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INTRODUCTION

Le kératocdne est une dystrophie cornéenne peu fréquente,résultant d’'un amincissement
focalisé et d’une ectasie non inflammatoire. Si moins d’un quart des patients atteints subiront
une greffe de cornée au cours des trois premiéres décennies de leur vie, c’est I'une des
principales indications de kératoplastie dans le monde. |l s’agit de jeunes patients pour qui les
notions de viabilité du greffon et de minimisation des complications sont primordiales.

La suppression du risque de rejet endothélial est I'argument principal qui a récemment propulsé
la kératoplastie antérieure lamellaire profonde comme la technique chirurgicale de choix.

La perte cellulaire endothéliale au dela du seuil de viabilité est I'une des principales causes
d’échec de greffe. L’endothélium étant un tissu post-mitotique, la migration cellulaire, dont les
caractéristiques restent encore en partie a décrire, est le mécanisme compensateur de cette
perte.

L’objectif principal de cette thése est de comparer les effets sur la population de cellules
endothéliales et sur la survie du greffon de la kératoplastie antérieure lamellaire profonde par
rapport a la kératoplastie transfixiante dans le kératocone.



A. AVANT PROPOS

| Le KératocOne

1. Epidémiologie

Il s’agit d’'une dystrophie cornéenne se manifestant par une ectasie non inflammatoire de
la cornée, qui fut distinguée des autres par Nottingham en 1850.
Il débute classiquement a la puberté progressant dans les deuxiéme et troisieme décades puis

ralentit son évolution.
Un age d’apparition avant 20 ans pourrait étre un facteur prédictif de sa gravité et de sa rapidité

d’évolution®28,

Sa prévalence est de 54,5 pour 100000 et son incidence de 2 a 5 pour 20001°, Sa fréquence,
longtemps sous estimée, a ces dernieres années manifestement augmenté favorisée par le
développement de la chirurgie réfractive corollairement au dépistage des formes de kératocone
frustre ou mineur par vidéotopographie.

Il est le plus souvent isolé, sporadique mais certaines associations sont observées :

- avec des désordres génétiques : Trisomie 21, Syndrome de Downet Amaurose
congénitale de Leber. Ces deux derniéres associations pourraient étre causées par
une augmentation des microtraumatismes cornéens, liés a une blépharite sévere
dans le Syndrome de Down et au frottement oculo-digital dans I’Amaurose
congénitale de Leber ; mais d’autresétudesévoquent plutbt des facteurs génétiques
causals.

- avec des maladies du tissu conjonctif. Malgré I'absence d’étude probante sur cette
association, celle ci est retrouvée avec des anomalies telles que le prolapsus de la
valve mitrale, I’hyper laxité ligamentaire, les syndromes d’Ehlers Danlos, et de
Marfan.

- avec un terrain atopique, retrouvé dans 20 a 44% selon les études, se manifestant surtout
par des conjonctivites allergiques ou de I'eczéma.

Par ailleurs des antécédents familiaux sont retrouvés dans 6 a 10% des cas. Des études ont
démontrées une transmission sur un mode autosomigque dominant avec une pénétrance
incompléte et/ou une expression variable.



En effet, I'implication de certains génes ayant un réle majeur dans I'étiologie du kératocone a été
démontrée et ainsi, des facteurs environnementaux (ceil rouge, port difficile de lentille, atopie)
pourraient faire apparaitre la maladie chez un sujet prédisposé génétiquement.

L’hétérogénéité de la nature du kératocdne suggéere I'existence de plusieurs sous-types de
genes1o,

2. Pathogénie et histopathologie

La pathogénie du kératocone reste a I’heure actuelle non élucidée.

Des études ont mis en évidence une activité accrue des métalloprotéases MMP-2, MMP-9, une
baisse de I'activité d’inhibiteurs des protéases comme I'alpha-1-protease inhibitor, ainsi que de
forts taux d’oxyde nitrique. Ces résultatssuggérent que le phénotype du kératocone serait la
conséquence d’une dérégulation de la réponse au stress oxydatif au niveau de la cornée.

La triade classique histologique du kératocone est la suivante:
-amincissement cornéen
-rupture de la membrane de Bowman
-dépots ferriques sur la membrane basale épithéliale

Les atteintes tissulaires concernent I’ensemble des couches de la cornée a I’'exception de la
membrane de Descemet et de I'endothélium : I'intégrité de ces deux structures est une notion
déterminante dans la prise en charge thérapeutique par kératoplastie, comme nous le
développerons ensuite.

- au niveau épithélial : dégénérescence des cellules basales et moyennes responsable
d’une atrophie,dépots de particules ferriques sous les cellules épithéliales

- au niveau de la membrane de Bowman : perte de son architecture homogéne avec des
épaississements, des plicatures et des ruptures localisées

- au niveau stromal : compaction et perte fibrillaire dans le stroma antérieur, réduction
du nombre de lamelle de collagene, dégénération fibroblastique et perte du
parallélisme des lamelles dans le stroma moyen et profond.

- sauf en cas de complication aigue et de rupture, on ne note pas de modification de la
membrane de Descemet



- classiguement, I‘endothélium n’est pas atteint avec une mosaique et une densité
cellulaire normale. On rapporte néanmoins des inclusions intracellulaires, un
polymégathisme et des élongations cellulaires dans le sens de la protrusion conique.

Enfin, Perry, en 1980, aprés analyse histologique a distingué deux types de morphologie de
cbnel?;

- le « nipple-type » oula saillie est centrale

- le «ovaltype » ou elle est inférieure ou infero-temporale.
lls sont aisément reconnaissables au biomicroscope et en vidéotopographie.

3. Présentation clinique

La déformation conique de la cornée entraine un amincissement stromal non inflammatoire avec
une protrusion, induisant un astigmatisme irrégulier et une myopie qui altérent la qualité visuelle.

L’atteinte est le plus souvent bilatérale mais peut étretrésasymétriques4.
Les signes cliniques sont variables, selon le stade de progression du kératoconel? :

- la difficulté a atteindre une vision optimale méme avec correction et la distorsion des
mires a I’examen au kératométre de Javal sont des signes précoces

- atteinte modérée diagnostiquée en biomicroscopie :

e amincissement stromal et protrusion en cone

e anneau de Fleischer : dépdt de ferritine sur la membrane basale épithéliale en forme
d’anneau partiel ou complet a la base du cone, de plus en plus pigmenté et complet a
mesure de la progression de I'ectasie.

e stries de Vogt : lignes de contraintes verticales paralléles a I’axe du cone juste en avant
de la Descemet, disparaissant a la pression du globe oculaire. On les explique par la
formation d’un reflet par déplacement des lamelles stromales postérieures.

e nodules épithéliaux

e oOpacités stromales

* visibilité des nerfs cornéens a un age anormalement précoce, expliqué par un
amincissement cornéen et par une similitude d’indices de réfraction entre ces nerfs et le
stroma

» signe de Rizzuti : la projection du faisceau lumineux sur le coté temporal de I'eeil en avant
du plan irien éclaire le limbe nasal par un faisceau en forme de pinceau étroit a cause de
la convergence des rayons lumineux par I’ectasie cornéenne



- en cas de kératocOne trés avancé, la protrusion cornéenne entraine une déformation
en forme de V de la paupiére inférieure, appelée signe de Munson

4. Critéres cornéotopographiques

Le diagnostic des cas évolués de kératocOne est assez aisé€, établidevant une image de
déformation ovoide avec la présence d’un astigmatisme irrégulier, asymétrique dans la zone de
kératométrie la plus élevée en position paracentrale, le plus souvent inférieure responsable
d’une forme ronde ou de poire.

La difficulté réside dans la distinction des formes normales de la cornée de celles des
bombements pathologiques.

Dans ces situations, le recours aux indices topographiques est alors primordial®3.

a. Topographiespéculaire par disque de Placido

Amsler, en 1938 est le premier a avoir décrit le kératocone en topographie a disque de Placido
en divisant alors les stades précoces(nondétectable au biomicroscope) en :

- kératocone frustre : défini par une déviation des axes horizontaux des disques de 1 a 4
degrés
- kératocOne débutant ou moyen : dont la déviation se situe entre 4 et 8 degrés
mais il est alors détecté seulement en cas d’astigmatisme irrégulier .

Au début des années 1990, Rabinowitz, dans ses premiéres études a décrit trois indices pour
reconnaitre un kératocone :
- lavaleur du K central, kératometrie maximale de la cornée,>47,2 dioptries
- lavaleur IS, différence > 1,4 dioptries entre les valeurs des puissances
kératométriques moyennées de I’hémi-cornée inferieure et de I’lhémi-cornéesupérieure
- la comparaison droite/gauche : asymétrie entre ceil droit et ceil gauche

Un nouvel indice est venu les compléter, le SRAX, valeur en degré de I'angulation des deux hémi-
méridiens les plus bombés.
Ainsi a eux quatre, ces indices permettent de diagnostiquer 98% des kératocdnes®3.

D’autres indices, dits composites, sont disponibles.
Citons le KISA%, égal a K x(I-S)x SRAXx0,3. Inférieur a 60% la cornéeest considérée comme
normale ; au dela on suspecte un kératocone, certain si il est supérieur a 100%



b. Topographie cornéenne d ‘élévation

La disposition récente de ces cartes d’élévation a permis d’apporter au clinicien des données

nouvelles, avec en faveur du diagnostic de kératocone :
- une puissance de sphére de référence postérieure >57 dioptries

- une amplitude maximale d’élévation >100microns, critére introduit par Roush, qui
prends en compte la valeur de I'amplitude entre I'élévation minimale et celle maximale

sur la carte d’élévation antérieure9®3,

Egalement disponibles, les cartes pachymétriques détectent I'amincissement cornéen au niveau

du cbne.

Ainsi, il est possible de calculer le gradient d’épaississement cornéen, alors plus élevé, ainsi que
le taux d’accroissement de I'épaisseurcornéenne périphérique, qui est diminué dans le

kératocdne traduisant un amincissement central rapide.

En tenant compte des données fournies par la topographie cornéenne une autre

classification, proposée par Krumeich a vu le jour6? :

Stade 1

- Apex cornéenexcentré
- Myopie et astigmatisme <5 D
- K central moyen <48 D

Stade 2

- Myopie et astigmatisme entre 5et 8 D

- K central moyen <53 D

- Absence d’opacité

- Epaisseur cornéenne minimum >400 microns

Stade 3

- Myopie et astigmatisme entre 8 et 10 D

- K central moyen >53 D

- Absence d’opacité

- Epaisseur cornéenne minimum entre 300 et 400 microns

Stade 4

- Indices réfractifs non mesurables

- K central moyen >55 D

- Présence d’opacité cornéenne centrale

- Epaisseur cornéenne minimum entre < 200 microns




5. Prise en charge thérapeutique

Nous disposons actuellement de techniques récentes, étoffant les moyens thérapeutiques,
devant unkératocone, en particulier pour les stades modérés ne nécessitant pas une
kératoplastie.

La stratégie thérapeutique devant un kératocone dépend de son stade, le but étant de maintenir
une acuité visuelle satisfaisante et de diminuer sa progression

Seulement 12 a 20% des kératocones requiérent au cours de leur évolution une greffe de
cornée911.17,

Nous les passerons rapidement en revue, et consacrerons le chapitre suivant aux kératoplasties.

a. Les lentilles de contact

Il s’agit du traitement de choix quand la correction optique par lunettes est non
performante, apportant une bonne qualité de vision avec un confort satisfaisant. Leur
typedépend du stade du kératocone, des lentilles souples toriques au départ,aux lentilles rigides
perméables aux gaz(LRPG) seules ou en piggy-bag dans les stades avancés.

A noter, leur utilisation bénéfique en post greffe pour optimiser le résultat visuel.

b. Le crosslinking du collagéne

Il s’agit de la photopolymérisation du collagene cornéen par I'action des UVA, entrainant la
formation d’un “pontage” biochimique des fibrilles de collagéne qui deviennent alors reliées entre
elles par des liaisons covalentes. Ce phénoméne naturel se déroule de fagon spontanée dans les
tissus collageniques, mais il peut étre catalysé par des procédés enzymatiques ou
photochimiques.

La cornée est imprégnée d’une substance photo-sensibilisante (vitamine B2 = riboflavine).
Secondairement, une irradiation a une longueur d’onde donnée (UV de type A, 360 nm), pendant
une durée déterminée, va entrainer la formation de radicaux libres oxygénés qui vont induire la
formation d’une liaison covalente entre les terminaisons hydro-carbonées des fibrilles de
collagene. Ce procédé est biochimiquement irréversible.

Cette technique relativement récentedont I'utilisation est basée sur des études ayant
montré son efficacité selon un protocole bien établi consiste en la désépithélialisation cornéenne,
I'application de Riboflavine pendant 15 minutes suivi d’'une exposition de 30 minutes aux Ultra
Violets A de 360 nm.



Décrite pour la premiére fois par Wollensak et Seiler 101 en 2003, il montre une absence de
progression des kératocones sur 5ans grace a cette technique. D’autres études suivront,
confirmant son efficacité mais sur des délais court de 12 mois. Néanmoins, les résultats a long
terme et les éventuels effets délétéres qui pourraient survenir restent encore inconnus.

Classiquement, I'indication de cette prise en charge est un kératocdne progressant rapidement :
K max progressant de 1 ou plus dioptrie en 6 mois sur la topographie, avec une épaisseur
cornéenne nécessaire minimum de 350microns, chez un patient de moins de 40 ans.

c. Les anneaux intracornéens

lls permettent de repousser le délai a la greffe sans toutefois stopper I’évolution du
kératocone. La premiére implantation dans le kératocone fut effectuée en 1997 par Colin.
Cette technique s’adresse au kératocone de plus de 400 microns de pachymétrie avec un centre
cornéen clair,et, a pour objectif de régulariser la forme de la cornée en aplatissant les zones les
plus bombées.
L’évolution des pratiques a permis le développement de technique assistée par laser
femtoseconde pour creuser les tunnels des AIC, habituellement effectués manuellement.
Cette technique peut étre couplée au Crosslinking et n’empéche pas la kératoplastie
ultérieurement en cas de besoin.

d. Les Implants intra-oculaires

Il s’agit d’implants toriques de phaque, ou chez des sujets plus agés, d’implants de chambre
postérieure au décours d’une chirurgie cristallinienne.

Leur utilisation est relativement récente et peu d’études ont été publiées.

Kamiya rapporte de bons résultats aprés implantation pour corriger un astigmatisme myopique
dans le cas de kératocone stable.

e. Les greffes cornéennes

Deuxiéme cause de kératoplastie en France,seulement 12a 20% des kératocones y auront
recours.
Ses indications sont : une mauvaise acuité visuelle associée a un des éléments suivant :

- intolérance aux lentilles ou I'échec de I'adaptation

- présence d’opacitéscornéennes centrales

Une étude a par ailleurs identifiée I'age précoce du diagnostic (<20 ans) et I'importance de la
kératométrie moyenne comme des facteurs de risque d’évolution a la greffe2s.
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Si longtemps, la kératoplastie transfixiante a été la technique de choix, I'avancée des techniques
a permis un trés net développement de I'utilisation de la kératoplastie lamellaire antérieure
profonde, comme nous le détaillerons dans un prochain chapitre.

f. Arbres décisionnels thérapeutiques proposés par Fournier et al :

e Pour le kératocdne débutant

Acuite visuelle limitée
5/10 en correction
par lunette et
SimK<48 D

AV
binoculaire?

Evolutivite?

0UI= CXL

Mauvaise= lentilles Bonne= poursuivre NON= surveillance ou

rigides Cco lentilles de contact Si pachy>350 micron

et dge <45 ans

CO= correction optique
CXL= crosslinking

11



* Pour le kératocbne avancé

Acuite visuelle limitée
3-5/10 en correction

par lunettes et SimK>
53D

] [

Bonne acuité visuelle Mauvaise acuité Bonne acuité visuelle Mauvaise acuite
binoculaire visuelle binoculaire binoculaire visuelle binoculaire

CXL et LRPG LRPG
CXL ou AIC ou CO +/_AIC ou
AIC +/_CXL AlC

AIC= anneau intra-cornéen

12



[l. L’endothélium cornéen( Figure 1)

— —— e R «— endothélium

Figure 1 : coupe histologique cornéenne

1. Histologie

L’endothélium cornéen est composé d’une monocouche de 4 a 6 microns de cellules
polygonales, qui tapissent la surface cornéenne postérieure.(Figure 2)
Situé entre I’humeur agueuse en chambre antérieure et le stroma cornéen hydrophile, il participe
a la régulation des flux de solutés et d’eau et ainsi au maintien de la transparence cornéenne.
Les cellules endothéliales, issues du mésodermeembryonnaire, sont polygonales, la plupart
hexagonales d’un diamétre de 22 microns et d’une surface de 250 microns et reposent sur une
membrane basale, appelée membrane de Descemet.
Le terme d’endothélium est trompeur car ces cellules ne possédent aucun des marqueurs
typiques de cellule endothéliale. Leurs marqueurs cytochimiques ressemblent plus étroitement a
celui de I'épithélium cornéen (anticorps anti kératine, vimentine, S100 protéine et énolase
neuronale spécifique)

L’endothélium cornéen humain est un tissu post mitotique, quasiment incapable de se
multiplier par mitose apres la naissance. La perte cellulaire ne peut donc étre compensée par la
division, mais par une extension de taille des cellules adjacentes. Pour se faire, les cellules
voisines émettent des pseudopodes, rompent leurs jonctions intercellulaires et migrent vers la
zone de défect (a une vitesse de 0,5 a 1 mm par jour). Cela entraine une modification de la
morphologie de ces cellules, qui s‘allongent et perdent leur hexagonalité.

Puis une inhibition de contact stoppe leur progression et des jonctions intercellulaires se
reforment pour reconstituer la barriére endothéliale permettant ainsi, comme nous le verrons
plus loin, de garantir la récupération de son rdle de pompe?! (sur quelques jours a quelques
mois , en fonction de I'atteinte initiale)

13



membrane de

ouveau-n 3 - P =—————=—""—_ Descemet
o . Wﬁ endothelium

épaississement de la

adulte

— —— SR e ———-_ membrane de
e T C N - c T et D Descemet
\Q__Q_,Q_m_\,\,;‘_— cellules endothéliales

elargi

Membrane de Descemet et endothélium cornéen

Figure 2 : coupe histologique de I’endothélio-descemet : on
constate un épaississement descemetique chez I'adulte

2. Physiologie

Méme si les fonctions de I'endothélium sont multiples : embryologiquement il secréte
I’acide hyaluronique ;il pourrait aussi produire des protéoglycanes stromales et il est responsable
de la production de la membrane de Descemet ; son principal réle est celui de la régulation de
I’hydratation stromale et ainsi du maintien de la transparence cornéenne.

Les deux principaux mécanismes de conservation de I’hydratation par I'endothélium sont :
I'un passif parla barriére physique et I'autre actifsous forme de pompe.

- La barriére endothéliale :

Elle fonctionne comme une barriére perméable et son intégrité est essentielle .Elle est
constituée d’une monocouche de cellules hexagonales dont les parois latérales présentent des
inter-digitations comportant un réseau de jonctions focales intercellulaires, des « Gap -Jonctions »
et des « jonctionsserrées ».Cesjonctions, de moindre résistance, permettent une certaine
perméabilité. Ainsien condition physiologique , 'humeur aqueuse traverse endothélium et entre
dans le stroma a un taux lent mais constant, source de glucose, d’acide aminés et d’autres
nutriments indispensables aux cellules avascularisées de la cornée.

14



Les jonctions serrés ne sont pas disposées de fagon continue tout autour de la cellule
mais au niveau de certaines zones focales : 'humeur aqueuse peut ainsi accéder a I’'espace
intercellulaire.

Les Gap jonction, elles, lient directement le cytoplasme de deux cellules, permettant le passage
de molécules entre elles.

L'intégrité des jonctions est dépendante du taux de Calcium intracellulaire ; la concentration
minimale requise est de 0,3mmol. Si elle est inférieure, ceci entraine une hyperperméabilité.

- La pompe endothéliale

Du fait de I’entrée continue d’humeur aqueuse dans le stroma, la transparence et
I’épaisseur cornéenne vont dépendre de la capacité a extraire ce fluide du stroma,d’ou la
nécessité d’une pompe.

Il s’agit d’'un mécanisme de transport actif : un gradient osmotique est généré permettant un flux
d’eau vers I'’humeur aqueuse grace au passage d’ions Sodium et Bicarbonate du stroma vers
I’'numeur aqueuse a travers I'endothélium.

La Na+/K+ ATP ase : (Figure 3)

Il s’agit de la protéine membranaire constituant I'essentiel de la pompe, localisée dans les parois
latérales membranaires cellulaires au nombre 2,1 X 106 sitespar cellule chez adulte.
L’anhydrase carbonique endothéliale qui catalyse la conversion de dioxyde de carbone et d’eau
en bicarbonate et H+ fourni une importante source de bicarbonate pour la pompe.

L’activité de la pompe est dégradée en cas de manque d’O2 ou de dysfonction des métabolismes
glycolytiques ; le glucose étant la principale source d’énergie pour I’endothélium, comme pour
I'épithélium.

Figure 3 : la protéine Na+/K+ ATP ase
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3. Le maintien de la transparence cornéenne

La transparence cornéenne est conditionnée par le bon fonctionnement de la pompe
cellulaire endothéliale, I'intégrité des barriéres endothéliales et épithéliales, le maintien d’'une
pression intraoculaire (PIO) normale et I'absence de celluleinflammatoire.

L'intégrité de la barriére épithéliale est nécessaire, s’opposant a la pénétration du flux
liquidien lacrymal dans le stroma. Elle est assurée par des jonctions étanches entre ces cellules
épithéliales et la présence de glycocalix a la surface des cellules superficielles

Le taux d’hydratation du greffon est un facteur clé de la transparence. Sa valeur normale
est respectivement de 3.04et de 8,85d’eau /mg de poids sec, dans le stroma antérieur et le
stroma postérieur. A I’état normal la cornée contient 78% d ‘eau.

Les fibrilles de collagéne du stroma sont entourées de protéoglycanes de charges négatives
ayant pour effet d’éloigner les molécules entre elles et donc d’augmenter I’épaisseur cornéenne,
phénoméne nommé « Pression de Gonflement » du stroma (PG), de I'ordre de 55mmHg. Cette PG
diminue en cas d’augmentation de I’hydratation cornéenne car les charges électriques sont plus
éloignées et donc les forces de répulsion diminuent.

A I'état physiologique, pour éviter les déplacements liquidiens dans les canules stromales, une
pression négative est maintenue dans les micro-canules remplies de sérum salé,

appelée « Pression d’Inhibition (PI) ». Elle est responsable d’un état de relative déshydratation du
stroma in vivo.

Cette pression d’inhibition augmente avec la pression de gonflement et diminue avec la PIO d’ou
la formule : PI=PI0O-PG

Donc en cas de hausse de la PIO ou de baisse de la PG, la Pl peut se positiver et on note alors
I'apparition d’'un cedéme cornéen sous épithélial.

Afin d’assurer une juste PI, I'endothélium doit assurer son réle de pompe cellulaire dont le
fonctionnement nécessite un nombre suffisant de complexes ATPase NA/K, ce qui sous-tend un
nombre minimal de cellules ayant une fonction normale, au minimum 500 cellules/mm?2.

La réserve initiale de cellules, de 3500 a 4000 C/mm?2 a la naissance, permet en théorie une
longévité de la cornée a 200ans, en considérant un taux de perte de 0,5% /an1s.

La longévité de I'endothélium résulte dans sa capacité de résistance physiologique a
I"'apoptose.
L’apoptose est une mort cellulaire programmeée, un phénomeéne actif, ne déclenchant pas de
réaction inflammatoire ; au contraire de la nécrose, passive, aléatoire, entrainant une réaction
inflammatoire détersive et responsable d’une cicatrice.
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De nombreux génes permettent sa régulation, pro ou anti apoptotiques. D’autres facteurs
extracellulaires peuvent déclencher I'apoptose : certaines cytokines (TNF, IL 1, TGF beta), le Fas
Ligand, la privation en facteurs de croissance, la perte de contact de la cellule avec sa matrice,
les glucocorticoides,les drogues anti mitotiques, des toxines, les oxydants, les Ultra Violets, les
radiations ionisantes, les traumatismes chirurgicaux et les infections virales.

La celluleendothéliale est physiologiquement trés résistante a I'apoptose, grace a la
surexpression des protéines anti-apoptotiques HSP (heat shock proteins) et Bcl-2. De plus les
cellules iriennes et du corps ciliaire produisent dans I'humeur aqueuse un facteur soluble
augmentant I'expression de Bcl 2 par la cellule endothéliale4l.

4. Ses méthodes d’analyse

a. Etude au microscope

Méthode de choix dans les banques de tissus pour I'étude des greffons cornéens, elle est
la plus fiable et la plus précise mais ne peut étre utilisée in vivo.
Nous détaillerons plus loin son mode d’utilisation.

b. Le microscope spéculaire

Il fourni une évaluation in vivo de I’endothélium et est utilisé en pratique courante.
Introduit dans les années 1970 par Browns et Lasing, de nombreux types de microscopes
spéculaires sont a ce jour disponibles, avec une amélioration de la qualité d’'image et une
optimisation des méthodes de détection des cellules afin d’aboutir a des données fiables de
densité endothélialel.

L'image est obtenue a travers une illumination tangentielle de la surface cornéenne dont I'aire
centrale des cellules endothéliales refléte la lumiére vive et les bords cellulaires apparaissent en
ligne noire>1,

Il s’agit d’'un procédé non contact, bien toléré, sans risque de traumatisme cornéen ou de
transmission infectieuse<6.
Il ne permet qu’une mesure au niveau de la zone cornéenne centrale.
Sur la photographie de I’endothélium, une grille de mesure est placée, correspondant a une
certaine aire, rectangulaire, de taille constante.
Des logiciels, ensuite, vont assurer le comptage, par des algorithmes basés sur la reconnaissance
des contrastes, selon deux types de méthodes :

- La méthode semi-automatique ou le lecteur marque les cellules contigués puis le
comptage est automatique, utilisée de facon majoritaire. La « fixed frame method » doit
étre appliguée pour minimiser les biais de mesure en prenant en compte les cellules
coupées sur deux bords du cadre. (Figure 4)
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- La méthode automatique ou le repérage des cellules est effectué par I'appareil lui
méme, avec possibilité de correction. En général il mesure une centaine de cellules.

Certaines études comparatives ont montré la non interchangeabilité des différents

appareils et méthode de mesure : lors du suivi régulier d’un patient, il est préconisé d’utiliser le
méme appareil et la méme méthode2226,4552,71,

Figure 4 : présentation de I’écran d’un microscope spéculaire

C. Le microscope confocal

Son utilisation pour I’étude cornéenne fut initiée par Lemp et Cavanagh en 1985 et 1990.
Grace aux progrés de la technique, un laser confocal a faisceau d’illumination réguliére est

disponible, permettant une analyse de qualité et reproductible, fournissant une image
histologique en conditions in vivo.

Il permet aussi un comptage cellulaire semi-automatique des cellules endothéliales 34.

Il est moins disponible, et donc, moins utilisé en pratique courante.
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lll La kératoplastie

1. Evolution des techniques chirurgicales

Historiquement, la réalisation de la premiére greffe cornéenne est attribuée a Reisinger,en
1824 et elle était de type lamellaire.

Le concept de kératoplastie lamellaire profonde s’est ensuite développé a la fin du
XIXéme siéecle et c’est en 1914 que Anton Elsching rapporte le premier succes de kératoplastie
lamellaire, pour un cas de kératite interstitielle.

Ensuite la technique de kératoplastie transfixiante s'est imposéemajoritairement jusqu'a
assez recemment, grace a ses bons résultats notamment en termes de récupération visuelle et
de par sa facilité de réalisation. Mais son taux élevé de rejets endothéliaux pouvant avoisiner les
20% et ses complications de chirurgie a globe ouvert viennent pondérer ses résultats425:32,

En réponse a cette problématique, I'engouement pour les techniques de greffe lamellaire
antérieureen cas de cornée a endothélium sain a augmenté depuis une vingtaine
d’années,poussé par le perfectionnement des techniques chirurgicalesqui assure une plus
grande la reproductibilité. En effet jusque 13, le frein principal était celui de la difficulté de la
dissection stromale , responsable de résultats visuels mitigés, le but étant d’atteindre une
dissection prédescemetique avec un lit receveur le plus lisse possible 2590,

Plusieurs techniques de dissections ont été mises au point :

C’est Archila, en 1985 qui amorce le mouvement en introduisant I'injection de 1cc d’air
par une seringue a tuberculine de 26 gauge placée juste en avant de la membrane Descemet,
facilitant I'ablation du stroma par une spatule ou des ciseaux 8.

L’hydro-délinéation est décrite par Sugita et Kondo en 1994. Il s’agit aprés une
trépanation partielle de 3 de I’épaisseur cornéenne, d’injecter une solution saline dans le lit
stromal par une aiguille 27 gauge puis de disséquer a la spatule,et de terminer parun peeling
manuel des fibres résiduelles afin d’exposer la membrane de Descemet au niveau des 5mm
centraux cornéens®0,

Melles développela dissection limbique, une technique employant des lames de dissection
lamellaire DORC introduites par un volet scléral limbigue supérieur permettant une dissection de
90 a 95% de I'épaisseur cornéenne, en utilisant la « réfection spéculaire » produite par la
présence d’air en chambre antérieure. Il s’agit d’'une technique difficile et 14 a 25% de
perforations descemetiques sont rapportées dans les études 24,
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En 2000 Answar et Teichmann vont décrire la technique de la Big-Bubble basée sur le
clivage a I'air du plan descemeto-stromal®90. Aprés trépanation partielle cornéenne, on introduit
dans le stroma sur 3 a 4 mm une aiguille 30 gauge pour y injecter de I'air qui va jouer le réle de
séparateur entre les fibres stromales et de membrane de Descemet.Apres réalisation d’une
paracentése pour diminuer la pression en chambre antérieure, on effectue alors une
kératectomie superficielle par une lame de Crescent puis avec un couteau a 45° on rompt le toit
de la Big-bubble. Ensuite les ciseaux de Vanna sont utilisés pour diviser le stroma restant en 4
guadrants, idéalement.

2. Conservation, analyse endothéliale et sélection des greffons

En France la méthode de conservation des greffons la plus répandue est I’Organoculture.
C’est celle employée a la banque multi-tissus de Nantes (BMT) et donc celle que nous allons
détailler, ainsi que sa méthode de comptage endothéliale.
Il s’agit d’'une méthode bien documentée et permettant une sécurité microbiologique et une
qualité du tissu conservé, autorisant le stockage des cornées pendant 4 a 5 semaines’:65.

a. L’Organoculture

Elle est introduiteen Europe par Sperlingen 1978 qui ajoute a la solution initiale élaborée
par Doughmann, du dextran T500 afin de diminuerl’cedéme du greffon. Il s’agissait d’'un dextran
dont le poids moléculaireest dix fois supérieur a celui de I'ancien dextran. Mais si les résultats
des greffes étaientbons, lesétudes ultérieures ont montré que ce dextran étaitingéré par les
cellules cornéennes et possédait une certaine toxicité.

Cette constatation a permis des modifications techniques, et ainsi, a I'heure actuelle, la
conservation s’effectue en 2 phases : phase de stockage dans un milieu de Doughmann, la plus
longue suivie d’une courte phase de déturgescence dans le milieu de Sperling 7:91,

Les milieux de conservations contiennent du sérum de veau fcetal irradié d’origine
australienne : oui c’est noté sur les doc que m’a fourni la BMT, des acides aminés essentiels et
non essentiels, des vitamines et électrolytes, de la pénicilline et streptomycine, du tampon
HEPES, de bicarbonate et du rouge phénol, et donc du dextran en plus dans le milieu de
déturgescence (respectivement CorneaMax et Cornealet, laboratoire Eurobio, utilisés a la BMT de
Nantes) .Le milieu est maintenu a un pH a 7,25 et a une osmolarité de 320+ 20 mOsm/kg H20

Pendant cette phase d’Organoculture, la fonction de pompe endothéliale est altérée d’ou
I'utilisation du dextran, agent osmotique, utilisé quelques heures avant la greffe pour permettre
au chirurgien de disposer d’un greffon d’épaisseur proche de la normale.
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Ensuite, dans les 48 premiéres heurespost opératoire, son effet régresse et un oedéme du
greffon apparait qui va se résorber petit a petit avec la remise en fonction de la pompe
endothéliale.

Par ailleurs, la perte cellulaire moyenne, par accroissement de I'apoptose, induite par la
conservation en Organoculture est estimée entre 11 et 20% pour une durée de stockage de 1 a
3 semaines. Cette déperdition augmente avec la durée de conservation (7.5% a 10 jours pour
18% aprées 30 j) 94 ; ce qui schématiqguement revient a une perte endothéliale de 1% par jour de
conservation79.66,

L’organoculture modifie aussi la morphologie cellulaire : polymégathisme( anisocytose) ,
pléomorphisme, figures de rosette et excentration du noyau témoignent des processus misen
place pour assurer la continuitéde la mosaiqueendothéliale

De ce fait, en organoculture, le contréle endothélial doit s’effectuer aussi avant la mise en
déturgescence.

b. Le contrble endothélial du greffon

Il est réalisé sous microscope a I'aide d’une coloration du greffon en I'immergeant dans
une solution isotonique de bleu Tryptan a 0,3% pendant une minute pour marquer les cellules
mortes puis dans un bain de sérum physiologique pendant trois minutes afin de dilater les
espaces intercellulaires®6.40.50,

Le greffon est ensuite placé dans une boite de pétri stérile et examiné au microscope pour calcul
de la densité cellulaire.

La procédure nantaise est la suivante :
- Notification de larégularité, du nombre de cellules mortes, de la présence de plis de la
membrane de Descemet
- comptage du nombre de cellules endothéliales a I'aide d’une grille calibrée de 1mm2,

placée dans les objectifs du microscope(Figure 5), et selon la formule suivante :

Nombre de cellules/mm2= [(A1xB1) + (A2xB2) + (A3xB3) + (A4xB4)] / 4 x25
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Figure 5 : grille calibrée utilisée pour le comptage endothélial par la BMT

On compte le nombre de cellules entiéres et une cellule coupée sur deux aux extrémités.
Ce controle endothélial est réalisé a J10 + 2 aprés prélevement et avant la mise en
déturgescence.

Les critéres de qualité pour valider le greffon ont étédéfinis par Pels en 19937 :

- Densité endothéliale > 2000 C/mm?2

- Mosaique cellulaire continue

- Perte cellulaire au cours de la conservation <20%
- Absence de gouttes groupées ou nombreuses

A la BMT de Nantes, la sélection des greffons selon le type de greffe pouvant étre réalisé est
basée sur les principes suivants :

Densité cellulaire | >2500 entre 2000 et 2500 Entre 1400 et 2000

(C/mm?2)

Cellules mortes <2% >2% <2% >2%

(%)

Dystrophie Non Non Oui Non Oui Ouiounon | Ouiou

endothéliale non
Tous Greffe

Type de greffe types de | Greffe KLP KLP KLP | tectonique | Greffon

autorisés greffes endothéliale ou KL récusé

superficielle

22




B MATERIELS ET METHODES

Notretravail est une étude est rétrospective portant sur une série de kératoplasties effectuées
chez des patients présentant un kératocdne, entre 2000 et 2010 dans le service d’ophtalmologie
du Centre Hospitalo-Universitaire de Nantes.

91 kératoplasties au totalont été recensées.

a. Les critéeres d‘inclusion sont:

b.

le diagnostic de kératocone au stade chirurgical

la disposition des mesures des valeurs de spéculaire au minimum a 24 mois post
opératoire

I’absence d’autre procédure chirurgicale associées ou secondaire (extraction cataracte
par exemple)

I'absence de pathologieoculaire associée telle que des anomalies rétiniennes ou du
nerfoptique, ou encore d’atteinte des voies visuelles

On a recueilli pour chaque cas:

en préopératoire : les antécédents généraux et ophtalmologiques, I'age du diagnostic
du kératocone, le type de correction optique, la meilleure acuité visuelle corrigée (
MAVC), le stade du kératocone, la pression intra-oculaire, I’épaisseur cornéenne
centrale, la densité endothéliale cornéenne, la topographie cornéenne.

en ce qui concerne la greffe : I'age du sujet, le diamétre de trépanation du

greffon, les caractéristiques du greffon comportant I’'age du donneur,la densité
endothéliale, et la durée de conservation ; et enfin la procédure de greffe appliquée
entre kératoplastie transfixiante et kératoplastie antérieure lamellaire profonde

en post opératoire immédiat : I'administration ou non de corticoides sous forme de
bolus de Méthylprednisolone journalierspendant trois jours et la durée d’hospitalisation

en post opératoire a 4 mois, 12 mois, et au temps du suivi maximum : la MAVC, la
pression intraoculaire, les valeurs de pachymétrie centrale et du spéculaire, ainsi que
la topographie.

Dans la durée de suivi post opératoire : les valeurs de densité endothéliale fournies a
chaque contrdle, la durée de I'administration des corticoides locaux, la date d’ablation
du dernier point, durée de I'obtention de I'acuité visuelle maximale, le nombre de
consultations hospitaliéres et d’éventuelles ré-hospitalisations et enfin la survenue de
complications.
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L’acuité visuelle est mesurée en décimale selon I'échelle de Monoyer, puis a été convertie
en unité d’échelle logarithmique de I'angle minimum de résolution (LogMAR)
La mesure de I’épaisseur cornéenne centrale a été effectuée par les pachymeétres contacta
ultrasons Tomey SP-5000 et SP-100.
La densité endothéliale est obtenue avec le microscope spéculaire SP 2000P, Topcon (Tokyo,
Japon) Les mesures sont effectuées selon la méthode d’analyse simplifiée (sélection de 10
cellules dans une aire rectangulaire)
Le vidéotopographe utilisé est un topographe de type Placido, OPD-scan de Nidek, et lesvaleurs
de kératométries simulées (SimK1 et SimK2)recueillies.

Le stade du kératocone correspond a celui de la classification de Krumeich.

Enfin, les complications retenues sont diverses : Seidel précoce, lachage de suture, décollement
descemetique en cas de kératoplastie antérieure lamellaire profonde, hypertonie oculaire, abcés
cornéen, retard de cicatrisation, astigmatisme géant (>6 dioptries)

c. Les procédures chirurgicales

Les patients sont répartis en deux groupes selon la procédure chirurgicale employée,
kératoplastie transfixiante ou kératoplastie antérieure lamellaire profonde.
Toutes sont effectuées sous anesthésie générale.

- Pour la kératoplastie transfixiante il s’agit d’une procédure standardisée.

La trépanation de la cornée du receveur était effectuée au trépan de Hanna ou de Barron
et celle du donneur, de méme, était réalisée sur chambre antérieure artificielle, soit par voie
épithéliale au trépan de Hanna en iso-diamétre (diamétre de trépanation receveur égal au
diamétre de trépanation donneur), soit par voie endothéliale au trépan de Barron (diamétre
donneur supérieur de 0,25mm par rapport au receveur).

La suture du greffon était conduite sur viscoélastique en chambre antérieure avec 8 points
séparés et un surjet de 16 passages de monofilament nylon 10.0

- Pour la kératoplastie antérieure lamellaire profonde, la procédure était la suivante. :

Avant la description de la technique de la Big-Bubble, une dissection stromale par
hydrodélinéation du plan endothélio-descemétique réalisée sous contrdle visuel par bulle d'air en
chambre antérieure, selon la description de Sugita et Kondo était effectuée, puis ensuite la
technique de la Big-Bubble a été appliquée.
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On débutait par une dissection intrastromale profonde manuelle au couteau Crescent apres
trépanation stromale antérieure non transfixiante des deux tiers de I'épaisseur cornéenne au
trépan de Hanna. Ensuite, une boutonniére punctiforme était réalisée dans le stroma profond
permettant d’introduire dans les fibres lamellaires postérieures une aiguille 30G biseau vers le
bas, montée sur une seringue remplie d’air, injecté avec une pression bréve et forte de facon a
décoller la Descemet et a la séparer du résidu de stroma profond. L'espace ainsi créé était
ensuite rempli d'une substance visco-élastique afin de compléter la kératectomie aux ciseaux de
Katsin droit et gauche.

Le greffon trépané (par trépan de Barron ou de Hanna) bénéficiait ensuite d’un pelage
descemétique a l'aide d’une pince de Trautmann courbe et de microsponges puis suturé avec 8
points séparés et un surjet de 16 boucles de monofilament nylon 10/0.

En cas de rupture étendue perte-opératoire du plan endothélio-descemétique, la chirurgie était
convertie en technique transfixiante classique par complément de trépanation au moyen de
ciseaux de Katsin. Ces patients étaient alors inclus dans le groupe KP.

Tous les greffons cornéens proviennent de la banque multi-tissus du Centre Hospitalo-
universitaire de Nantesconservés en organoculture a +31°C et délivrés selon les critéres de
qualité endothéliale et de sécurité sanitaire réglementaires ; avec une mise en déturgescence 24
heures au minimum avant la greffe.

d. Analyses statistiques

La comparaison des données des deux groupes selon la procédure chirurgicale a été effectuée
par les tests de Student ou de Wilcoxon pour les variables quantitatives et par ceuxdu chi2de
Fisher’s pour les variables qualitatives.
Les statistiques ont été effectuées avec le logiciel R(R Development Core Team (2011). R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0)
Le niveau de significativité statistique est défini par une valeur de p< 0,05.
Pour calculer la survie du greffon nous avons utilisé la modélisation bi-exponentielle décrite par
Armitage 33 et reprise par Borderie8’dont la formule est :
Densité cellulaire endothéliale= a X exp(-b x time) + ¢ Xexp(-d x time)

(@=20.15 b=4.25 ¢=79.85 d =0.0094)

Les estimations des moindres carrés ont été utilisées pour calculer les coefficients des équations

différentes pour chaque patient. Ensuite, un modéle de régression conjointe a été installé sur la
survie et la densité endothéliale comme décrit précédemment™
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C RESULTATS

91 yeux greffés pour kératocone ont été inclus divisés en deux groupes : 50 ayant bénéficiés
d’une kératoplastie transfixiante soit 54,95% ( groupe KP )et 41 d’une kératoplastie antérieure
lamellaire profonde soit 45,05% ( groupe KLP )

|. Caractéristiques préopératoires des patients(tableau 1)

68 hommes (74,7%) pour 23 femmes (25,3%)
14 patients soit 15 % des patients présentaient des antécédents généraux d’allergie et un
patient présentait une trisomique 21.

L‘age moyen de diagnostic du kératocbne est de 21+ 7,5ans dans la population totale ; 20+6,8
ans pour le groupe KPet 22,8 + 8,2 ans pour le groupe KLP, différence non significative.

L’age moyen a la greffe est de 35 = 13 ans dans la population totale ; respectivement de
34,6114 ans et 36+ 12 ans pour les groupes KP et KLP.

La répartition des moyens de corrections optique est la suivante , pour I’'ensemble de la
population :47,73% de lunettes, 39,77% de lentilles rigides perméables aux gaz (LRPG), 1,14%
de lentilles souples et 11,36% sans port de correction. On remarque une prédominance du port
de LRPG dans le groupe KLP et celle du port de lunettes dans le groupe KP sans qu’une
différence statistiquement significative soit retrouvée.

La MAVC est alors en moyenne de -0,70 logMAR, identique dans les 2 groupes.

Au moment de la greffe, le stade 4 du kératocone était majoritaire, a 73,6%, pour 24% de stade
3 et seulement 2,2% de stade 2 sans différence statistiquement significative entre les 2 groupes
(respectivement 78 % et 68% de stade 4 ; et18% et 32% de stade 3 pour les groupe KP et KLP)

A noter, I'absence d’hypertonie oculaire dans les 2 groupes.

Les groupes sont similaires pour leurs caractéristiques cornéennes sans aucune différence
statistiquement significative pour les valeurs pachymétriques et de densité endothéliale.
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Total KP KLP p

Nombre 50 41
Latéralité 45 0D | 46 0G 22 0D | 28 0G 23 0D | 18 0G 0,29
Age du diagnostic 21+ 7,5 20+6,8 22,8+8,2 0,28
Type de correction 0,093

Lunette 42 27 15

Lentille souple 1 1 0

LRPG 35 16 19

Aucune 10 3 7

Non renseigné 3 3 0
Age a la greffe 35+13 34,6+14 36+ 12 0,47
Stade du kératocone 0,37

Stade 2 2 2 0

Stade 3 23 9 14

Stade 4 56 39 27
PIO (mmHg) 11,8+ 3,4 12,2+ 3,4 11,4+ 3,4 0,40
Pachymétrie (micron) 462+ 83 472+ 104 457+ 67 0,82
Spéculaire (C /mm2) 2545+ 533 2501+ 460 2565+ 569 0,67

Tableau 1 : synthése des caractéristiques pré-opératoires des patients

Il. Procédures per et post-chirurgicaleset caractéristiques des greffons
(Tableau 2)

Le diamétre moyen de trépanation du greffon est de 7,5 mm dans les 2 groupes.

Le groupe KP s’est vu prescrire significativement plus de bolus de corticoides en
postopératoire, avec un taux de 61,22% contre 7,32% pour le groupe KLP.
La durée moyenne d’hospitalisation, a 4 jours, ne différe pas entre les deux groupes.

Quant aux parameétres du greffon, les 2 groupes sont statistiquement comparables pour I'age du
donneur (54+ 21ans pour KP et 62+20 pour KLP) et la durée de sa conservation (19,4+ 5,5

versus 18,75+ 5)

Mais on met en évidence un taux de densité endothéliale du greffon plus élevé significativement
dans le groupe KP, taux moyen de 2937+ 488 contre 2442+318 pour les KLP.
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Total KP KLP p
Diamétre greffonen | 7,5 7,5 7,5 0,14
(mm)
Administration de 36,67 61,22 7,32 <0,0001
bolus de CTC (%)
Durée hospitalisation | 4 4 4 0,18
(jour)
Age donneur 58+ 21 54+ 21 62+ 20 0,029
Durée de conservation | 19+ 5 19,4+ 5,5 18,75+ 5 0,45
du greffon (jour)
Densité endothéliale | 2714+ 486 | 2937+ 488 2442+ 318 <0,001
(C/mm2)

Tableau 2 : synthéses des caractéristiques chirurgicales et des greffons

lIl. Résultats visuels(Figure 6)

NB : les délais post-opératoires sont abrégés en M pour mois + suivi du nombre de mois, avec un Max pour le

pointage maximal)

L’acuité visuelle moyenne a 12 mois est de 0,18 logMar pour le groupe KP et 0,17 logMar pour le
groupe KLP sans différence statistiquement significative;et a la derniére visite effectuée elle est

de 0,14 dans les 2 groupes. (Tableau 3)

De méme on ne retrouve pas de différence significative en termes de gain d’acuité visuelle entre

les 2 groupes a 4, 12 mois post opératoire.(Tableau 4)

A 12 mois, il est de - 0,62 unités lIogMAR pour les KP et de -0,66 unités logMAR pour les KLP,

sans différence significative.

MAVC (logMAR) Total KP KLP p
Préopératoire 0,78+ 0,4 0,79+ 0,4 0,77+ 0,38 0,59
M+4 0,34+ 0,26 | 0,33+0,26 | 0,35+0,3 0,15
M+12 0,18+ 0,18 |0,18+0,18 |0,17+0,27 0,77
MMax 0,14+ 0,13 |0,14+0,13 | 0,14 +0,13 0,97

Tableau 3 : valeurs des acuités visuelles lors du suivi
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Gain en AV KP KLP
M+4 -0,57+ 0,39 -0,49+ 0,39 >0,33
M+12 -0,62+ 0,38 -0,66+ 0,37 >0,38

Tableau 4 : gain d’acuité visuelle dans les deux sous-groupes a 4 et 12 mois post opératoire

0,9
0,8
0,7
E 0,6 B total
en 0,5
2
= ,
g 04 B KERATOPLASTIE
Z 03 TRANSFIXIANTE
0,2 )
KERATOPLASTIE
0,1 — ANTERIEURE LAMELLAIRE
0 PROFONDE
R
&

Figure6 : Répartition des acuités visuelles en logMAR

Par ailleurs le délai pour atteindre I'acuité visuelle maximale en post greffe (soit la vitesse
de récupération maximale) est en moyenne de 15 mois pour la population totale, avec 13 mois
pour KLP et 17 mois pour KP sans que cette différence soit statistiquement significative.
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IV. Evolution de la densité endothélialeet survie du greffon

Notons au préalable que la présence d’opacité cornéenne n’a pas permis de mesurer cette

densité chez tous les yeux en préopératoire, et que la durée du suivi post opératoire est
disparate.

a. Taux de perte global et comparatif entre les 2 groupes

Le nombre de cellules endothéliales différe significativement en postopératoire entre les groupes
KP et KLP a 4, 12, 36 mois post opératoires, les valeurs étant systématiquement inférieures pour
les KP.(Tableau 5)

Moyenne de la Total KP KLP p
densité
endothéliale en | Effectif
C/mm2 min-max
91 13 29
Préopératoire (1206-4081) (1620-3000) (1206-4081) | 0,96
2545+533 2501+ 460 2565+ 569
91 46 38
M+4 (884-3250) (884-3000) (888-3250) 0,0003
20931572 1907+ 495 2317+ 583
91 49 40
M+12 (562-3319) (670-3319) (562-3273) | 0,002
1920+637 1722+ 540 2126+ 656
30 20 10
M+36 (600-2882) (600-1879) 2080+ 668 | (1042-2882) | 0,0009
1527+634 1250+ 401
11 9 2
M+96 (495-1994) (495-1151) (1578-1994) | 0,045
996+ 460 820+ 251 1786+ 294

Tableau 5 : valeurs des densités endothéliales jusqu’a 96 mois de suivi
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Densité cellulaire endothéliale

On visualise une décroissance progressive de la densité cellulaire endothéliale dans les 2
groupes, mais par contre, les pentes différentes. (Figures 7 et 8).
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Figure 7 : Evolution de la densité cellulaire endothéliale dans les 96 mois post opératoire dans la
population générale et les sous-groupes
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Figure 8 : Evolution de la densité cellulaire endothéliale dans les 2 groupes lors du suivi

De facon remarquable, I’évolution du taux de perte cellulaire différe selon la procédure.
On constate aisément que la perte initiale post opératoire est rapide et correspond a la phase
majeure en terme de vitesse de perte pour les KP.
La premiére phase de perte est en post-opératoire immédiat. Elle est majeure, liée au stress
chirurgical ; et surtout elle est nettement accrue pour les KP.
La seconde phase est une perte endothéliale en pente plus douce, progressive mais la encore on
constate qu’elle est accélérée pour les KP.

Au bilan a un an, la perte cellulaire endothéliale est significativement moindre pour les
KLP avec un taux de 8,9% contre 40,7% pour les KP(p<0,001). De méme le pourcentage de
greffon perdant plus de 40% de leurs cellules au cours de la premiére année est significativement
plus élevé dans le group KP.(Tableaux 6 et 7)
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Perte endothéliale % KP KLP
M+4 32,8 4
M+12 40,7 8,9
Tableau 6 : taux de perte cellulaire endothéliale a M+4 et M+12 selon la procédure de kératoplastie
p<0,001
Procédure <10% Entre 10 et 20% >20%
KP 6 6 7
KLP 0 4 44

Tableau 7 : distribution du niveau de taux de perte cellulaire endothéliale & M+12 selon la procédure de

kératoplastie (p<0,001)

b. Survie du greffon

On sait que la densité endothéliale requise pour assurer le maintien de la transparence

cornéenne est de 500 C/mm2 et on peut donc, partant de ce postulat, calculer une durée
prédictive de survie du greffon.

A partir de nos données et aprés avoir individualisé deux composantes de la perte

cellulaires : une premiére phase précoce de perte rapide et une deuxieme phase tardive, on peut
déterminer une prévision de durée de survie grace au modéle biexponentiel. (Figure 9 et 10)

On retrouve alors pour notre série une durée de survie de 50 ans pour une KLP et 10,4

ans pour une KP.

Il s’agit, sur les graphiques, de la durée lors de I'intersection de la courbe de perte

cellulaire endothéliale avec la ligne de seuil de viabilité de 500 cellules/ mm?2 (autour de 20% de

cellules restantes)
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40 B0 80 100 120

20

o
g g
E -—
~
&)
§ &
<
«
:':: [
g =
)
S
k=
3} g
)
=
wv
=] ="
3) T
A

DL s i el |

l:l'\.l- i lml”-:l-:

-l-ﬂqlltﬂf.l- =1
T Oh TR T
[ 3 NI ul:u_-bu ol .
r Gl #30

UL L]

[t

[ -]

o

BY o0 o

= il T ek o

L=l e B R R

= # 2=

g & B

B0

KP

1240

Durée de suivi

Figure 9 : représentation des densités endothéliales recueillies aux différents pointages de notre suivi
avec les courbes de perte obtenue dans les deux sous-groupes
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Figure 10 : courbes de survie des greffons obtenues par le modéle exponentiel selon la procédure
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c.Influence du déroulement de la procédure chirurgicale pour les KLP

Nous nous sommes penchés sur I'influence de la réalisation technique chirurgicale sur le
taux de perte dans le sous-groupe KLP.
Tout d’abord, nous avons divisé les KLP en 2 groupes selon I'année de réalisation de la greffe :
avant et aprés 2005.

Nombre Perte<10% Perte 10-20% Perte>20%
Avant 2005 14 0 1 2
Aprés 2005 27 6 5 5
p=0,125

Les taux de perte ne différent pas significativement au test de Fischer (p=0,125)
En l'illustrant autrement, on visualise sur le graphique si dessous que les courbes de la perte
endothéliale dans le temps sont trés proches, confirmant I’'absence de différence selon la période
de réalisation de la KLP(Figure 11)
La survie alors extrapolée ne différe pas significativement entre les deux groupes (58,4 ans avant
2005 et 49 ans aprées 2005)

Notons que le nombre de conversion de KLP en KP est un biais a prendre un compte pour ce
résultat.
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Figure 11 : courbe de la perte endothéliale selon 'année de réalisation de la KLP
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Ensuite, nous avons regardé I’évolution endothéliale des KLP ayant présentées une micro-
perforation descemetique en peropératoire.(Figure 12)
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Figure 12 : courbe de la perte endothéliale selon la survenus ou non d’une microperforation
descemetique perte-opératoire (p=0,05)

Le graphique met en exergue une perte significativement plus élevée dans le groupe ayant subit
une microperforation (p=0,05).

Les durées de survie calculées secondairement different trés nettement : 907 mois en I'absence
de cette complication contre 390 mois en cas de microperforation.

Cette notion est confirmée par les données des taux de perte a un an : 13,17% en 'absence de
perforation versus 24,63% en cas de perforation avec p=0,005 (Figure 13)
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Figure 13 : boites a moustache des taux de perte cellulaire en % selon présence ou non d’une
microperforation descemetique peropératoire

Par ailleurs, nous avons recherché si la présence d’un décollement descemetique post
opératoire immeédiat influait sur le profil de la perte cellulaire.
C’est le cas pour 5 de nos patients, qui ont alors bénéficié d’une réinjection d’une bulle d’air en
chambre antérieure. Malheureusement, le faible nombre de ces patients et le suivi maximum a
50 mois nous empéche d’exploiter cette donnée.

On s’est penché sur le sous-groupe des KLP qui a la fin de notre suivi présentent des
densités endothéliales basses a moins de 1000/mm2. (Figure 14)
Chez les quatre patients concernés, il apparait que pour trois d’entre eux, la perte est surtout
importante initialement, ceux-ci ayants effet présenté un décollement descemetique et une
réinjection d’air en chambre antérieure en post opératoire immédiat (et deux d’entre eux avait eu
une microperforation).
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Enfin, il faut noter, que d’un point de vue quantitatif, le test de corrélation de Person entre
la kératométrie préopératoire et le taux de perte endothéliale a un an n’est pas significatif
(r=0,30 avec p=0,11)

d. Recherche de facteurs de risques dans la population totale

- Age du donneur :

En divisant la population en 4 groupes d’age de taille comparable (comme détaillés sur la
Figure 15), on constate que les moyennes de taux de perte a un an sont respectivement de
30,74 %, 31,6 %, 32,3 % et 21 % sans que ces différences soit significatives (p=0,08)

Les taux de survie calculés ne différent pas significativement selon les tranches d’ages :
149mois pour un age de 0 a 47 ans, 194 entre 47 et 58 ans, 150 entre 58et 77 ans et 203
aprés 77 ans. (Figure 16)

38



taux de perte aun an

50

-50

-100

39

i — o —r
! &
: L]
gure
5:
]
| T | |
047 (47.58] (58,77] (77,100] "
Age donneur class héliale



age du donneur

=
N —_
e
(47 53] nb{ly=21.43 " exp(-5.088 * 1=78.57 " exp(-0.008 * 1} duree: 184.2 mois
o (56771 nix(f) =234 *exp(-2889.873 " 1)+7E8 * exp(-0:01 =1} duree: 150.2 mois
D —
(7] b
ar
s
o
m
frt
w
®
w
m
=3
o
- 47-58 ans
an (9]
e 58-77 ans
=
s
S
=2
s ¥ 7
p T
(=R
o
o
= = —

mois

Figure 16 : courbes de survie des greffes selon les tranches d’age du donneur

- Diameétre de greffe

Le taux de perte cellulaire a un an ne difféerent pas significativement, s’établissant a 28,8% pour
les diamétres 7,5mm, a 26,6% pour 7,75 mm et a 33% pour 8mm (p=0,73)(Figure 17)
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Figure 17 : boites a moustache du taux de perte endothéliale selon le diamétre du greffon

- Stade du kératocone

Les kératocOnes greffés au stade 4 ont un taux de perte a un an significativement plus
élevé que les kératocdnes stade 2 et 3 avec des valeurs de 33,6% contre 18,8% (p=0,04)
Par contre I’évolution ultérieure et les durées de survie obtenues ne différent pas
significativement (206 mois pour le stade 3 et 145 mois pour le 4)

(Figure 18)

Ce résultat s’expliquent par le biais de confusion suivant : la proportion de réalisation de KP est
plus importante (quasiment deux tiers) que celle de KLP dans le groupe des stades 4.
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Figure 18 : courbes de survie des greffes selon le stade initial du kératocéne

- Durée de conservationdu greffon (Figure 19)

140

Nous avons réparti la population en 2 groupes selon la durée de conservation médiane :

plus ou moins de 18 jours.

On constate que celle ci n’a pas de conséquence significative, ni sur I’évolution de la densité

endothéliale, a un an ni sur les courbes d’évolution, comparables (p>0,05)
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Figure 19 : représentation graphique du taux de perte endothéliale a un an selon le temps de

conservation du greffon a la banque multi-tissus
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- Nombre de cellules du receveur

Si on répartit la population receveuse en deux groupes, selon le nombre de cellules endothéliales
préopératoires du receveur, en les séparant selon la médiane, ici de 2700 cellules, on constate
dans un premier temps une différence importante sur I'évolution endothéliale ultérieure avec des
survies de 279 mois si moins de 2700 C /mm?2 contre 146 mois seulement si supérieur.(Figure
20)

>2700

o el e

Figure 20 : évolution de la perte endothéliale selon le nombre de cellules du receveur en préopératoire en
dessous ou au dessus de 2700 C /mm?2

En fait, un s’agit d’un biais lié a la répartition KP /KLP dans les 2 groupes, et ce qui est observé
est I'effet KP/KLP et non celui du nombre de cellules préopératoires du receveur.

Il nous faut alors distinguer les 2 sous groupes.

Une fois cette distinction opérée, il est constaté qu’il n’y a pas de lien significatif entre la perte
endothéliale et le nombre de cellules du lit receveur. (Figure 21)
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- age du receveur

Ajoutons que I'age du receveur n’est pas corrélé a I'’évolution endothéliale future, avec des taux
de perte a un an et des survies obtenues comparables statistiquement selon les tranches d’age.
(Figure 22)
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Figure 22 : représentation graphique du taux de perte endothéliale a un an selon I’age du receveur

V .La pachymétrie
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Les indices pachymétriques montrent une augmentation statistiquement significative de
I’épaisseur cornéenne entre la cornée préopératoire et le greffon a 4 mois ainsi que a 12 mois
(p<0,05), résultat attendu étant donné que le kératocone se caractérise par un amincissement
cornéen.

Par ailleurs une différence significativede I'épaisseur est notée entre les 2 groupes, a 12 mois,
avec un greffon plus fin dans le groupe KP. (Tableau 8)

On note également une tendance a I'épaississement cornéen sur la durée pour les
kératoplasties transfixiantes (p<0,05 entre M+12 et Mmax)(Figure 23)

Total KP KLP p
Préopératoire 462+ 83 472+ 104 457+ 67 0,82
M+4 530+ 53 524+ 53 538+ 53 0,17
M+12 541+ 54 528+ 50 556+ 54 0,017
Mmax 564+ 50 570+ 53 558+ 44 0,44

Tableau 8 : valeurs pachymétriques aux différents pointages du suivi dans la population totale et les sous-
groupes
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Figure 23 : évolution de la pachymétrie le long du suivi

Nous avons recherché un lien éventuel entre pachymétrie et évolution endothéliale.
Aucune corrélation significative n’est retrouvée entre le nombre de cellules endothéliales et la
pachymétrie aux périodes de mesures (test de Pearson) : Tableau 9

Cellules/pachymétrie Corrélation p
Préopératoire -0,14 0,041
M+4 -0,09 0,39
M+12 -0,002 0,98

Tableau 9 : corrélations valeurs pachymétriques et des densités endothéliales a 4
et 12 mois de suivi pour la population totale

De méme aucun lien significatif n’est établi entre les variations de pachymétrie et celle de la
densité endothéliale.
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VI .Constatations diverses(Tableau 10)

La durée moyenne d’instillation des corticoides locaux est significativement inférieure dans le
groupe KLP avec 13,2+ 7 mois, durée doublée dans le groupe KP avec 25,6+ 11 mois.

Les derniéres sutures sont significativement retirées plus tot lors deskératoplasties
antérieures lamellaires profondes avec une moyenne de 16,4+ 7 mois, contre 24,5+ 10 mois
pour les kératoplasties transfixiantes.

Au niveau des complications observées, on note un taux identique de lachage de suture, de
10% pour les 2 groupes, ainsi que 6 yeux dans chaque groupe présentant un astigmatisme géant
(avec pour 5 d’entre eux la réalisation de kératotomies transverses pour le groupe KP et 3 pour
le groupe KLP).

Il n’existe pas de différence statistiquement significative entre le taux d’hypertonie oculaire de
2% pour les kératoplasties transfixiantes et 4,8% pour les kératoplasties antérieures lamellaires
profondes.

Les épisodes de rejets endothéliaux sont retrouvés uniquement dans le groupe KP chez 4
yeux le long du suivi soit 8%.

Concernant le groupe KLP, on constate par ailleurs :

- 14,63% (soit 5 cas) de décollement descemetique post opératoire ayant nécessité une
reprise chirurgicale pour injection d’air en chambre antérieure et donc une ré-
hospitalisationsans qu’il nous soit possible de démontrer un effet sur la perte
endothéliale future.

- et également 8,11% de greffe présentant un syndrome d’interface.

Pour finir, notons que, a I'image du nombre de jours d’hospitalisation, celui des consultations
post-opératoires de nature hospitaliéres ne différe pas significativement entre les 2 groupes ,
avec une moyenne de 8,5 consultations pour une kératoplastie transfixiante et 7,1 pour une
kératoplastie antérieure lamellaire profonde .
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Total KP KLP
Durée des corticoides 20+ 11 25,6+ 11 13,2+ 7 <0,0001
locaux (jours)
Date d’ablation des 20,9+ 10 24,5+ 10 14,4+ 7 <0,0001
derniéres sutures (mois)
Consultations hospitaliéres 7,8+ 6,7 8,3+ 6 7+7,3 0,13
(nombre)
Ré-hospitalisations 21 13 8 0,89
(nombre)
Complications : 0,039
Aucune 52 30 22
Décollement descemetique 5 0 5
Seidel précoce 2 2 0
Lachage de suture 10 5 5
HTO 2 1 2
Abcés 1 1 0
Rejet 4 4 0
Astigmatisme géant 12 6 6

Tableau 10 : récapitulatif des caractéristiques post-opératoires relevées dans la population générale et
dans les deux sous-groupes
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D DISCUSSION

De nombreuses études récentes 77.78.80-85 démontrent les avantages de la kératoplastie
antérieure lamellaire profonde pour les pathologies cornéennes a endothélium préservé, afin de
I'imposer comme la technique de choix. Nous allons nous y associer en démontrant au long de
cette discussion la supériorité de la KLP.

Pour débuter, comparons tout d’abord les caractéristiques épidémiologiques de notre
étude a la littérature :

L’age moyen du patient avec un kératocone greffé dans notre série, avec 35 + 13 ans,
est comparable a celui de la littérature, qui oscille entre 26 a 39 ans28.68.73.85  sans différence
statistiquement significative selon la technique de greffe employée.

Alors que Bourne en 1986 sur une cohorte de 64 patients établissait la médianede I'age
du diagnostic a 25 ans!4, elle est dans notre étude de 19ans, traduisant en partie la précocité
diagnostique liée a I'essor de la chirurgie réfractive , comme on I'a évoqué précédemment. En
effet, le bilan pré-chirurgical et le développement de la vidéotopographie ont permis de
différencier un astigmatisme normal, d’un kératocone.

Depuis longtemps évoquée, notre série confirme la forte association entre antécédents
allergiques et kératocone, avec un taux de 15%,néanmoins inférieur a d’autres études 19.55,

Par ailleurs on peut noter que nos indications opératoires de greffe suivent les
recommandations puisque la majorité des patients présentent un kératocone stade 4 (73,6%)
avec opacité centrale et les autres un stade 3, dont la kératométrie élevée fait le plus souvent
échouer I'adaptation en LRPG.

|. Des résultats fonctionnels comparables
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La majorité des études récentes tend a démontrerque la récupération visuelle aprés
chirurgie lamellaire est comparable a celle observée dans la greffe transfixiante.

Cela nécessite un lit receveur descemetique lisse, ce que la technique de la Big-Bubble a rendu
possible, en augmentant de plus sa reproductibilité.

Comme nous allons le voir ci-aprés nos résultats retrouvent I’équivalence en termes de résultats
fonctionnels entre KP et KLP sans stroma résiduel.

a. Toutes indications confondues

Douze mois apres la kératoplastie, toutes indications confondues, Tan retrouve des
acuités visuelles concordantes, tout comme Panda,ou récemment Borderie sur une série de 284
patients23.74.87,

Reinhart a d’ailleurs colligé en 2011, les études comparatives kératoplastie transfixiante /
kératoplastie antérieure lamellaire profonde : pour un total de onze études comparatives, six
indiquaient des résultats d’acuité visuelle identiques, quatre une supériorité de lakératoplastie
transfixiante et une de la kératoplastie antérieure lamellaire profondes2. (Tableau 11)

S’agissant des études favorables a la kératoplastie transfixiante, Shimazaki, sur seulement 24
patients, ne retrouve cette différence que seulement dans les premiers mois post opératoire pour
disparaitre a 6 mois2’. Ardjomand, lui, sur une série de 35 patients, noteen effet une acuité
visuelle supérieure en cas de kératoplastie transfixiante, mais avec un méme niveau de
contraste et d’aberrations de haut ordre avec la KLP33.

b. Dans le kératocone

Si on se penche exclusivement sur les études s’intéressant au kératocone, a 12mois de
suivi, elles s’accordent quasiment toutes en démontrant une égalité de résultats visuels entre
kératoplastie transfixiante et kératoplastie antérieure lamellaire profonde36.60.68,80,

Javadi, de méme, obtient des acuités visuelles finales de 0,18 log pour kératoplastie antérieure
lamellaire profonde et 0,15 pour kératoplastie transfixiante, comparable,et sans différence
statistiquement significative également en termes de contraste etd’aberrations (ce qui
signifierait que I'interface présente dans les kératoplastiesantérieures lamellaires

profondesn’induirait pas plus d’aberrations de haut ordre, comme le retrouvait déja Ardjomand
53,78)
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Les résultats de notre série confirment ces données avec des acuités visuellesaux
différents pointages et des gains comparables entre les 2 groupes.
En termes de résultats quantitatifs, nos données concordent avec la littérature. Tableau 12
Les publications récentes, utilisant la technique de la Big-Bubble dans la KLP, ne retrouventpas
de différence en acuité visuelle entre les deux techniques de greffes.

Toutes étiologies Effectifs Acuité visuelle p
KP KLP KP KLP

Watson 2004 25 26 0 0,2 >0,05
Vabres 2004 10 10 0,13 0,12 0,55
Funnel 2006 20 20 0 0,2 0,035
Ardjomand 2007 15 17 0,023 0,196 0,035
Bahar en 2008 17 13 0,3 0,4 0,52
HAN 2009 100 25 0,27 0,34 0,23
Jones 2009 1136 | 234 0,24 0,24 0,4
Javadi 2010 35 42 0,15 0,18 0,12
Cohen 2010 30 11 0,22 0,2 0,82
Borderie 2011 142 142 0,35 0,35 >0,05
Kubaloglu 2010 - 234 - 0,15 -
Kim 2012 8 8 0,15 0,18 0,87
Notre série 50 41 0,18 0,17 0,77

Tableau 11 : tableau résumant les résultats des études antérieures en terme d’acuité visuelle a un an
post opératoire selon la procédure de kératoplastie toutes étiologies confondues

Kératocdne Effectifs Acuité visuelle p

KP KLP KP KLP

Watson 2004 25 26 0 0,2

Vabres 2004 10 10 0,13 0,12 0,55

Funnell 2006 20 20 0 0,2 0,035

Bahar en 2008 17 13 0,3 0,4 0,52

Han 2009 100 |25 0,27 0,34 0,23

Jones 2009 1136 | 234 0,24 0,24 0,4

Javadi 2010 35 42 0,15 0,18 0,12

Cohen 2010 30 11 0,22 0,2 0,82

Kubaloglu 2010 234 0,15

Kim 2012 8 8 0,15 0,18 0,87

Majavadi 0,15 0,18 >0,05

Notre série 50 41 0,18 0,17 0,77

Tableau 12 : tableau résumant les résultats des études antérieures en terme d’acuité visuelle a un an
post opératoire selon la procédure de kératoplastie réalisée pour kératocone.
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Maintenant, si I'on étudie le taux de patients recouvrant une acuité visuelle >5/10 en
post opératoire, nos résultats sont similaires a d’autres études.Tableaux 13 et 14
On remarque qu’a un an, dans la littérature, moins de patientspost KLP atteignent les 10/10, ce
qui traduit une vitesse de récupération plus lente dans les kératoplasties antérieures
lamellairesprofondes. Cette derniére constatation n’est pas retrouvée dans notre étude avec des
taux similaires statistiquement de patients a 10/108me a un an. Ceci peut s’expliquer en partie
par les proportions différentes des techniques chirurgicales employées (technique de la Big-
Bubble ou autres techniques avec stroma résiduel potentiel).

>5/10 KP KLP

Watson - 87 % -
Coombes - 64% -
Funnell 85% 68% >0,05
Olson 85% - -
Bourges 51% - -
Fontana - 85% _
Fogla - 92% _
Notre série 88% 83% >0,05

Tableau 13 : proportions de patients ayant une acuité visuelle
Supérieure a 5/10 émes a un an dans la littérature

10/10 KP KLP p
Watson 64% 32% >0,05
Funnell 70% 22% <0,05
Jones 33% 22% <0,05
Notre série 18% 22,5% >0,05

Tableau 14: proportions de patients ayant une acuité visuelle
a 10/10 émes a un an dans la littérature

[l faut tempérer I'impact de Funnell et Watson ou encore Bahar car leur KLP étaient
réalisées par la technigue de Melles donc les résultats ne sont pas strictement comparables.

Enfin, plusieurs études se sont penchées sur les facteurs potentiels,pouvant influer sur la
récupérationvisuelle apres kératoplastie antérieure lamellaire profonde.
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Ardjomand, montre que le niveau d’acuité visuelle serait corrélé a I'épaisseur du lit résiduel de
stroma avec un gain d’acuité visuelle moindre s’il est supérieur a 20 microns>3.

Tan, lui, compare les KLP dites descemetiques, obtenuespar la technique de la Big-
Bubble, et les KLP dites prédescemetiques, avec dissection manuelle stromale, et retrouve une
différence statistiquement significative entre les groupes KP et KLP prédescemetique, qui
n’'existe pas avec les KLPdescemetiques et avec I'ensemble des KLP 74,

De méme Borderie retrouve une meilleure récupération visuelle aprésune KP qu’au décours
d’une KLP avec dissection manuelle8’.

Ces résultats confirment que la présence d’un stroma résiduel diminue le potentiel de
récupération visuelle.

A contrario, d’autres séries retrouvent des résultats comparables entre les deux techniques ce
qui corrobore I'article de Busin, qui ne retrouve pas de gain d’acuité visuelle supplémentaire lors
de KLP assistée par micro-kératome(sensée réduire au maximum le lit stromal)®>.

En tant que limite de notre travail, on peut relever I'absence de subdivision de la série des
kératoplasties antérieures lamellaires profondes selon la technique employée (délinéation
viscoélastique, technique de la Big-Bubble réussie ou avortée) pour effectuer cette analyse
comparative.

Il. Supériorité de la kératoplastie antérieure lamellaire profonde sur la densité
endothéliale et la survie du greffon

1. La perte endothéliale

Comme l'avait indiqué entre autre Bourne en 1999, la principale cause de I’échec de
greffe (perte définitive de saclarté) est la décompensation lente et progressive par
décompensation endothéliale. Le succés d’une greffe est donc intimement lié a ses capacités de
réserve endothéliale et a son taux de perte endothéliale13:15.63,

Effectivement en cas d’altérations qualitatives et quantitatives des cellulesendothéliales, leur role
dans I’équilibre de I’hydratation stromale est mis a mal.

La perte physiologique endothéliale a été évaluée a 0,6% par an 18,et avec un stock initial de plus
de 3500 C/mm2, une cornée saine peut rester viable bien au dela de la durée d’une vie
humaine.
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Mais en réalité, le comportement d’un greffon n’est pas le méme, avec une accélération de la
perte endothéliale depuis son prélévement, en passant par sa conservation, le traumatisme
chirurgical puis son interaction avec le lit receveur.

Nos résultats mettent en évidence cette diminution continue de la densité cellulaire
endothéliale, mais significativement accrue aprés KP avec des taux de perte de 8,9% pour KLP et
40,7% pour une KP a un an.

Pour les 2 groupes, on se rend compte que le taux de perte postopératoire immédiat est majeur,
33% pour une KP versus 4% pour une KLP. En effet le stress chirurgical et les Iésions directes
lors de la procédure de kératoplastie entrainent une augmentation de I'apoptose.

La notion de I'accélération de cette perte aprés chirurgie avait été démontrée il y a 20 ans en
post chirurgie de la cataracte avec un taux de 7,8% de cellules perdues par an entre 3 et 5ans
post opératoires 96 et méme bien avant par Bron and Brown aprés kératoplastie dés 1974 97,

Uneétude en microscopie confocale de Feizi se penchait sur les changements de densité
cellulaire en kératocytes, en post-KLP immédiat. Il notait une perte endensité (sans traduction
clinique), venant conforter la notion de souffrance cellulaire cornéenne globale76.

Toutes les études comparatives qui s’y sont intéresséesmontrent le maintien d’unedensité
endothéliale supérieure pour la kératoplastie antérieure lamellaire profonde a 1, 2 et 3 ans
post-opératoire23.27.87,88,

Nos résultats sont similaires avec des valeurs de densités endothéliales significativement
supérieures pour les KLP aux différents pointages et avec un des taux de perte a 4 et 12 mois
trés significativement en faveur de la KLP.

Toutes indications de greffesconfondues, on retrouve dans la littérature des taux de perte post
KP autour de 34% a un an et entre 50 et 70% a 5ans37.63.79; et post KLP de 12% a un an et
autour de 22% a bans 15.:69.87,

Le taux de perte entre 3 et 5 ans est estimé a 7,8% par an aprés KP 18,

Les études s’intéressant uniguement au kératocone retrouventdes taux similaires , avec, en post
KP autour de 40% a 45 % a un et deux ans, et post KLP entre 6 et 14% a un et deux ans,
comparable a notre série 38:60.80,88,85,

Mais alors comment expliquer cette perte accrue de la densité cellulaire endothéliale
apres kératoplastie transfixiante ?
L’explication majeure réside dans les dommages causés en peropératoire. Alors que lors d’une
KLP, I’endothélium laissé en place est protégé par la membrane de Descemet ; au cours d’une
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KP, la trépanation du greffon et sa manipulation sont autant de raisons de le Iéser entrainant
I'apoptose cellulaire endothéliale. Il faudra donc entre autre veiller a protéger en continu cet
endothélium par un produit viscoélastique, pour empécher tout frottement irido-cornéen lors de la
réalisation des sutures.

En réponse a cette perte précoce une redistribution par migration des cellules restantes va
s’effectuer.

Dés les années 1980, des études histologiquesont mis en évidence une plus grande
densité endothéliale au niveau de la périphérie cornéennel06.106  Ceci est confirmé par Amann
plus recemment105 qui mesure également, en microscopie spéculaire, des densités cellulaires
endothéliales périphériques supérieures a 8% par rapport au centre cornéen.

Pour Joyce et certains autres auteurs19:35, |a migration endothéliale s’effectue dans les
deux directions, centrifuge et centripéte, pour aboutir a une distribution homogéne des cellules
sur I'ensemble de la surface endothéliale. In vitro, aprés stimulation des capacités sous-jacentes
de réplication des cellules endothéliales, Joyce retrouve des réponses de croissance similaires au
centre et en périphérie cornéenne.

Au contraire,d’autres études102.109.110 majoritairesont démontré la possibilité de mitoses et
la présence d’une migration a partir de la périphérie. Une activité Télomérase positive, marqueur
de cellules souches, a été identifiée a la périphérie endothéliale cornéenne dans plusieurs
études103,108,

Une étude, publiée récemment04, fait I'état d’'une organisation cellulaire endothéliale
périphérique spécifique, a I'origine d’une migration centripéte prédominante. En effet,
I’'examenmicro-anatomique des 200 um périphériques endothéliaux retrouve une organisation
cellulaire en grappes, avec des rangées cellulaires radiaires centripétes a haute densité
endothéliale. Ces cellules périphériques expriment moins de marqueurs de différentiation que les
cellules centrales mais plus de marqueurs d’expression de cellules souches ou progénitrices.
Dans ces rangées cellulaires radiaires, un polymorphisme accru est remarqué, indiquant une
perte des jonctions intercellulaires et ainsi un potentiel de mobilité augmenté, argument
supplémentaire de cette notion de migration centripéte.

La perte cellulaire endothéliale initiale traumatique se localisant principalement au centre
cornéen, on imagine une migration cellulaire centripéte, a point de départ périphérique, d’autant
plus aprés ces résultats.

Ce sont donc, en partie, les cellules de I'anneau receveur qui vont y participer. On peut alors
supposer que le nombre initial préopératoire du receveur, voire I'age du receveur, influencent
ensuite I’évolution de la densité endothéliale.

Or d’aprés nos résultats cela ne semble pas étre le cas puisqu’aucune corrélation significative n’a
pu étre mise en évidence pour ces parameétres.

On peut y ajouter la notion de non corrélation retrouvée entre taille du greffon et perte
endothéliale(Figurel7) : le fait de conserver un lit receveur plus étendu n’influence pas la
migration et la répartition cellulaire.

Ce résultat négatif doit étre tempéré : en effet la mesure spéculaire est effectuée

uniguement en cornée centrale et ainsi, une étude spécifique sur la population endothéliale
périphérique et son comportement migratoire serait nécessaire, associée a un examen du limbe
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et du trabéculum , ou, selon les études, les marqueurs de cellules souches et le potentiel
mitotique sont les plus importants.

Notons que la taille de notre échantillon et le manque de données préopératoires
disponibles pour un certain nombre de patients peuvent diminuer la puissance statistique.

Par ailleurs,on peut se demander si la matitrise de la technique de KLP influence la perte
endothéliale ensuite.
Il s’averequ’il n’y a pas de différence significative en termes de taux de perte, selon nos données
entre les premiéres KLP réalisées (avant 2005) et les suivantes (aprés 2005). Cela ne veut pas
obligatoirement dire qu’il n’y a pas de différence mais qu’on ne peut pas le démontrer, car
I’échantillon est relativement petit. On aurait effectivement pu penser que au début de la courbe
d’apprentissage de la technique chirurgicale, pour les premiéres greffes réalisées, le traumatisme
chirurgical serait plus grand ; ce qui ne semble pas étre le cas.
Mais il y a peut étre eu plus de conversions peropératoires de KLP en KP a cette période.

Mais par contre, la survenue d’'une microperforation descemetique per-opératoire accroit
la perte endothéliale secondaire, démontrant I'importance du stress chirurgical sur la
décompensation endothéliale a long terme du greffon, avec des taux de perte endothéliale de
13,17% en I'absence de perforation versus 24,63% en cas de perforation a un an(Figure 12)
Malgré cette accentuation de la vitesse de perte, la survie des greffons avec microperforationest
de 32,5 ans, trés supérieure encore a celle d’'une KP. Donc en cas de survenue peropératoire
d’une microperforation, il ne faut pas convertir et s’évertuer a poursuivre une dissection
prédescemetique.

A contrario, nous n’avons pu démontrer le caractére délétére éventuel de la présence d’un
décollement descemetique post-opératoire immeédiat, a cause d’un nombre trop faible de patient
et d'un manque de puissance statistique.

Mais si on étudie le sous-groupe des KLP qui a la fin de notre suivi présentedes densités
endothéliales basses a moins de 1000/mm?2, il apparait que pour trois patients sur quatre,la
perte est surtout importante initialement, ceux-ci ayanten effet présenté un décollement
descemetique et une réinjection d’air en chambre antérieure en post opératoire immédiat (et
deux d’entre eux avaient eu une microperforation). Cette constatation est en faveur du réle du
déroulement du geste chirurgical sur la perte endothéliale ultérieure.

Néanmoins, apres la perte initiale, on ne retrouve pas le taux de perte physiologique,
méme a dix ans de distance post opératoire 22, et ce pourquoi ?
Les explications avancées sont celles de possibles interactions cellulaires néfastes entre donneur
et receveur, de I'accélération de I'age cellulaire, de certaines Iésions liéesa une hypertonie
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oculaire éventuelle, et de la persistance de viscoélastique dans I'interface des KLP malgré le
rincage.

D’autre part,déjasoulevée par des études précédentes, la question de I'influence de I'age
du donneur n’est pas tranchée. Elle concerne évidemment les KP, et dans notre étude aucun lien
significatif n’est retrouvé.

Le Cornea Donor StudyGroup®3, étudiant des KP réalisées pour dystrophie de Fuch’s ou
décompensation endothéliale du pseudophaque, retrouvait, a 5 ans, une perte cellulaire
endothéliale accrue, Iégérement, mais de facon significative, lorsque I'age du donneur est
supérieur a 65 ans.

Quant a Bournel5, méme s’il montrait une association entre perte et age du donneur, celle-ci
n’était significative qu’a 12 mois post opératoire (29 % si age<25 ans, 34% si entre 26 et 49 et
38% > 50 ans)et non a 3 ans.

De méme, Lass retrouvait comme facteur d’influence I’age inférieur a 40 ans uniquement en
analyse multi-variée (associé au diameétre du greffon >8mm)83,

Au contraire plusieurs études, comme la nbtre,concluent a la non incidence de I'adge du
donneur12.9899,
L’absence de lien mis en évidence pourrait s’expliquer en partie par le biais lié a 'age des
donneurs, pour la majorité supérieure a 40 ans comme dans notre série ou 40% ont plus de 40
ans et 20% plus de 60 ans, ce qui diminue les chances de significativité statistique.
Il N’y a donc pas lieu a I'heure d’aujourd’hui de limiter 'age des donneurs de cornées potentiels.

Par ailleurs, nos résultats rejoignent ceux de la littérature,qui s’accordenten majorité, sur

I'absence de corrélation entre durée de conservation en organoculture et perte endothéliale
31,63,98,

2. Survie du greffon

En comparaison avec la série de Borderie et al, nos résultats coincident pour les KLP, avec
pour ce dernier une durée retrouvée de 49 ans,alors que dans notre étude les KP perdent plus
vite leurs cellules et leur survie est réduite par rapport au 17, 3 ans de la série de Borderie 87.

Le taux de survie d’'une KP pour kératocone calculé dans la littérature a 10 ans oscille
grandement, entre 48 et 90% 32.68,

A 5 ans post opératoire, dans notre série les KP ont perdu plus de 50% de leur cellules
endothéliales contre seulement 20% pour les KLP, comparable aux résultats de Borderie
(respectivement 50% et 22,3%)
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D’autre part, on peut penser que la survenue d’un rejet endothélial gréve le capital
endothélial et la survie du greffon.

D’aprés I'exploitation de nos données, il s’avérerait que non, car les 4 patients de notre série
concernés, ont une durée de survie de 12 ans, ce qui est méme supérieure a la moyenne de leur
groupe.

De mémelng, ne retrouvait pas d’accélération du taux de perte pour les greffes ayant subi un
épisode de rejet 22,

Dans I'avenir, les perspectives d’amélioration de la survie des greffons passent par les
voies de recherche sur la stimulation endothéliale, méme si parallélement des améliorations
techniquesultérieures peuvent permettre de réduire I'impact chirurgical.

La preuve de la conservation d’une certaine capacité de prolifération par 'endothélium a été
démontrée dans des études ex vivo avec I'observation de mitoses dans certaines régions focales
de I'endothélium, et de I'expression d’un facteur de transcription, le E2F2, participant a
I'induction de la phase S du cycle de réplication cellulaire.

Les voies de recherche portent donc sur la possibilité d’augmenter ces capacités en levant
I'inhibition in vivo de I'activité de réplication. Les explications avancées de cette inhibition
sont :I'absence de réponse positive au growth factorsprésent dans I’lhumeur aqueuse et ou la
membrane de Descemet, le manque de stimulation autocrine par les facteurs de croissances
synthétisés par les cellules endothéliales, la suppression du cycle C induit par TGF beta 2 de
I’'hnumeur aqueuse, I'inhibition de contact induite par la formation de jonctions matures
intercellulaires.
L’intérét se porte aussi sur la cycline kinase p27 protéine qui est un important médiateur de cette
inhibition.

Par ailleurs, bien qu’hypothétique, on pourrait alors envisager la possibilité
d’implantations toriques, pour gérer I'astigmatisme résiduel important chez des patients
relativement jeunes ayant bénéficiés d’une KLP. Au vu de la connaissance de la cinétique de la
perte endothéliale, on peut imaginer cette implantation a distance de la greffe et du traumatisme
initial, chez un patient a fort potentiel endothélial. Malgré cette durée de survie trés satisfaisante,
I'implantation de type pré-cristalinienne serait a privilégier par rapport a celle en chambre
antérieure pour ainsi limiter I’'accélération de la perte cellulaire endothéliale. Mais on imposerait
un nouveau traumatisme chirurgical délétére au greffon, ce qui tempére sa pertinence.
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3. le comptage cellulaire

On ne peut étudier I'’évolution des indices spéculaires sans évoquer la fiabilité de leur
mesure.
En effet, I'évaluation in vivo de I'endothélium cornéen, en pratique courante, a été rendue facile
grace a l'invention de microscope spéculaire de maniement aisé, utilisant des méthodes de
comptage semi-automatiques.

Plusieurs études se sont penchées sur leur reproductibilité et ont comparé leurs résultats.
Il s’aveére que, si, par appareil, la reproductibilité interindividuelle est bonne, leur utilisation n’est
pas interchangeable (avec des résultats de mesures significativement différents)45.71,

A savoir, qu’il n’existe pas encore de méthode de comptage automatique fiable.
Cet élément n’influence pas notre étude puisque toutes nos mesures ont été effectuées par le
méme appareil.

En revanche, la problématique de la méthode de comptage est intéressante. En effet, il a
été démontré que la précision du comptage dépend du nombre de cellules endothéliales
mesurées dans I'aire cornéenne : plus on mesure de cellules et plus on nivelle les irrégularités de
taille cellulaire selon les zones.

Plusieurs auteurs s’accordent sur un nombre de cellules requises minimal de 75
cellules10:180Qhno, lui, fixe la barre a 50 cellules 22,

Or dans notre étude, les mesures ont été effectuées, lors des consultations, par la méthode
d’analyse simplifiée du SP 2000p Topcon, avec laquelle on ne marquait manuellement que dix
cellules environ ; ce qui diminue la fiabilité de nos mesures (etexplique par exemple qu’une
mesure soit plus importante qu’une antérieure a quelques mois pres)

Cet appareil offre la possibilité d’obtenir une analyse de plus grande précision de I'aire
photographiée, de 0,03mm2( équivalent a 75 cellules), grace a I'utilisation du systéme de réseau
IMAGE, unité de traitement d’'image ; mais ceci est consommateur de temps...

Certains facteurs peuvent, par ailleurs, influencer la qualité du comptage.
Pour Sturrock 100 en 1978, les mesures par microscope spéculaire seraient moins reproductibles
si I’agedu patient est supérieur a 50 ans ou en cas de densité cellulaire endothéliale inférieure a
2300 C/mm2. Or, cela concerne une grande partie de nos sujets.

En cas de cornée non saine ou en post opératoire immédiat, comme on peut s’y attendre, les
mesures sont moins aisées et doivent étre répétées ( 3 fois au minimum)>3L, Szaklik, propose
méme de privilégier I'utilisation, en post opératoire immédiat (sans préciser le délai),du
microscope confocal, qui serait plus performant pour analyser de facon fiable la densité
cellulaire endothéliale52.
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La mesure des greffons, avec leur interface éventuelle, leur trouble de surface, leur astigmatisme
s’avere donc plus difficile a effectuer.

Ces éléments peuvent donc interférer avec les résultats de densité cellulaire endothéliale de
notre étude.

A noter, enfin, que I’évaluationendothéliale, exercée par la BMT,du greffon, elle, ne souffre
pas beaucoup de contestations. Cette méthode a démontré sa fiabilité, sa supériorité par rapport
au microscope spéculaire.

Ses défauts sont ceux du manque de calibration réguliere du microscope, des différences de
stratégie de comptagepouvant étre employées entre les banques ,et de I'expériencevariable des
personnes effectuant ce comptage*©.

Pour notre étude, il n’y a peu de réservede ce point de vue la puisque la méthode de comptage
de la BMT de Nantes est la méme depuis1992et les technicien(ne)s expérimenté(e)s.

lll. Les avantages associés a la kératoplastie antérieure lamellaire profonde

L’administration de corticoides locaux en postopératoire est indispensable en prophylaxie
du rejet immunitaire. Il n’existe pas de standardisation pour leur durée d’administration méme si
il est d’'usage de les maintenir au minimum 6 mois.

Cependant ceux-ci ne sont pas inoffensifs, et notamment pourvoyeurs d’hypertonie oculaire et
d’opacification cristallinienne.

Or on note que leur administration est substantiellement réduite aprés une kératoplastie
antérieure lamellaire profonde par rapport a une kératoplastie transfixiante : 13,2+ 7 mois
versus 25,6+ 11 mois. Il semblerait méme que cette durée soit supérieure a la littérature.(Noble
9 moistoutes indications confondues et Ardjomand pour kératocone médiane de 9 mois pour KP
et 5 mois pour KLP avec une différence statistiquement significative). A un an, les corticoides
sont arrétés pour 70% des KLP contre 22% des KP ; la encore avec des résultats différents de
Funnell(85% vs 25%)

Méme si le risque de rejet est moindre dans le kératocdne par rapport a d’autres pathologies et
gue la prescription de corticoidesest plus courte méme aprées kératoplastie transfixiante, il n’en
demeure pas moins que les patients sont jeunes et,que chez ceux-ci une hypertonie oculaire non
réversible est plus problématique.
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Cet avantage est dépendant d’un autre atout de la KLP, celui de I'ablation plus précoce
des sutures, grace au rdle de support de la membrane de Descemet et au principe méme de non
transfixiance.

Avec une différence significative,et des délais de respectivement 14,4+ 7 mois et 24,5+ 10 pour
les KLP et KP, notre série parait Iégerement au-dessus des données de la littérature, plutt
autour de 12 mois post KLP et 20 post KP 3853,

La gestion des sutures est loin d’étre codifiée. En effet, méme si I'ablation peut débuter dés 4
mois postopératoires, le rythme ensuite va dépendre de I'astigmatisme cornéen, de I'acuité
visuelle de la présence de fils détendus. Ainsi on peut étre amené a laisser en place des sutures
si on obtient un astigmatisme minime avec une bonne acuité visuelle corrigée, en I'absence de
signe de mauvaise tolérance.

L’effet de I'ablation des sutures et les modifications tectoniques et architecturales de la cornée,
jouant sur I'astigmatisme et la topographie nécessitentune étude plus approfondie.

Il faut noter également que la présenceécourtée de fils participa a la diminution de la survenue
d’abceés infectieux cornéen, avec dans notre série I'absence de cette complication dans le groupe
KLP, et a un taux trés faible dans la littérature®9.85,
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CONCLUSION

La kératoplastie antérieure lamellaire profonde est depuis plusieurs années défendue par
de nombreuses études.
Son mérite majeur, indiscuté, est celui de la sécurité immunologique, prévenant le rejet
endothélial.
D’autres atouts, évidents, comme ceux de la procédure (extra-oculairediminuant les risques
d’endophtalmie, de synéchieiridocornéenne et d’hémorragie expulsive), de I'ablation plus précoce
des sutures et ainsi de la réduction de la durée de la corticothérapie,sont aisEment
compréhensifs.

A plus long terme, la conservation endothéliale du receveur s’accompagne d’une viabilité plus
longue du greffon, en abaissant le taux de décompensationendothéliale par perte cellulaire
progressive.

La durée de vie d‘une greffe par kératoplastie antérieure lamellaire profonde de 50 ans, soit plus
de 4 fois celle d’'une kératoplastie transfixiante mérite bien la concession par le chirurgien de
I'allongement du temps opératoire et de I'apprentissage technique.

Ceci permet d’éviter une seconde greffe ultérieurement chez ces jeunes patients.

Enfin un autre atout, non des moindres, est celui de pouvoir optimiser I'utilisation des greffons et

disposer de plus de greffons disponibles.

Au vu de ces éléments, et ce d’autant plus que I’évolution des techniques a permis de
niveler lesrésultats fonctionnels, nousplaidons pour que la kératoplastie antérieure lamellaire
profonde s’impose comme la technique de choix en premiére intention dans le kératocone.
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Evaluation de la perte endothéliale et de la durée  de vie des greffes cornéennes pour
kératocone, avec comparaison entre kératoplastie tr  ansfixiante et kératoplastie
lamellaire antérieure profonde
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RESUME

Le kératocone est une dystrophie cornéenne qui nécessite dans 20% des cas le recours a une
kératoplastie qui peut s’effectuer de maniére transfixiante ou lamellaire antérieure profonde.

La perte endothéliale progressive apres la kératoplastie aboutit a la perte de transparence du

greffon par défaut de régulation de I'hydratation cornéenne.

Le but de notre travail est de comparer ces deux techniques chirurgicales, principalement en

termes d’évolution cellulaire endothéliale et de survie du greffon.

Si les résultats fonctionnels sont comparables, ce n’est pas le cas pour la perte

cellulaire endothéliale qui est accrue séverement aprés kératoplastie transfixiante par rapport a la
kératoplastie antérieure lamellaire profonde. La perte est surtout majeure en post-opératoire
immédiat liée au traumatisme chirurgical initial.

En conséquence, la survie de la greffe, calculée a 50 ans, est quadruplée aprés une kératoplastie
antérieure lamellaire profonde par rapport a une kératoplastie transfixiante réduite a 10,4 ans.

Cet atout majeur, qui vient s’ajouter acelui de sa sécurité immunologique, place encore d’avantage la
kératoplastie antérieure lamellaire profonde comme technique chirurgicale de choix dans le traitement du

kératocoOne.
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