation de ce milieu de conservation.
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Conclusion

Conclusion :

La présente étude vise a évaluer I'efficacité de l'utilisation de la vitamine E et de
la vitamine C dans la conservation de la cornée du lapin a 04°C. Nos résultats
démontrent que l'ajout de ces antioxydants aux solutions de conservation peut
améliorer la viabilité et la fonctionnalité des cellules cornéennes aprés une conservation

de 04 jours.

En effet, les cornées traitées avec de la vitamine E et de la vitamine C ont montré
une meilleure préservation des cellules endothéliales comparées aux cornées
conservées dans le contrdle (tris). Cela suggere que ces vitamines possedent des
propriétés cytoprotectrices, grace a leur capacités antioxydants qui est démontré par la
baisse des taux de malondialdéhyde (MDA), indiquant une réduction des dommages
oxydatifs aux membranes cellulaires, et contribuant ainsi a une meilleure préservation

des cornées.

Les observations histologiques confirment ces résultats, montrant que 1'ajout de
vitamines E et C aux solutions de conservation des cornées du lapin offre une meilleure
protection a la fois pour 1'épithélium et le stroma essentielle pour le succeés des

transplantations cornéennes.

Les résultats de cette étude suggerent que l'incorporation de vitamines E et C
dans les milieux de conservation de la cornée pourrait représenter une avancée pour la
Kératoplastie. L'amélioration de la viabilité et de la fonctionnalité des cornées
conservées pourrait augmenter les taux de succes des transplantations, en prolongeant

la durée de vie des greffons et réduisant les risques de rejet.
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Les résultats avec le microscope spéculaire :
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Les examens avec la topographie :

*apres la conservation dans le milieu de base ;
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Les examens avec la pachymétrie :

*Apres la conservation dans le milieu de base ;
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Résumeé :

La réussite de la greffe de cornée dépend en grande partie des conditions de
conservation des greffons cornéens. Parmi les facteurs clés d’'une conservation optimale,
est le milieu de conservation. Un milieu de conservation adéquat maintient l'intégrité
structurelle et fonctionnelle de la cornée en protégeant ses différentes couches.
L'objectif de cette étude est d'évaluer 'impact des vitamines E et C sur la cornée de lapin
apres 04 jours de conservation a 04°C. Plusieurs parametres tels que la viabilité des
cellules endothéliales, la transparence et 1'épaisseur de la cornée, ainsi que le statut
oxydatif, ont étaient analyser afin d’évaluer I'état de la cornée apres conservation. Les
résultats indiquent que le milieu de traitement PEG-VitE+VitC améliore la préservation
des cellules endothéliales, de 1'épithélium et du stroma, grace aux propriétés
antioxydants qui réduisent les dommages du stress oxydatif. Cette protection est
essentielle pour optimiser les greffes cornéennes et minimiser les risques de rejet.

Les mots clés : La cornée du lapin, Vitamine E, Vitamine C, Conservation, stress
oxydatif.

Abstract:

The success of corneal transplantation largely depends on the preservation
conditions of corneal grafts. Among the key factors for optimal preservation is the
preservation medium. An adequate preservation medium maintains the structural and
functional integrity of the cornea by protecting its various layers. The objective of this
study is to evaluate the impact of vitamins E and C on the rabbit cornea after 4 days of
preservation at 4°C. Several parameters such as endothelial cell viability, corneal
transparency and thickness, as well as oxidative status, were analyzed to assess the state
of the cornea after preservation. The results indicate that the PEG-VitE+VitC treatment
medium improves the preservation of endothelial cells, epithelium, and stroma, thanks
to antioxidant properties that reduce oxidative stress damage. This protection is
essential to optimize corneal transplants and minimize the risk of rejection.

Keywords: Rabbit cornea, Vitamin E, Vitamin C, Preservation, Oxidative stress.
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