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Résumé

Introduction : La cécité cornéenne est la 4° cause de cécité dans le monde et la greffe de cornée
demeure le seul traitement accepté. Toutefois, dans bien des pays, les banques d'yeux n'arrivent
pas a répondre a la demande et il existe un besoin croissant pour des alternatives aux cornées
humaines. De plus, chez les patients souffrant de pathologies cornéennes avec inflammation sévére,
le pronostic d’une greffe est a haut risque de complications, d’échec et de perte de vision compléte.
Il est donc nécessaire de développer des implants capables de dépasser les importantes limites des

greffons natifs humains pour ces patients a haut risque.

Objectif : Développer et évaluer diverses techniques d’examens cliniques permettant de mesurer
la biocompatibilité et la performance de substituts cornéens biosynthétiques implantées dans des

cornées humaines ex vivo et in vivo, en vue de leur implantation ultérieure chez I’humain.

Méthodes : Des protocoles chirurgicaux ont été développés et testés avec des substituts cornéens
solides et liquides. La lampe a fente, la tomographie par cohérence optique, la tonométrie,
I’esthésiométrie, la pachymétrie par ultrasons, la microscopie spéculaire et confocale, la
topographie de la surface cornéenne, ainsi que I’angiographie ont été optimisées pour les modeles
ex vivo humain et in vivo animal. Enfin, le prélévement, [’entretien et la préparation des tissus
cornéens frais ont été adaptés pour des €tudes futures de 1’histopathologie, de la microscopie

¢électronique par transmission et de I’immunohistopathologie.

Résultats et analyses : Les procédures développées ont généré des données permettant de
comprendre I’impact des implants dans le tissu cornéen dans le but de perfectionner les implants
injectables et de mettre en évidence la régénération cornéenne des implants in vivo. Les défis
rencontrés lors du développement des techniques d’examen et leur solution ont également été

recueillis.

Conclusion : Ces techniques utilisées a travers les deux mod¢les étudiés ont permis de recueillir
des données préliminaires qui serviront a I’élaboration et I’optimisation d’un implant injectable qui

sera testé chez les patients a haut risque de rejet dans le cadre d’un essai clinique.

Mots-clés : cécité cornéenne, substitut cornéen biosynthétique, kératoplastie intrastromale



Abstract

Introduction: Corneal blindness is the 4" leading cause of blindness in the world and corneal
transplantation remains the only accepted treatment. However, in many countries, eye banks are
failing to meet demand and there is a growing need for alternatives to human corneas. In addition,
in patients with corneal pathologies with severe inflammation, the prognosis of a transplant is at
high risk of complications, failure and complete loss of vision. It is therefore necessary to develop
implants capable of exceeding the important limits of native human grafts for these high-risk

patients.

Objective: To develop and test various clinical examination techniques to measure the
biocompatibility and performance of corneal biosynthetic substitutes on ex vivo human corneas and

in vivo feline corneas, for a subsequent implantation in humans.

Methods: Surgical protocols were developed and tested with solid and liquid corneal substitutes.
Slit lamp, optical coherence tomography, tonometry, esthesiometry, ultrasound pachymetry,
specular and confocal microscopy, corneal surface topography, and angiography were optimized
for ex vivo human corneas and in vivo animal models. Finally, the collection, maintenance and
preparation of fresh corneal tissue were adapted for future studies of histopathology, transmission

electron microscopy and immunohistopathology.

Results and analyzes: The developed procedures have generated data to understand the impact of
implants in corneal tissue in order to improve injectable implants and highlight the corneal
regeneration of implants in vivo. Challenges encountered in the development of examination

techniques and their solution were also collected.

Conclusion: These techniques used across the different models have yielded preliminary data that
will be used to develop and optimize an injectable implant that will be tested in patients at high

risk of rejection as part of a clinical trial.

Keywords: corneal blindness, corneal biosynthetic substitute, intrastromal keratoplasty
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Avant-propos

Ce mémoire traite des fruits des travaux de recherche effectués du mois de juin 2017 au mois d’aott
2018, au centre de recherche BioFemtoVision de 1’Hopital Maisonneuve-Rosemont a Montréal,

Canada au sein de 1’équipe de Dre Isabelle Brunette.

La premicére partie de ce travail consiste en 1I’exploration de la physiologie de la cornée humaine et
du mécanisme par lequel différentes pathologies peuvent venir perturber son équilibre précaire a
travers le monde. Afin de remédier aux maux de la cornée, nous serons amenés a comprendre
quelles sont les méthodes utilisées actuellement en clinique pour traiter ces pathologies et a réaliser
I’importance de la recherche sur les bio-implants. Puis, nous discuterons du développement d’un
programme d’évaluation translationnelle des implants biosynthétiques implantés dans des cornées

animales in vivo et dans des cornées humaines ex vivo, ainsi que des résultats qui en ont découlé.

La présentation et I’analyse des résultats de I’étude in vivo chez le félin sont le fruit des travaux de
collaboration de Frangoix-Xavier Guériot et de moi-méme. FX a soutenu publiquement sa thése de
médecine portant sur le modele animal a 1’étude, a I’Université de Grenoble en France le 19
septembre 2019. Le « Tableau 3 » et certaines figures montées par FX pour sa thése (en utilisant
des photographies que j’ai prises ou des données que j’ai colligées avec son aide et celle du
laboratoire) ont été adaptées et annotées par moi dans le présent ouvrage (ces figures sont marquées
par : © ASB et FX). L’utilisation de ces informations a été faite avec I’accord de FX. Toutes les
autres figures ont été obtenues avec ’autorisation des détenteurs des droits d’auteurs, le cas

échéant. Le manuscrit du présent mémoire est un travail original.

Concernant I’étude ex vivo, les implants injectables sont trés couteux a produire et chaque opération
chirurgicale nécessite la participation active d’un grand nombre d’intervenants (chimistes,
chirurgiens, assistants, etc.). Dans le but d’optimiser les cofits et parce qu’il s’agit avant tout d’un
projet novateur, plusieurs expériences de petits échantillons ont été réalisées 1’une apres 1’autre,
chacune tentant de répondre aux questions et problématiques soulevées par la précédente. Seront
donc présentées ici ces diverses expériences, dans I’ordre chronologique de leur réalisation. Pour
chacune des expériences, nous analyserons au fur et a mesure ce que les résultats indiquent afin de
mieux comprendre le raisonnement derriere les modifications apportées aux expériences

subséquentes. Chaque expérience permettait de recueillir des données sur le succes de la



formulation de I’'implant comme tel, mais aussi sur les procédures chirurgicales et la collecte de
données cliniques. L’¢laboration et ’amélioration des formulations d’implants, en plus de leur
réticulation a la lumiére bleue, étaient uniquement du recours du laboratoire d’Emilio Alarcon
(EA), PhD, a ’'UOHI et ne sont pas le sujet principal du présent ouvrage. Plus spécifiquement, la
conception et la préparation des implants présentés dans les expériences ex vivo sont le fruit des
travaux de Dr Marcelo Mufoz, PhD. De plus, lorsqu’une nouvelle formulation était essayée, il
n’était pas toujours possible d’obtenir la recette exacte du laboratoire d’EA qui utilisait parfois des
noms de code pour ce faire. La partie chirurgicale et clinique sera donc celle qui sera discutée dans
plus de détails ici, mais seront également mentionnés les objectifs spécifiques de 1’équipe d’EA

pour chaque expérience.

La totalité¢ des expérimentations a été réalisée sous la supervision de ma directrice de recherche,
Dre Isabelle Brunette, et de ma co-directrice, Dre May Griffith, PhD, en partenariat avec Dr Emilio
Alarcon, PhD. Mon réle au sein de I’équipe était de mettre au point les protocoles de recherche
visant I’amélioration des résultats anatomiques et fonctionnels des chirurgies, d’organiser et
d’aider au bon déroulement des chirurgies, de faire le suivi pré- et postopératoire des sujets de

recherche ainsi que de collectionner et de synthétiser les données cliniques.
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1 — Introduction

1.1 La cécité cornéenne dans le monde

La cornée est la partie antérieure de I’ceil a travers laquelle la lumicre doit passer pour arriver a la
rétine. Elle possede deux propriétés essentielles a la vision. D une part, elle est responsable du 2/3
de la réfraction totale de la lumiére et joue donc un role primordial dans I’acuité visuelle, le reste
de la réfraction étant assumée par le cristallin.! D’autre part, grace a sa trés grande transparence,
elle assure un passage maximal de la lumicére du milieu extérieur vers la rétine. En présence
d’anomalies réfractives, il existe de nombreux procédés chirurgicaux permettant de modifier la
forme de la cornée pour restituer sa fonction optique. Cependant, les choix sont beaucoup plus
limités lors d’une perte de transparence pathologique ou accidentelle. En effet, 1’option

thérapeutique la plus largement acceptée pour traiter la cécité cornéenne est la greffe de cornée.?

La cécité cornéenne représente la 3° cause de cécité dans le monde® et, en 2010, on estimait a 4,9
millions le nombre d’individus touchés par la cécité cornéenne bilatérale, alors que la cécité
unilatérale en affecterait prés de 23 millions.? Des données plus récentes montrent qu’en 2017,
I’opacité cornéenne, toutes causes confondues, était la cause de cécité de pres de 4,2% des gens
aveugles.* En Inde et en Afrique, la cécité cornéenne serait en cause chez 14,6-15,4% et 11-30%
des cas.’” Dans ces régions, les maladies de la cornée sont étroitement associées a la pauvreté et
sont associées a une réduction marquée de l'espérance de vie, en particulier chez les enfants.
L’intervention aupres des communautés les plus pauvres permet notamment de limiter 1I’impact des
déficiences en vitamine A, de la rougeole, du trachome, de I’ophtalmie néonatale, des traumas, des
ulcéres cornéens et de I’utilisation dangereuse de remédes traditionnels.® Toutefois, lorsque la

prévention est un échec et que la cécité est irréversible par des traitements médicaux, la

transplantation cornéenne devient nécessaire.

Alors que 82% de la cécité mondiale touche les personnes dgées de 50 ans et plus, dans les pays
en développement, la cécité cornéenne, comparativement aux autres formes de cécité, affecte une
population nettement plus jeune® : les greffes de cornée sont donc potentiellement plus rentables
dans ces pays, en termes d’années de vie fonctionnelle gagnées, que la chirurgie de cataracte. Les
banques d’yeux sont cependant loin de répondre efficacement a la demande en greffons cornéens,

celle-ci ne cessant de s’accroitre méme dans les pays développés.®'? En effet, le principal obstacle



a la réduction de la cécité cornéenne est le manque généralisé de tissus de donneurs a un codt

raisonnable.

Au niveau mondial, pres de 185 000 kératoplasties ont été réalisées en 2012, la majorité étant aux
Etats-Unis, en Inde et au Brésil.!> Cependant, ce chiffre ne répond adéquatement qu’au tiers des
besoins, la moitié des patients qui auraient besoin d’une transplantation cornéenne n’y ayant pas
acceés.'® En effet, dans bien des pays en développement, les services de transplantations sont sous-
optimaux, notamment a cause du manque de ressources humaines qualifiées, de chirurgies
inefficaces, de lois restrictives, d’une infrastructure de distribution insuffisante, du cott élevé des
supports de stockage a long terme, de normes médicales mal implantées et de facteurs
socioculturels associés au don d'organes.? Par ailleurs, dans les pays développés, les chirurgies
comme la kératectomie photoréfractive (PKR) et le laser in situ keratomileusis (LASIK) pour
corriger certaines erreurs réfractives (myopie, hypermétropie et astigmatisme) deviennent de plus
en plus populaires et rendent les cornées inutilisables pour la greffe.!* Heureusement, les
techniques chirurgicales de greffe de cornée continuent de progresser dans le monde entier en la
faveur des procédures lamellaires, comme la kératoplastie lamellaire antérieure et la kératoplastie
endothéliale, se limitant au remplacement sélectif de la couche cornéenne malade. L'adoption de
ces techniques dans les pays en développement promet d’améliorer les résultats visuels a long
terme grace a des suivis moins intensifs et plus faciles a respecter, ainsi qu’a une diminution des
taux de rejet de greffe, de glaucome induit par les stéroides et de complications liées aux sutures. '
Les techniques lamellaires peuvent également aider a élargir I’offre cornéenne en permettant a un
donneur de cornée de restaurer la vue chez deux receveurs,' en plus de faciliter I'utilisation de
cornées a faible densité de cellules endothéliales ainsi que de celles conservées plus d’un an dans

des supports de stockage telle que la glycérine.!’

Or, méme si une solution est trouvée au probléme d’accessibilité aux tissus cornéens, chez les
patients souffrant de pathologies cornéennes avec inflammation sévére (maladies auto-immunes,
brilures chimiques, infection HSV, etc.), de glaucome ou de maladies de la rétine, le pronostic
d’une greffe est a haut risque de complications, d’échec et de perte de vision compléte.'32° Ces
patients doivent souvent subir de nombreuses chirurgies et leur risque de devenir complétement
aveugle augmente proportionnellement au nombre d’échecs des greffes qu’ils subissent.'*2! Les
prothéses cornéennes (kératoprotheses : KPro) sont en constante amélioration et la KPro de Boston

commence a faire ses preuves dans les pays en développement comme alternative a la
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kératoplastie,?? mais elle demeure un moyen de dernier recours.?* Tous ces problémes ont ainsi mis
de I’avant le besoin criant d’une solution alternative aux tissus humains pour la greffe de cornée,
tant pour la pénurie de tissus humains qui s’accroit que pour les patients a risque ¢levé. C’est ici
qu’entrent en jeu les implants cornéens biosynthétiques. Toutefois, pour pouvoir synthétiser une
cornée artificielle de toute piece, il faut savoir comment chacune de ces « pieces » fonctionne chez

une cornée normale.
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1.2 L’anatomie fonctionnelle de la cornée

La cornée est la couche a la surface de I’ceil a travers laquelle la lumicre doit tout d’abord passer
pour arriver a la rétine (Figure 1). Grace a sa composition et a sa courbure, la cornée permet de

transmettre les rayons lumineux de I’extérieur vers la rétine en minimisant la dispersion optique.?*

Dua's layer

Descemet's
membrane

Endothelium

Cornea
Anterior chamber

Iris
Trabecular meshwork

Ciliary body Lens

Zonular fibres -

Figure 1. Coupe axiale schématique de 1’ceil humain.

(a) portion antérieure de 1’ceil; (b) section histologique schématique des 6 couches de la cornée; (c)
microscopie confocale in vivo de I’endothélium cornéen. Tiré de Navaratnam et coll.>

Chez I’adulte, le diametre cornéen moyen est de 11,5 a 12 mm sur ’axe horizontal et de 10,5 a
11,5 mm sur ’axe vertical.?> 26 L’apex cornéen est défini comme son point le plus courbe ou
« pointu ».?” La cornéenne normale a une épaisseur a I’apex de 536 + 31 um.?® La cornée s’épaissit
en périphérie, et 2 7 mm de 1’apex cornéen, elle se peut se rendre a 582 + 33,41 pm.?> 3" La cornée
n’a une forme ni réguliére ni sphérique parfaite : la courbure centrale antérieure de la cornée est
d’environ 7,72 + 0,27 mm, mais sa surface devient évasée en périphérie.’!:3? De plus, a cause de
I’épaississement cornéen périphérique, sa surface interne (ou postérieure) concave est plus courbe
que sa surface antérieure convexe, avec un rayon de courbure central postérieur environnant les
6,24 + 0,34 mm.>*>3* Ce sont ces différentes courbures, ainsi que la différence entre ’indice de
réfraction de 1’air (1,000), du film lacrymal (1,337)* et de la cornée (1,376)° qui lui permettent de
participer a la majeure partie de la concentration des rayons lumineux sur la rétine, avec un pouvoir

réfractif de 44,60 + 1,68 D.3” Cependant, la cornée est bien plus qu’une simple lentille et chacune
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de ses couches posseéde un role physiologique qui leur est propre. La cornée est composée de trois
couches cellulaires distinctes, soit un épithélium, un stroma et un endothélium, séparées les unes
des autres par des membranes spécialisées, soit la membrane de Bowman sous 1’épithélium et la
membrane de Descemet soutenant I’endothélium. Une sixiéme couche de la cornée a récemment
été décrite, la couche de Dua, qui est acellulaire, mesure 10,15 + 3,6 um d’épais, est surtout
composé de collagéne I et se situe entre la membrane de Descemet et le stroma.>® Cette couche ne

sera pas discutée plus en détail ici.

1.2.1 Epithélium et film lacrymal

L’épithélium cornéen est la couche cellulaire la plus antérieure de la cornée et elle repose sur la
membrane de Bowman. Composé 5 a 7 couches de cellules épithéliales squameuses stratifiées non
kératinisées, 1’épithélium constitue approximativement 10% (40 pum) de I’épaisseur cornéenne

totale.3> 3

L'épithélium est recouvert d'un film lacrymal qui protége la cornée de la déshydratation et qui lisse
les micro-irrégularités de sa surface antérieure, ce qui lui permet d’avoir des propriétés optiques
optimales.’! *° En fait, I’épithélium, le film lacrymal et les paupiéres ont une relation symbiotique
tant au plan anatomique que physiologique, et communiquent par des signaux endocrinologique,

neurologique, vasculaire et immun.*!

L’¢épithélium cornéen est constitué de trois principales couches cellulaires : superficielle,
intermédiaire et basale. Les deux ou trois rangées antérieures contiennent des cellules polygonales
pavimenteuses.*> Le film lacrymal, quant a lui, peut étre divisé en deux couches, soit la couche
lipidique, en contact avec I’air, et la couche mucineuse, qui repose directement sur 1’épithélium.
Cette derniére est sécrétée par les cellules a gobelet situées dans la conjonctive et s’associe au
glycocalix des cellules superficielles de I’épithélium cornéen pour permettre la propagation
hydrophilique et la répartition uniforme des larmes a chaque battement de paupiére.** Ceci permet
au film lacrymal d’étre la premiere ligne de défense cornéenne contre 1’invasion microbienne, et
contre les dommages chimiques et mécaniques provoqués par des corps étrangers. De plus, au
niveau des cellules épithéliales superficielles, on retrouve des jonctions serrées sur leur paroi
latérale (zonula occludens) les reliant entre-elles et formant une barriére physique qui permet de
garder les larmes, les gouttes ophtalmiques, les toxines et les pathogeénes hors de 1’espace

intercellulaire.’!
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Sous les cellules superficielles, on retrouve les cellules intermédiaires — ou cellules ailées —
disposées en deux a trois rangées. Celles-ci sont dans un état de différentiation intermédiaire entre
les cellules basales et superficielles. Elles ont une forme cuboide et sont aussi connectées par des

jonctions serrées.**

Enfin, la couche la plus profonde de 1’épithélium est la couche de cellules basales.*> Fortement
polarisées, ces cellules mesurent prés 20 pm de haut et sont connectées latéralement par des
jonctions communicantes et des zonula adherens.*® Les cellules basales reposent sur une
membrane basale a laquelle elles adhérent grace a des hémidesmosomes.*® Cette membrane,
épaisse de 0,05 um, est sécrétée par les cellules basales et les kératocytes du stroma et est composée
principalement de collagéne de type IV, de laminines et d’autres protéines.*”** La membrane
basale prévient la séparation de 1’épithélium des couches cornéennes sous-jacentes, permet
I’organisation verticale de I’épithélium et agit comme plateforme pour la migration des cellules

épithéliales.*’

Les cellules épithéliales ont un cycle de vie de 7 a 10 jours, ce aprés quoi elles subissent une
involution, apoptose et desquamation dans les larmes.?! Les cellules épithéliales superficielles et
ailées n’ayant pas de capacité mitotique, la régénération épithéliale est assurée par des cellules
souches épithéliales qui proviennent du limbe cornéen, situ¢ a D’intersection de la cornée

transparente et de la conjonctive.*

Plus précisément, dans la région limbique se trouvent les palissades de Vogt qui sont des replis
fibrovasculaires d’orientation radiale qui s’étendent sur 1 a 2 mm et qui abritent les cellules souches
épithéliales.’! Les cellules souches limbiques se divisent asymétriquement : une cellule fille se
différencie en cellule amplificatrice transitoire, tandis que 1’autre demeure non différenciée afin de
maintenir la réserve de cellules souches. Les cellules amplificatrices transitoires migrent vers le
centre de la cornée (de fagon centripéte) sur la membrane basale pour ainsi former la couche de
cellules basales de 1’épithélium cornéen. Ces cellules, en progressant vers la surface cornéenne,
subiront plusieurs cycles de réplication et de dédifférenciation pour devenir séquentiellement des
cellules ailées puis superficielles.’® Cette explication donnée au renouvellement épithélial provient
d’une hypothese formulée en 1983 par Thoft et coll. (Figure 2), qui stipule que la somme de X
(prolifération et migration antérieure) et d’Y (migration centripete) doit étre égale a Z

(desquamation épithéliale superficielle).>?
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Figure 2. Théorie XYZ de I'homéostasie épithéliale.  E %] Desquamation
(A) Les cellules souches du limbe se divisent et donnent naissance a des
cellules amplificatrices transitoires (CAT). (B) Ces CAT migrent de
maniére centripéte a travers I'épithélium basal et (C) subissent un nombre
limité de divisions sur la cornée centrale. (D) Les cellules filles
différenciées se déplacent en avant pour reconstituer les couches
supérieures de la cornée, (E) ou elles sont finalement éliminées par
desquamation de la surface de la cornée. Par conséquent, la somme de X o .
(prolifération et migration antérieure) et d’Y (migration centripéte) doit ~ Limbal stem cells Limbal stem cells
étre égale a Z (desquamation des cellules superficielles) pour le maintien

de I’épithélium cornéen. Adapté de Yoon et coll.*

- Migration of transient amplifying cells -

1.2.2 Couche de Bowman

La couche de Bowman (ou membrane de Bowman) se situe sous 1’épithélium et n’est pas une
membrane a proprement parler. C’est plutot une zone acellulaire de la partie la plus antérieure du
stroma composée de fibres de collagéne condensées, orientées aléatoirement et dispersées a travers

une matrice amorphe.?’

Cette couche lisse mesure environ 15 um d'épaisseur et aiderait la cornée a conserver sa forme,
bien que son rdle physiologique exact demeure inconnu. Lorsqu'elle est perturbée, la couche de

Bowman ne se régénére pas et peut former une cicatrice.’!

1.2.3 Stroma

Le stroma cornéen constitue la majeure partie de la cornée, soit environ 500 pm ou 80 a 85% de
I’épaisseur cornéenne totale.’*** Ce qui distingue le stroma des autres tissus conjonctifs du corps
humain est sa grande transparence, possible grace a I’arrangement de la matrice extracellulaire

(MEC) et des fibres paralléles (fibrilles) de collagéne en couches — ou lamelles.’> De méme, au
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centre de la cornée, les fibres de collagéne sont plus densément arrangées, ce qui permettrait de
préserver la force et la courbe cornéenne dans cette région plus mince.’* Cependant, déterminer la
configuration précise des lamelles de collagéne dans 1I’ensemble du stroma et son role dans la
transparence cornéenne demeure a ce jour un inconnu et un défi de taille qui tentent d’étre relevés

grice aux avancées en imagerie nucléaire et en modélisation 3D.>

Le stroma est en fait composé essentiellement de collageéne et de protéoglycans, avec un contenu
cellulaire ne représentant que 5% de son volume. La densité cellulaire moyenne du stroma se
chiffre aux alentours de 39 000 =1 200 cellules/mm?, avec une densité qui décroit plus on
s’approche du stroma postérieur.”®>® Les kératocytes forment presque la totalité de ces cellules et
sont en grande partie responsables de l’entretien de la MEC. Ces derniers contiennent des
« cristallins », représentant 25 & 30% de leur contenu protéique, qui préservent la transparence
stromale et réduisent la diffraction postérieure de la lumiére.> Ils sont aussi capables de synthétiser
du collagéne, des glycosaminoglycanes, en plus de générer des métalloprotéinases (MMPs) ; tous
ces ¢léments sont essentiels au maintien de la structure, de la courbure et de la transparence

stromale.?!

Les fibrilles de collagéne du stroma sont composées de complexes hétérodimériques de collagéne
I et V qui leur conférent leur fin diamétre.®®®' La préservation de la structure des fibrilles est
assurée par des fibres de collagene VI et par des protéoglycanes (lumican et keratocan) qui
permettent la rétention aqueuse de la cornée (qui contient 78% d’eau), essentielle & maintenir sa
clarté.5% 63 Les fibrilles sont réparties en 200 a 250 couches, toutes paralléles a la surface cornéenne
et arrangées a peu pres a angle droit par rapport a la précédente, avec une orientation plutdt
circonférentielle prés du limbe.>® L’organisation des lamelles de collagéne varie également avec la
profondeur. Antérieurement, le stroma est surtout composé par des couches courtes et étroites
fortement imbriquées et entrelacées, tandis que le collagéne postérieur forme de longues, larges et
épaisses lamelles, allant d’un limbe a ’autre, sans connexion interlamellaire significative.*’ Cette
différence dans la distribution antéro-postérieure des composantes stromales, ainsi que la
restriction structurale imposée par le limbe, explique la plus grande susceptibilité a I’cedéeme de la
partie postérieure du stroma.®* La surface stromale postérieure s’aplatit en effet rapidement lors

d’une accumulation de liquide, ce qui cause des plis (stries) dans la membrane de Descemet.’!
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1.2.4 Membrane de Descemet

La membrane de Descemet est la membrane basale des cellules de I’endothélium cornéen. Elle
recouvre la surface postérieure du stroma et se fusionne en périphérie avec les faisceaux
trabéculaires au niveau de la ligne de Schwalbe. La membrane de Descemet a une épaisseur
d’environ 3 um chez ’enfant, augmentant graduellement chez I’adulte pour atteindre 10 pm.% Elle
est composée de deux couches. La couche antérieure est « striée » et est formée de lamelles de
collagénes de type IV et VIII et de protéoglycanes apparaissant vers la 8¢ semaine de gestation.>!
Ces fibres de collagénes ont une configuration en treillis et forment des bandes a intervalles de 110
nm.% La couche postérieure est d’apparence plus granuleuse, est sécrétée par les cellules

endothéliales et s’épaissit au fil du temps.*?

1.2.5 Endothélium

L’endothélium est composé d’une monocouche de cellules plates de forme hexagonale, ayant une
épaisseur de 5 um et un diametre de 20 um. Les cellules endothéliales recouvrent 1’entiereté de la
surface postérieure de la cornée et sont en contact direct avec I’humeur aqueuse. Elles ne proliféerent
pas ou tres peu, de sorte que la densité cellulaire de 1’endothélium a la naissance, soit de 3000 a
4000 cellules/mm?, diminue a raison d’environ 10,92 cellules/mm? par année pour atteindre 2500
cellules/mm? a la fin de I’age adulte.*>¢7-%® Lorsqu’une cellule meurt, les cellules adjacentes
s’étirent pour prendre sa place et ainsi maintenir une barriere physique et osmotique. Cependant,
lorsque les cellules endothéliales s’¢élargissent (polymégatisme) et perdent leur forme hexagonale
(pléomorphisme), elles sont moins aptes a exercer leur fonction.*” Ces cellules doivent maintenir
une densité cellulaire supérieure a 500 cellules/mm? pour faire sortir I’excédent aqueux du stroma
cornéen.®’ Ce role est notamment accompli grace a des pompes sodium-potassium Na*-K* ATPase
et Mg?* ATPase dépendantes du bicarbonate qui expulsent des ions Na* et des bicarbonates dans
I’humeur aqueuse.*? Cette sortie d’ions vers I’humeur aqueuse crée alors un gradient osmotique
qui permet la sortie de 1’eau et des déchets métaboliques du stroma, processus essentiel au maintien

de la transparence cornéenne.”®

1.2.6 Vascularisation et innervation

Bien qu’une cornée normale soit avasculaire, ses cellules dépendent physiologiquement des mémes

composants sanguins que le reste des cellules humaines. Ces constituants sont fournis par de
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nombreux vaisseaux millimétriques situés a la périphérie de la cornée ainsi que par les branches

1.3' Parmi

terminales des arteres faciales et ophtalmiques, via I'humeur aqueuse et le film lacryma
ces constituants, on retrouve certaines neurotrophines, dont le facteur de croissance neuronal (FCN)
qui est nécessaire a la survie et a la fonction neuronales, a la ramification et a 1'élongation axonales,

ainsi qu’a la germination et la régénération des nerfs de la cornée aprés une lésion.”!

La cornée est 'un des tissus les plus innervés du corps humain. Les nerfs cornéens
proviennent du nerf cranien trijumeau et plus spécifiquement de la branche naso-ciliaire de la
division ophtalmique (nerf cranien V1).”> En provenance du plexus limbique, des troncs nerveux
pénétrent dans le stroma cornéen périphérique a une profondeur de 293 £ 106 um avant de
progresser antérieurement, pour finalement perforer la membrane de Bowman et former un plexus

riche sous la couche épithéliale basale.”
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1.3 La transplantation cornéenne

1.3.1 Physiopathologie de I’opacité cornéenne

Un certain nombre de pathologies de la cornée peuvent augmenter la dispersion de la lumiére ou
la rendre moins transparente. Lorsque la pathologie avance, la cornée peut apparaitre trouble ou
opaque, mais cette dissémination de la lumiére peut avoir plusieurs origines structurelles

différentes.

Les sources de dispersion de la lumiére les plus puissantes dans la cornée sont, dans I’ordre, la
surface épithéliale antérieure (incluant la membrane de Bowman) et la surface postérieure
endothéliale. En effet, en optique, les rayons lumineux subissent plus de déviations a I’interface
entre les milieux que dans un seul milieu donné a cause du changement de 1’indice de réfraction :
on comprend donc pourquoi la lumiére se disperse beaucoup au niveau de I’interface entre, par
paires, ’air, le film lacrymal, I’épithélium, la membrane de Bowman, le stroma, I’endothélium et
I’humeur aqueuse. A I’opposé, la dispersion est minime dans le stroma seul, grace, entre autres, a
I’arrangement en treillis trés organisé et trés serré des minces fibres de collagéne qui sont
superposées en feuillets.”* 7> A ceci s’ajoute, comme mentionné ci-haut, I’arrangement hautement
précis de la matrice extracellulaire qui joue un role majeur dans la rétention d’eau et dans le
maintien de I’hydratation des tissus cornéens dans les limites saines’* ’® (autour de 78 %), ce qui
est un facteur déterminant dans la transparence cornéenne.’”>’’ Néanmoins, puisque le stroma
contribue beaucoup plus a 1’épaisseur de la cornée que les autres tissus, c’est ce dernier qui est
responsable de la plus grande partie de la dispersion lumineuse totale. De plus, on note qu’a la
périphérie (> 6 mm de diametre) la dispersion lumineuse est généralement plus élevée et qu’elle a

tendance a augmenter avec I’age.”

Toute perturbation de I’une des structures précédentes peut entrainer une perte de la transparence
et de la qualité visuelle. Par exemple, lors d’une kératite infectieuse, a cause de la libération de
cytokines pro-inflammatoires, la cornée se trouve envahie, en plus des bactéries, de cellules
inflammatoires (principalement des neutrophiles et macrophages), ce qui la fait enfler, nécroser et,
parfois, ulcérer au site de l'infection.” S’en suivra alors une perte de la transparence due a I’action
combinée des toxines et enzymes bactériennes (incluant ¢élastases et protéase alcaline), ainsi que

des protéinases (collagénases, métalloprotéinases, etc.) libérées par les granulocytes et I'épithélium
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en guérison qui provoqueront une nécrose du stroma et, par conséquent, une disruption de
I’organisation de la matrice de collagéne.”! A ceci s’ajoute I’apoptose des kératocytes, ce qui a
un role a jouer dans la protection contre 1’agent infectieux, mais qui nuit également a la

transparence.®!

De plus, la cicatrisation cornéenne a la suite de I’infection, ou méme apres une chirurgie réfractive
ou une réticulation (cross-linking — CXL) de la cornée, est un facteur significatif dans la diminution
de la transparence cornéenne. Ceci est dii a une augmentation des kératocytes activés au niveau de
la cicatrice, a des modifications au niveau de la matrice extracellulaire, a une augmentation et a un

désordre des fibres de collagénes nouvellement formées.’®: 7> 81-83

Les kératocytes, une fois activés, ont un indice de réfraction inférieur a celui du tissu conjonctif
environnant et perturbent le passage normal de la lumiére a travers le stroma. Toujours au niveau
de la cicatrice, I’originel collagéne I, dont le diameétre est de 25-30 nm, est remplacé par du
collagéne 111, dont le diamétre est de 30-50 nm.®*3> Ces fibres plus larges et plus irréguliéres
augmentent la dispersion lumineuse diminuant ainsi la transparence cornéenne.®® La présence de
fibrilles de collagéne surdimensionnées, probablement formées par la fusion de fibrilles, est
également une cause majeure de la diffusion de la lumicre observée dans les
mucopolysaccharidoses, bien que les dépdts de protéoglycanes dans les cellules ou la matrice du

stroma peuvent également contribuer a cette diffusion.*

Dans le cas d’une infection, ces modifications perdurent généralement 4 semaines apres la
guérison. Toutefois, & ce stade, la dispersion lumineuse est normalement moins importante au
niveau de la cicatrice qu'elle ne 1'était au site de l'infection active, a cause de 1'élimination des
colonies microbiennes et des cellules inflammatoires.”” Les zones éloignées de I'infection peuvent
également voir leur transparence diminuer durant 1’épisode aigu. Ceci serait dii a la migration
importante des cellules inflammatoires du limbe vers le site de l'infection, ainsi qu'a l'activation
des kératocytes dans le stroma. Encore une fois, ces changements provoquent une diminution de la
transparence pendant au moins 4 semaines apres la guérison clinique, mais de fagon moins
importante que durant I'infection. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que la désactivation des
kératocytes et I’¢limination des cellules inflammatoires prennent beaucoup de temps dans la cornée
ou bien que les kératocytes activés, se transformant alors en fibroblastes, ne peuvent retourner a

leur forme quiescente.”” Somme toute, dés qu'il y a destruction ou perturbation du stroma normal,
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que son origine soit infectieuse ou chimique, comme lors d'une briilure oculaire,*® on peut s'attendre
a une diminution de la transparence au site de 1'insulte ainsi qu'au reste de I'eeil, quoique de fagon
moins importante. Celle-ci sera due, dans un premier temps, a une disruption exogene et endogene
de I’organisation de la matrice de collagéne, dans un deuxiéme temps, a la réparation et a la
réorganisation du stroma et, dans un dernier temps, a la présence de cicatrices et a l'activation

résiduelle des kératocytes.

Enfin, dans les endothéliopathies telles la kératopathie bulleuse et la dystrophie de Fuchs, c’est
I’cedéme cornéen qui cause la diffraction, notamment par une baisse focale de I'indice de réfraction
secondaire a I'accumulation de fluide dans des poches stromales.®” L'entrée du liquide dans le
stroma modifie également I'organisation des fibrilles et elles ne peuvent alors plus diriger la lumiére
correctement.> Par contre, les opacités associées aux dystrophies cornéennes stromales (maculaire,
granulaire, en treillis (/attice), de Schnyder, etc.) sont surtout dues a différents types de dépdts qui
se forment dans le stroma.®® Ces dépots provoquent une modification locale de l'indice de réfraction
stromal, et cette variation de 1'indice de réfraction, si elle est comparable a la longueur d'onde de la
lumiére, entraine une diffraction accrue de la lumiére.>® Des changements dans la composition de
la matrice extracellulaire peuvent également se produire dans ces dernicres pathologies, mais ceux-

ci contribuent moins a la dispersion de la lumiére.®

Puisque ces pathologies sont généralement dégénératives et qu’elles laissent des séquelles
permanentes affectant la qualité de la vision, la transplantation d’une cornée saine d’un donneur
humain, appelée kératoplastie, est considérée comme étant la seule option thérapeutique pour

restituer une vision fonctionnelle chez ces patients.

1.3.2 Kératoplastie transfixiante

La kératoplastie transfixiante conventionnelle (PK — penetrating keratoplasty) — consiste dans le
remplacement de la pleine €paisseur de la cornée par celle d’un greffon d’un donneur humain. La
PK a longtemps ¢été la procédure standard de transplantation de tissu cornéen dans les cas d'opacité
cornéenne. En fait, dans un rapport détaillant les transplantations cornéennes des années 1980 a
2004 aux Etats-Unis, la PK représentait 95% (42% en 2014)*° des transplantations cornéennes et
ses indications principales étaient la kératoplastie bulleuse post chirurgie de cataracte (pseudo-
phaque), le kératocone, la dystrophie endothéliale de Fuchs et la reprise de greffe.”! La PK était

alors associée au meilleur résultat optique potentiel parce qu’elle ne crée pas de nouvelle interface
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optique, en plus d’étre la technique qui nécessite le moins de préparation du greffon du donneur.”

La survie des greffons était alors déja évaluée a 90% sur 5 ans et a 53% pour les reprises de greffe.”

Le faible taux de rejet de greffe cornéenne par rapport a d’autres types de greffes peut étre expliqué,
entre autres, par 1’absence de vaisseau sanguin et de vaisseau lymphatique dans la cornée, la
physiologie immunitaire unique et quiescente de la chambre antérieure, I’expression quasi
inexistante des antigénes majeurs d’histocompatibilit¢é 1 et II, I’hibernation des cellules
présentatrices d’antigéne cornéennes, ainsi que la présence dans la cornée de facteurs apoptotiques

aux cellules T, tels que le ligand Fas (CD95L) et le ligand de mort programmée-1 (PD-L1).24%

De nos jours, on comprend mieux ce qui influence le rejet de greffe. D’une part, on sait maintenant
que le taux de succes dépend de I’indication de la PK : la survie du greffon a 10 ans est de 89%
pour le kératocone, de 73% pour la dystrophie cornéenne de Fuchs, de 70% pour les cicatrices
cornéennes non herpétiques, de 60% pour les cicatrices herpétiques, de 40% pour les cedemes
cornéens post chirurgie de cataracte et de 37% pour les reprises de greffe.”” D’autre part, la cause
prédominante de rejet de greffe dans la PK est la dysfonction endothéliale du greffon. Mis a part
le rejet immun de 1’endothélium implanté, dont il sera question dans la prochaine section, la perte
de cellules endothéliales lors de I’opération (entre 30 a 40%) et durant les 20 années subséquentes
est le principal déterminant qui explique pourquoi apres cette période de temps, le taux de survie
pour les kératocones se rapproche de celui des autres indications de PK en tombant a moins de
50%.%%1% Cette importunité est, entre autres, ce qui a poussé les chercheurs a développer de
nouvelles techniques chirurgicales ciblant davantage la cause de la cécité cornéenne de chaque
patient, de fagon a éviter de remplacer la cornée dans son entiereté. Ainsi, depuis lors, des
techniques permettant de replacer uniquement la couche de la cornée qui fait défaut ont vu le jour
(Figure 3) et présentent plusieurs avantages par rapport a la PK (diminution du risque de rejet
endothélial, moins d’astigmatisme postopératoire et convalescence plus rapide),”® 1! comme il
sera discuté dans la section suivante. Certaines de ces techniques permettent de remplacer
uniquement I’endothélium cornéen (Figure 3, E et F), mais ceci dépasse le sujet du présent ouvrage

et elles ne seront pas discutées ici-bas.
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Figure 3. Les différentes techniques de kératoplastie utilisées fréquemment.

(A) Rappel des différentes couches de la cornée. (B) Kératoplastie transfixiante. (C) Kératoplastie lamellaire
antérieure. (D) Kératoplastie lamellaire antérieure profonde. (E) Kératoplastie endothéliale avec stripping
automatisé. (F) Kératoplastie endothéliale de la membrane de Descemet. Adapté avec 1’autorisation de Tan
et coll.”?
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1.3.3 Kératoplastie lamellaire antérieure

Comme le nom D’indique, la kératoplastie lamellaire antérieure (ALK — anterior laminar
keratoplasty) permet de remplacer uniquement la partie antérieure de la cornée du patient receveur
et ainsi de préserver son endothélium natif. Une variante de cette technique, la DALK (deep
anterior laminar keratoplasty), retire pres de 95% de la cornée du receveur, pour ne laisser que la
membrane de Descemet et I’endothélium. Ces chirurgies ont pour objectif de remplacer les cornées
opacifiées par des dystrophies et des cicatrices qui n’affectent que la partie antérieure de la cornée,
les ectasies cornéennes tel le kératocone qui sont associées avec un amincissement cornéen et
certains troubles immunologiques comme 1’arthrite rhumatoide qui peuvent provoquer une fonte
cornéenne.”> Comparativement a la PK, 'AKL et la DALK ont un trés faible risque de
décompensation endothéliale di a la préservation de 1’endothélium du receveur. De plus, parce
qu’il s’agit de chirurgies de surface, elles ne peuvent pas provoquer de complication intraoculaire
comme un cedéme maculaire kystique, un décollement rétinien, une exacerbation du glaucome, une
cataracte traumatique, une hémorragie choroidienne ou une endophtalmie.!®> Cependant, tout
comme la PK, ces techniques peuvent provoquer un déficit épithélial persistant (I’épithélium du
donneur étant souvent perdu durant 1’opération), une kératite neurotrophique (nerfs cornéens
sectionnés durant 1I’opération : regain de seulement 40% de la sensibilité cornéenne apres 3 ans et
peut induire une épithéliopathie chronique), une kératite bactérienne (5% des cas), et une
importante réaction inflammation postopératoire (2% des cas de kératocones).”? La PK, ALK et
DALK peuvent induire un astigmatisme important (au moins 4 a 5 dioptries) chez 10% des cas,
mais chez 15 a 50% des patients opérés pour le kératocone, 1’astigmatisme irrégulier induit par
I’opération peut étre corrigé par des verres de contact.!” De plus, I’ALK crée une interface stroma-
stroma dans la cornée, ce qui nuit au prognostique visuel des patients, mais qui est potentiellement
évité avec la DALK, qui elle a toutefois un plus haut risque de perforation de la membrane de

Descemet.!%

1.3.4 Kératoplastie lenticulaire intrastromale

La kératoplastie lenticulaire intrastromale (intrastromal lenticular keratoplasty — ILK) est encore
une technique expérimentale. Chez 1’animal, on parle d’une technique par micro poche
(micropockets) intrastromale.'%"1% Chez I’humain, elle consiste a insérer un implant dans le stroma

du receveur pour en augmenter le volume et la résistance. Ceci est théoriquement I’effet recherché
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dans les cas d’ectasie cornéenne ou la cornée est dangereusement amincie. Les premiers essais en
la matiére ont été décrits en 2008 par Vajpayee RB et coll.!® qui décrivent la TILK ("Tuck In"
Lamellar Keratoplasty) comme une méthode chirurgicale efficace pour le traitement des ectasies
cornéennes périphériques, car elle permet de renforcer la cornée amincie des patients, dont ceux
ayant déja subi une PK qui souffrent d’un amincissement a la jonction de leur cornée native avec
I’implant.!'® Les greffons alors implantés dans le stroma étaient des cornées pleine épaisseur au
centre avec une périphérie plus étroite. Ceci permettait de fournir un support structurel important
au centre de la cornée, mais également a la périphérie, au-dela de la jonction originelle entre la PK
et la cornée du receveur. Dans le contexte d’une étude sur la biocompatibilité d’un implant cornéen,
cette technique permet théoriquement de mesurer directement la réaction stromale du receveur en
réduisant I’effet confondant des dommages épithéliaux, endothéliaux et dans la chambre antérieure

que les PK et ALK peuvent induire.

Avec I’apparition de la technique SMILE (Small Incision Lenticule Extraction) pour la chirurgie
réfractive, I’idée est venue d’utiliser le lenticule extrait durant 1I’opération pour 1’insérer dans la

111,112

cornée de patients avec une hyperopie importante, chez les patients souffrant d’un ulcére ou

113 ainsi que chez les patients dont la chirurgie LASIK (laser-assisted in

une perforation cornéenne,
situ keratomileusis) s’est compliquée d’une ectasie cornéenne.!'* Les données de suivi dans ces
dernieres études montraient trés peu ou aucun effet secondaire sur les receveurs, qui notaient méme
une amélioration de leur acuité visuelle 12 mois aprés 1’opération. Ce type de chirurgie, dénommeée
FLISK (femtosecond laser-assisted intra-stromal keratoplasty), minimise aussi les perturbations
de I'épithélium et de ’endothélium, mais maintient la forme et la courbure de la cornée sans
nécessiter de points de suture, évitant ainsi une réponse agressive lors de la guérison de la plaie.'"”
En outre, cette chirurgie peut servir de procédure thérapeutique pour le remplacement de stroma
natif endommagé, contrairement aux modeles d’insertion de micropoches dans lesquels le tissu
natif n’est pas excisé, ce qui entraine une perturbation de la réfraction et de I’architecture stromale,
une plus grande inflammation et la nécessit¢ de sutures chirurgicales et de stéroides

postopératoires.' 95108

Peu importe la technique d’ILK, aucune donnée de suivi a trés long terme (> 1 an) n’existe chez

les humains ou animaux et il est donc difficile de bien en apprécier les limites.
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1.4 La réaction cornéenne aux insultes et I’échec de greffe

1.4.1 Epithéliopathie

Comme mentionné précédemment, I’épithélium forme la partie antérieure de la cornée et lui sert
de protection. Cependant, I’épithélium ne travaille pas seul et dépend également des glandes
lacrymales et des paupieres. La perturbation du fonctionnement de 1’'une de ces structures peut
mener a un cycle vicieux d’inflammation et de dommages cellulaires qui doit étre rapidement

contrdlé au risque de chroniciser la pathologie de la surface oculaire.!'®

La perturbation de son organisation et les dommages cellulaires dans cette couche cellulaire sont
souvent dus a des facteurs mécaniques (abrasion, érosion), comme dans le contexte de la
kératoplastie. En fait, dans les ALK, DALK, et PK, I’épithélium du donneur est souvent perdu
durant I’opération, mais le dommage épithélial peut s’étendre au-dela de la zone opérée a cause de

la manipulation de I’ceil et par le manque d’hydratation.’!

A la suite d’une insulte aigiie, I’épithélium aux alentours de I’abrasion commence dans un premier
temps a s’étendre et a migrer sans division cellulaire pour couvrir le déficit. En effet, grace a la
membrane extracellulaire, les cellules épithéliales en profondeur se déplacent vers le centre de la
1ésion tout en tirant sur leurs consceurs.!!” Ce recouvrement initial peut se faire a un rythme de 60
4 80 um par heure.!'® Dans un second temps, aprés un laps de 24 a 30 heures, la division cellulaire
mitotique des cellules souches, amplificatrices et basales permet la régénération d’un épithélium

sain.®

Cependant, une neuropathie épithéliale, des yeux secs et trop longtemps exposés, des infections
(par exemple, la kératite herpétique), des briilures chimiques ou thermiques peuvent tous mener a
des bris ou un retard de réparation de la barriére épithéliale et exposer le stroma sous-jacent qui se

trouve alors a risque d’ulcération, d’cedéme, de néovascularisation et de fibrose.

1.4.2 Néovascularisation

La néovascularisation cornéenne a pour définition 1’apparition et la prolifération de vaisseaux
sanguins au niveau du stroma qui est normalement avasculaire. Ceci peut se produire en réponse a
une agression tissulaire aigiie ou chronique : cette dernicre est responsable d’une production locale

¢levée de facteurs proangiogéniques tels que le VEGF (vascular endothelial growth factor) ou le
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bFGF (basic fibroblast growth factor)."'*'?° Ayant pour dénominateur commun I’inflammation
tissulaire, on retrouve, parmi les diverses pathologies qui en sont responsables, les séquelles de
traumatismes et de brilures, les complications des kératites infectieuses, certaines maladies
inflammatoires chroniques de la peau et des muqueuses, le port excessif de lentilles de contact,
certaines dystrophies cornéennes héréditaires et les suites de kératoplasties.'?! La conséquence
principale de la présence de néovaisseaux est une diminution de la transparence de la cornée.
L’opacification stromale a alors pour cause la présence méme des vaisseaux, la désorganisation du
collageéne entre ces derniers, I’exsudation intrastromale responsable de 1’cedéme et des dépots de
lipides autour des néovaisseaux et les possibles hémorragies intrastromales.'?? De plus, I’arrivée
de tels vaisseaux provoque un afflux important de cellules immunitaires, ce qui est un facteur
déterminant dans le rejet de greffes.!?? 123 1l s’agit donc d’un élément qu’il est important de

quantifier lorsque 1’on veut étudier le pronostic des greffes de cornées.!??

1.4.3 Echec de greffe

L’échec de greffe cornéenne est défini par la perte irréversible de la transparence et de la capacité
réfractive du greffon cornéen, qui peut étre médiée de facon immunitaire ou non. Le rejet
immunitaire est la principale cause d'échec de greffe, représentant plus de la moitié¢ des cas. Les
infections non virales (10%), le glaucome (10%), la décompensation des cellules endothéliales
(8%) et les infections herpétiques virales (7%) sont les autres importantes causes d'échec de greffes
cornéennes.'?* De facon générale, 30% des cornées greffées présentent au moins un épisode de
réaction immunitaire et un cinquiéme d'entre eux se conclut par le rejet du greffon.!?> 126 Une
cornée hote avasculaire, non inflammé (qualifiée de greffe cornéenne a faible risque) peut espérer
de nos jours un taux de survie a 5 ans de 90% avec seulement une immunosuppression topique.'?’
Cependant, le taux de survie a 5 ans du greffon diminue considérablement jusqu'en de¢a de 54.2%

dans les cornées vascularisées et inflammée.'??

Chez ces patients « a haut risque », une transplantation cornéenne va plus souvent progresser vers
un échec si elle subit une perte de sa clart¢é ou de sa puissance réfractive, un défaut
d'épithélialisation conduisant & une ulcération stromale, ou une dégradation du tissu secondaire a
une importante réaction inflammatoire.”> Comme mentionné ci-haut, ceci résulte généralement du
rejet immunologique, mais peut également étre dii aux effets déléteres d’une pathologie sous-

jacente qui reprend le dessus. En fait, certaines maladies cornéennes peuvent réapparaitre apres la
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chirurgie : une kératite infectieuse récidivante,'” une kératite neurotrophique post zona

130, 131

ophtalmique, un déficit en cellules souches épithéliales comme on peut le voir chez les cas

132

de bralure chimique, - etc. On sait également que les patients ayant les yeux secs, des allergies

oculaires ou Iarthrite rhumatoide sont plus a risque de déficits épithéliaux et d’ulcération.'?

Les risques augmentent de plus belle chez certains patients qui subissent une greffe a des fins
thérapeutiques (plutdt que réfractive) ou tectoniques. Des indications courantes pour les chirurgies
thérapeutiques sont les infections ne répondant pas au traitement médical (comme la kératite
fongique),'>* la guérison des ulcéres et le soulagement de la douleur chez les patients atteints de
kératopathie bulleuse.”® !> Les greffes tectoniques sont souvent réalisées dans le contexte de
globes perforés secondairement a un trauma, une infection ou une maladie inflammatoire. Ces cas
cliniques sont souvent associés a d’importants troubles inflammatoires de la cornée et de la surface
oculaire, & une sécheresse oculaire importante et  une malposition de la paupiére.”? Ces greffes
risquées sont ainsi tentées dans le but premier de diminuer les symptomes et de minimiser les
risques associés a la progression naturelle de ces pathologies oculaires, plutot que d’améliorer la
qualité de la vision. Cependant, ces patients doivent souvent subir de multiples greffes cornéennes
ou une premiere greffe n’est tout simplement pas tentée lorsqu’elle est jugée trop risquée pour le

patient.
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1.5 La kératoprotheése de Boston

C’est dans ces cas compliqués que les kératoprothéses — ou cornées artificielles — deviennent une
option. Différents modéles existent, mais c’est la kératoprothése de Boston type 1 (KPro) qui est
la plus utilisée dans le monde (Figure 4).1°6'3 Depuis sa création en 1968 par Dr Claes H.
Dohlman et son approbation en 1992 par la FDA aux Etats-Unis, son design et la composition ont
été optimisé€s a maintes reprises. Actuellement, un greffon cornéen d’un donneur est placé entre
une plaque antérieure en PMMA — Poly(methyl methacrylate) — solide et une plaque postérieure en
titane de 8,5 mm de diameétre percée a 16 endroits pour faciliter le support nutritionnel de I’humeur
aqueuse, avec un anneau en titanium pour maintenir ses deux portions attachées ensemble et en

place sur la cornée.!8

La KPro est surtout utilisée pour les patients qui ont eu un échec de greffe par PK, mais son usage
est accepté également dans les cas d’aniridie, de brilure chimique, de kératite herpétique, de
maladie auto-immune et d’opacité cornéenne chez les enfants.'** Aprés ’opération, ces patients
peuvent alors espérer avoir une vision a long terme aux alentours de 20/200 sur I’échelle de Snellen
(la normale étant de 20/20).!* Cependant, malgré sa composition non organique, cet implant ne
peut étre installé que dans des yeux qui ont une fonction lacrymale normale. Si ce n’est pas le cas,
il peut s’ensuivre une fonte stromale, avec une extrusion de I’implant, ce qui mene a un bris de la
barriere cornéenne. L’intérieur de I’ceil peut alors s’infecter (endophtalmie) et ainsi mener a sa
perte totale.!3® Pour ces derniers patients, on peut alors considérer implanter une kératoprothése de

type 2 qui, elle, est installée a travers la paupicre fermée.

De plus, méme si I’implantation est un succes, I’entretien de I’implant, la prophylaxie antibiotique
et le contrdle des effets secondaires — qui sont assez notables — deviennent une priorité. '3 En fait,
I’amélioration souvent légere de la fonction visuelle des patients se fait au prix de complications
assez importantes : 25 a 26,7% de membranes rétroprothétiques, 13,9 a 15% d’hypertonie
(glaucome) oculaire post-chirurgicale, 17.8% de nécrose cornéenne stérile, 11.9% d’infiltrats
cornéens, 8.9% d’endophtalmie, 5% de décollement de rétine, 4% d’hyalite aseptique et 3%

d’cedéme maculaire cystoide. 3% 4!
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Figure 4. La kératoprothése de Boston type 1

(A) Assemblage de la prothése. (B) Patient avec échec de PK a la suite d’une infection a candida (C) 13 ans
aprés I’implantation de la prothése. Adapté de Cruzat et coll.'*?
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Tout le restant de leur vie, les patients doivent ainsi prendre des antibiotiques et des corticostéroides
topiques (en gouttes) dans leur ceil opéré, en plus de porter un verre de contact en tout temps.
L’apparition ou la progression d’un glaucome étant une complication trés fréquente des KPro et
difficilement évaluable (la seule fagon de prendre la pression intraoculaire apres 1’opération est de
peser sur le globe avec son doigt); les patients doivent prendre des gouttes pour le glaucome en
plus de leur régime habituel. En comparaison, les patients qui subissent une PK simple n’ont pas a
porter un verre de contact, les antibiotiques prophylactiques sont nécessaires qu’a la premicre
semaine postopératoire et les corticostéroides peuvent étre cessés ou étre poursuivis a faible dose
aprés trois mois si aucune contre-indication n’existe.!** '** On comprend donc que la KPro est en
effet une solution de dernier recours pour les patients dont la cornée est incapable de tolérer un
greffon humain normal. En fait, la littérature récente démontre que la KPro peut étre plus bénéfique
a long terme si elle implantée tot lors d’un échec de greffe, plutot qu’apres de multiples échecs de
PK.!%-18 Cependant, cette prothése demeure une solution suboptimale pour ces patients a haut
risque. Bien que ceci représente un défi de taille, il leur serait grandement avantageux de pouvoir
retrouver une vision normale grace a des implants qui permettent la régénération de la cornée. En
ce sens, la bio-ingénierie tissulaire se montre comme un domaine prometteur dans la recherche a

une alternative aux greffes cornéennes conventionnelles.'®
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1.6 Les substituts cornéens biosynthétiques

Des cellules souches capables de régénération sont présentes dans presque tous les organes du
corps humain, y compris la cornée, mais leur travail est souvent limité a la suite d’une blessure ou
une maladie. Le facteur limitant est souvent la matrice extracellulaire (MEC) qui est alors
fréquemment remplacée par du tissu cicatriciel n’ayant pas l'intégrité structurelle requise pour la
’ Se foncti 1le. 1% 1 du ti icatriciel 11
régénération d’une cornée fonctionnelle. '>* Le remplacement du tissu cicatriciel par une nouvelle
MEC ou des biomatériaux imitant sa structure et sa fonction pourrait donc favoriser la régénération

tissulaire.'!

L’équipe de Griftith et coll. a récemment démontré dans des études cliniques que la transplantation
d’une MEC cornéenne sans cellules faite a partir de collagéne humain recombinant III
(recombinant human collagen - RHCIII), réticulé (crosslinked) a 1’aide de I-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)  carbodiimide (EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS), permettait la
régénération de la cornée.!”> !5 En effet, en 2014, 1'équipe de May Griffith (Université de
Linkdping, Suede) a publié le suivi a quatre ans d'une étude clinique de phase 1 ou, pour la toute
premiére fois chez 1'humain, des substituts cornéens biosynthétiques ont été implantés par ALK
chez 10 patients. Ces implants de collagéne III humain recombinant étaient demeurés fonctionnels
et transparents durant toute la durée de I’étude. La microscopie confocale a également démontré
qu’ils ont été recolonisés par les cellules et les nerfs de la cornée des patients receveurs, témoignant
de la haute qualité de leur biointégration et permettant ainsi la régénération d’un tissu cornéen tres
similaire a la cornée native.!>® Les expériences chez I'animal démontrent en fait, qu'aprés 1 an, le
collagene III des implants (normalement absent dans la cornée native) a entierement été remplacé
par le collagene I sécrété par les kératocytes des cornées hotes, une premiére en médecine

régénératrice de la cornée.!>*

Cependant, ces implants de RHCIII ne faisaient au mieux que répliquer une cornée native qui est
facilement dégradable par les collagénases des patients avec des pathologies inflammatoires de la
cornée. Afin de répondre plus spécifiquement a cette condition, du 2-methacryloyloxyethyl
phosphorylcholine (MPC), aux propriétés anti-inflammatoires reconnues, peut €tre ajouter aux
implants (Figure 5).!°>'°® Deux essais cliniques ont ainsi été tentés chez des patients souffrant
d’infection herpétique ou fongique, de brilure cornéenne, de rejet de greffe ou de kératite

neurotrophique, auxquels on a implanté un substitut cornéen composé de RHCIII-MPC.'3* % Ces
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implants ont été recouverts d’un épithélium aprés 6 semaines et sont demeurés exempts de
néovascularisation durant la période d’observation d’un an, en plus de ne présenter aucun cedéme,
inflammation chronique ou infection. Ils avaient également une bonne transmission de la lumicre
(98,3%) et un trés faible taux de diffusion (0%).!®® Cependant, comme beaucoup d'autres
biopolyméres de la MEC, le RHC est composé de grosses protéines difficiles a manipuler.'¢! La
possibilité d’utiliser de petits peptides capables de s’autoassembler en nanofibres pour former une

MEC a donc été examinée.'6?

RHCIII MPC RHCIII-MPC

i/ %

Figure 5. Schéma de la conjugaison du RHCIII-MPC formant un réseau interpénétrant.

Le RHCIII et le MPC ont été combinés a I’aide de seringues et I’hydrogel résultant a été modelé dans la
forme d’un implant cornéen. Tiré de Buznyk et coll.!*?

Les peptides apparentés au collagene (CLP — Collagen-like peptide) ont ainsi été étudiés comme
une solution de remplacement au collagene, étant capables de s'autoassembler et de former des
nanofibres a triple hélice a I’instar du collagéne.'®*!"! Le CLP originellement décrit par O’Leary
et coll.'® [Formule : (Pro-Lys-Gly)4(Pro-Hyp-Gly)4(Asp-Hyp-Gly)4] s’autoassemblait sous la
forme d’un hydrogel. Or, la transplantation cornéenne nécessite traditionnellement un composé
solide étant manipulable a 1’aide de pinces. En ajoutant un espaceur de glycine et une cystéine au
peptide originel, ce dernier peut former des liens covalents avec le multi-armed poly(ethylene
glycol) (PEG).!%® Ceci permet de donner aux structures générées avec ce peptide une consistance
entre rigidité et flexibilité. Par la réticulation de cette nouvelle supramolécule avec de ’EDC dans

un moule approprié, il est possible de générer un implant CLP-PEG en forme de cornée humaine.'¢!
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Ces implants étaient extrémement résistants a des concentrations tres élevées de collagénases (5
U/ml) en comparaison aux implants de RHC qui se dégradait en moins de 50 heures lorsque soumis

t.181 Un an aprés la transplantation par ALK de ces implants dans la cornée de porc,

au méme tes
les analyses et imageries démontraient la présence d’un épithélium et d’un stroma régénéré
(composé de collagene I et V, non présents au départ), ainsi que de nerfs de morphologie similaire
a une cornée normale.'®! Enfin, ces implants avaient une transmission de la lumiére similaire
(92,4% + 0,95%) a celle des cornées humaines (87,1% = 2,0%), mais une composante hydrique

(91,65% = 1,10%) bien au-dela des cornées humaines (78%).'%!

Tous les implants solides décrits plus haut devaient, pour étre bien intégrés a la cornée de I’hdte
aprés une ALK, étre maintenus en place par des sutures pendant environ 6 semaines chez les

172 et jusqu’a 11 semaines chez les patients a risque élevé.!>? Chez ces deux

patients a faible risque
types de cas, des sutures sus-jacentes avaient ¢té utilisées, car les implants n’étaient pas
suffisamment robustes pour passer ’aiguille et le fil directement a travers.'** Cependant, des zones
de dommages focaux avec un amincissement de l'implant ont été décelées au centre des cornées
opérées, correspondant a I’empreinte de I'intersection des points de suture sur la surface cornéenne.
La présence de sutures serrées avait également retardé I'épithélialisation, créant un déficit
épithélial, une réponse inflammatoire, un amincissement de l'implant et une cicatrisation avec
invasion locale de fibroblastes. Cet amincissement localisé rendait ainsi la surface cornéenne
irréguliere (astigmatisme irrégulier), ce qui a nécessité la mise en place de lentilles de contact
rigides pour permettre aux patients d’avoir une meilleure acuité visuelle.!”> D’autres problémes ont
également été relevés par 1’analyse topographique des cornées opérées plusieurs années apres le
retrait des sutures : en plus de 1’astigmatisme irrégulier, le centre des cornées (délimité par le patron
des anciennes sutures en surjet) était souvent bombé vers ’avant et leur partie supérieure était

généralement aplatie par la paupiére supérieure.!’

Dans ce contexte, 1’équipe de Griffith et coll. a comparé les résultats postopératoires apres 12 mois
d’implantation de substituts cornéens RHCIII maintenus en place soit par des sutures en surjet
(overlying sutures), soit par des sutures perforantes interrompues, deux techniques couramment
utilisées en greffe de cornée.!>* Chez les greffés cornéens, les sutures continues sont le plus
fréquemment utilisées, mais dans les cas a haut risque, les sutures interrompues sont jugées
préférables, car une rupture de suture entraine moins de risque de déhiscence et une seule suture

doit étre remplacée.!>* La seule différence qui a été notée, a travers des implants de différentes
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concentrations de RHCIII et avec ou sans une membrane amniotique humaine (aux propriétés anti-

)74 a été que les sutures individuelles

inflammatoire, anti-cicatrice et anti-angiogénique reconnues
induisaient plus de néovascularisation de la cornée.'>* Or, pour éviter les complications secondaires
a 'utilisation des points de suture, il est en fait possible de profiter des effets déja bien étudiés de
la réticulation du collageéne grace a I’irradiation de rayons ultraviolets A (UV-A) sur des implants

imbus de riboflavine (vitamine B2).!”

La réticulation cornéenne induite par la riboflavine — UV-A est actuellement un des traitements
acceptés pour le kératocone. De nombreuses études ont démontré que ce type de réticulation
augmente la stabilité biomécanique de la cornée a long terme ainsi que sa résistance aux

collagénases,!’6-178

ce qui serait d a ’augmentation du diamétre des fibres de collagéne dans le
stroma antérieur.!”® Au niveau biochimique, ceci s’explique par la production de radicaux libres
(réaction photochimique de type I) ou d’oxygene singulet (réaction de type II) par la riboflavine
qui interférent avec les acides aminés du collagéne ce qui conduit a des liaisons covalentes
intrafibrillaires et interfibrillaires.!” C'est une procédure normalement sans risque important, tant
que I’irradiation ne dépasse pas le seuil cytotoxique des kératocytes ou de 1'endothélium.'3%182 Une
limite potentielle a la technique, cependant, est que 1’effet de la réticulation se fait surtout dans les
200 um antérieurs du stroma (ou 65% des rayons UV-A sont absorbés), avec un effet moindre,

mais toujours notable, jusqu’a 400 um de profondeur.'”

Lorsque tenté sur des yeux ex vivo de porc et de lapins, la réticulation d’implants RHCIII par UV-
A et par la riboflavine avait pour effet de réduire significativement le volume des implants
(supposément par rapprochement des fibres de collagene réticulées) et de fixer I’implant au stroma
héte par la formation de liens entre les implants biosynthétiques et la cornée du receveur.!” Ceci
promettait donc d’éliminer les effets néfastes induits par les sutures, sans toutefois venir a bout de
I’astigmatisme, des irrégularités de la surface et de la forme imparfaite des implants, limites
inhérentes a la nature solide de ces implants.!” La forme des implants est d’ailleurs d’une
importance capitale, car, rappelons-nous, la cornée est le tissu de I’ceil qui est responsable de la
plus grande part de sa puissance réfractive et donc de 1’acuité visuelle. Les chirurgiens ont
actuellement atteint un plateau en ce qui a attrait a I’optimisation de la transplantation cornéenne
traditionnelle de tissu natif.'®> L’utilisation d’implants biosynthétiques épousant la forme de la
cornée hote pourrait enfin venir a bout de ces limitations et améliorer grandement le pronostic

visuel.
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En sommes, au fil des années, plusieurs variations des implants biosynthétiques ont été analysées,
dans des yeux animaux ou humains : le collagéne porcin (porcine collagen - PC),'3*1% Je
RHCIIL !> 13 Je CLP-PEG,'®!: 187 ainsi que les implants réticulés avec du MPC.!37- 159 160. 188 T og
avantages de la production de tels implants sont nombreux : la réduction potentielle de la pénurie
de cornées dans le monde, le contrdle de la qualité et de la stérilité, la production a faible cofit,
ainsi que I’absence de rejet immunologique de ces implants acellulaires.'”> A ceci s’ajoute la
possibilité de personnaliser leur forme afin d’offrir une meilleure acuité visuelle postopératoire et
d’y incorporer les derni€res avancées en biomatériaux, notamment les revétements de surface et
les nanoparticules, qui permettraient de protéger davantage la cornée opérée contre les

collagénases, les infections et la néovascularisation.'®3

51



1.7 Le choix du modéle animal

L’utilisation d’un mode¢le ex vivo de cornées humaines permet une appréciation anatomiquement
et physiquement similaire a la cornée vivante, mais dans une optique a court terme seulement. Afin
de faciliter le transfert des résultats de recherche aux patients, un modele animal demeure idéal
pour le développement et 1I’optimisation des techniques d’évaluation des implants biosynthétiques
et se doit d’avoir des caractéristiques cornéennes anatomiques et physiologiques similaires a celles

des humains, étre facilement manipulable et étre disponible a un prix acceptable.

1.7.1 Rongeur et lapin

La souris et le rat sont les animaux les plus utilisés en recherche.'® En ophtalmologie, comme dans
bien des domaines, ce modéle animal est principalement utilisé en recherche fondamentale.
Toutefois, ce dernier se préte mal a la chirurgie cornéenne et aux examens de 1’ceil avec des outils
standardisés pour I’humain a cause de la petite taille de leurs yeux, qui est d’environ 6-7 mm de
diamétre chez le rat, soit le tiers de la taille d’un ceil humain adulte.!””

Les dimensions des yeux des lapins sont comparables a celles des humains. Le diamétre cornéen

est d’environ 15 mm sur I’axe horizontal et 14 mm sur 1’axe vertical,'*!

permettant I’utilisation des
mémes instruments chirurgicaux que chez les humains.!”® Cependant, la cornée du lapin est
beaucoup moins rigide que la cornée humaine et plus fine avec une épaisseur autour de 400 pm'*?

(550 pm chez I’humain)," ¥

ce qui peut rendre les chirurgies cornéennes plus difficiles. De plus,
ces cornées cicatrisent de fagon plus agressive et sont nettement plus susceptibles a la

néovascularisation,'** ce qui pourrait potentiellement masquer 1’évolution de I’implant.

Toutefois, les cellules endothéliales des rongeurs et des lapins, aprés un dommage tissulaire,
peuvent entrer en mitose et proliférer pour recouvrir la région endommagée.!”>!% Cette
caractéristique les distingue des cornées humaines et limite les conclusions qui peuvent étre tirées

des études de transplantations cornéennes réalisées grace a ces modeles animaux.

1.7.2 Primate non humain

Les primates non humains partagent de nombreuses similarités avec 1’humain et apparaissent
comme un mode¢le idéal de pathologie clinique. En recherche en sciences de la vision, les especes

qui ressemblent le plus au modele humain sont les macaques rhésus (Macaca mulatta) et les singes
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cynomologus (Macaca fascicularis).'"® Leurs dimensions cornéennes sont trés proches de celles
des humains, avec un diameétre de 9,8-10,6 mm et une épaisseur centrale de 470-550 pm.
Cependant, le grand obstacle a 1’utilisation de ce modele en Amérique du Nord réside en son cofit

trés important (achat, livraison, hébergement a long terme) et en sa disponibilité trés limitée.'*% 17

1.7.3 Porc

Le modg¢le porcin a largement été employé dans le cadre d’études d’optimisation de techniques de

198-201 g4 cornée étant grande avec un diamétre

kératoplastie et de chirurgies réfractives cornéennes,
de 12,5 par 14,5 mm, mais aussi beaucoup plus épaisse (665 a 880 pum) que la cornée
humaine.?*> 2% Plusieurs aspects limitent cependant I’utilisation du modéle porcin: sa
manipulation difficile, tant pour I’intervention chirurgicale que pour le suivi a la lampe a fente, son
plus grand risque de complications anesthésiques et sa propension a engendrer une inflammation
intraoculaire postopératoire importante.'”® En fait, dans une étude de notre laboratoire comparant
la greffe transfixiante chez le mod¢le porcin versus félin, les greffes ont montré, en postopératoire,
une transparence moyenne inférieure chez le porc a 0,88 + 0,99 sur 4 contre 3,93 + 0,19 sur 4 chez
le modele félin, un cedéme plus marqué chez le porc (préop : postop =671 =93 : 1198 + 246 um)

que chez le félin (606 = 77 : 671 £ 95 um) et une cicatrisation stromale au pourtour de I’implant et

le long des points de suture chez le porc uniquement.'*®

1.7.4 Félin

Le modg¢le félin est couramment utilisé dans la recherche en sciences de la vision, notamment en

204-207

greffes cornéennes et en transplantation de greffons cornéens issus du génie tissulaire, une

autre forme de greffe cornéenne biosynthétique.?%% 2%

Le félin présente une anatomie et une physiologie cornéenne similaire a I’humain. Son ceil est assez
grand, avec une cornée de 15,5-18 mm de diamétre.?!® L’épaisseur de sa cornée se situe autour de
545-650 pm.?1%-213 Sa pression intraoculaire est évaluée a environ 22,6 + 4 mmHg."”* De plus, tout
comme chez I’humain et le primate, les cellules endothéliales du félin n’ont pas de capacité de
réplication in vivo et le décompte endothélial, en décroissance progressive tout au long de la vie de
’animal, est de I’ordre de 2300 a 2900 cellules/mm?,2'4216 ce qui est trés similaire a I’humain.?!’

Enfin, le seuil de sensibilité cornéenne des félins est de 0,4 g/mm? au centre de la cornée et de 1,7
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g/mm? en périphérie,'®® contre 0,5 g/mm? au centre de la cornée et 0,55 g/mm? en périphérie chez

I’humain.?'®

Ce modele animal est moins cotiteux que le primate et plus facilement manipulable que le cochon.
De plus, il s’agit d’'un mod¢le avec lequel notre laboratoire a développé une expertise, avec plus
d’une centaine de félins utilisés dans le cadre de projet de recherche en cornée. Ce modéle animal
est donc une option avantageuse sur bien des aspects et ¢’est pourquoi il a été choisi comme modéle
in vivo pour le projet actuel, bien que ce soit la premicre fois qu’une implantation de substituts

cornéens biosynthétiques soit tentée sur ce dernier.
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1.8 Imagerie spécialisée

Afin de recueillir des données de qualité sur les cornées des animaux opérés, certains outils de
mesures ont di étre adaptés pour leur utilisation chez 1I’animal. De plus, pour évaluer les implants
chez I’animal vivant, il a fallu développer des méthodes d’imagerie et de quantification non
invasives. Voici ici-bas quelques outils qui peuvent s’ajouter a 1’arsenal usuel des suivis cliniques

des cornées animales.

1.8.1 Quantification de la transparence cornéenne

Comme expliqué plus haut, la transparence cornéenne est un parametre fondamental a la fonction

visuelle et son évaluation objective et détaillée est donc hautement pertinente.

Le Pentacam (Oculus, Inc., Wetzlar, Germany) est un appareil de mesure ophtalmologique alliant
la lampe a fente et une caméra rotative permettant la prise de mesures précises de la partie

antérieure de I’ceil grace au principe de Scheimpflug (Figure 6).

Figure 6. Coupe du segment antérieur telle que donnée par le Pentacam HR™.

Puisque les composantes de 1’ceil ne sont pas parfaitement transparentes, elles provoquent une
dispersion de la lumiere émise par I’appareil. Ce dernier capte alors la lumiere qui lui revient
(backscattered light) et ceci qui lui permet de calculer, entre autres, la densité cornéenne (une
densité nulle aurait une transparence parfaite). En fait, le Pentacam détermine le taux de dispersion
lumineuse et ce taux est automatiquement transformé en une échelle de 0 a 100 GSU (gray scale
units), ou un indice de 0 indique une densité nulle et de 100, une densité maximale.”® Ainsi, plus
la densité d’un milieu est faible, moins ce dernier a tendance a absorber ou a réfléchir la lumiére et
la transparence est alors maximale, comme c’est le cas dans une cornée normale. L’indice de

densité donne donc une indication de la transparence de la cornée.” Autrement dit, puisque le
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Pentacam mesure originellement la dispersion lumineuse, il donne en fait la mesure de I’opacité
du milieu, qui est inversement proportionnelle a la transparence, beaucoup plus qu’il en donne la
densité (masse/volume) au sens propre du terme. Il est aussi a noter que 1’appareil ne mesure pas
la lumiere dispersée postérieurement et réfléchie sur la rétine (foward-scattered light) pouvant

causer des halos, de 1’éblouissement®'’

et une diminution des performances visuelles dans des
conditions lumineuses ambiantes défavorables.??’ Toutefois, puisque des perturbations dans
I’arrangement des structures cornéennes peuvent provoquer une dispersion lumineuse tant vers
I’avant que vers ’arriére, le Pentacam peut théoriquement donner une idée de grandeur de cette

derniére.??°

1.8.1.1 Utilisation actuelle de la méthode

Actuellement, la méthode la plus utilisée autant en clinique et qu’en recherche pour quantifier la
transparence cornéenne est une échelle semi-quantitative allant généralement de 0 a 4, ou 4 est une
transparence parfaite. Afin de vérifier si la densitométrie du Pentacam peut remplacer de fagon
cohérente la méthode traditionnelle a la lampe a fente utilisant une échelle semi-quantitative,
quelques études ont, en parallele de leur but principal, pratiqué les deux types de mesures et il a été
conclu que les résultats étaient assez similaires pour que le Pentacam soit utilisé pour faire une
mesure objective de la transparence.??!* 2 Ainsi, bien que le principe de Scheimpflug soit connu
et utilisé depuis de nombreuses années pour quantifier la transparence cornéenne,’?® ’usage de
technologies plus récentes, comme celle du Pentacam, a permis de faciliter et de standardiser la
prise de cette mesure. Celle-ci sert maintenant, entre autres, a identifier et évaluer les infiltrats

cornéens,’” 22* 1’opacité (haze) subépithéliale et la cicatrisation du stroma suite a une chirurgie

225,226 222

réfractive ou un CXL (Corneal collagen cross-linking),”** et la transparence de la cornée des
patients souffrant de diverses pathologies telles une kératite’”” ou une mucopolysaccharidose.?*!
Toutefois, la dispersion lumineuse mesurée par le Pentacam ou la lampe a fente (backscattered
light) ne semble avoir qu’une faible corrélation avec 1’acuité visuelle a haut contraste, telle que
testée sur le tableau de Snellen.?!®-2?2 Cette derniére est surtout influencée par les aberrations et
déformations cornéennes®’ ou par des microremaniements, survenant par exemple suite 4 un
CXL.2%2 Ceci dit, une amélioration de la transparence cornéenne peut étre corrélée avec une
amélioration de I’acuité visuelle, comme on peut le voir suite a une DSAEK (Descemet’s stripping

) 227,228
b

automated endothelial keratoplasty mais cela serait plutot signe d’un rétablissement global
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des structures cornéennes et non d’un phénomeéne de cause a effet. Il est aussi a noter qu’a ce jour,
aucune ¢étude n'a cherché a mesurer la densité cornéenne a l'aide du Pentacam dans le contexte
d'une greffe d’un implant biosynthétique. Ceci pourrait s’avérer particulierement utile, afin de

quantifier la différence et la progression de la transparence en postopératoire.

1.8.2 La tomographie en cohérence optique

La pachymétrie aux ultrasons est une méthode fréquemment utilisée en ophtalmologie pour
mesurer I’épaisseur totale de la cornée. La tomographie en cohérence optique (OCT : Optical
Coherence Tomography) est une technique non invasive et sans contact basée sur I’interférométrie
a faible cohérence.??” 2*Y Son usage est également trés répandu en ophtalmologie, notamment grace
a la reproductibilité et a la trés grande résolution des coupes transversales des tissus oculaires
qu’elle permet de produire.?*' L’OCT 930 SR (Thorlabs, Inc., Newton, Etats-Unis), utilisé par notre
équipe, produits des images en coupe transversale de la cornée avec une grande résolution
(2000x512 pixels; 6000x1300um). Ceci permet d’analyser qualitativement 1’inflammation et
I’homogénéité cornéenne (facteur d’évaluation important de la biointégration des implants), mais,
surtout, il offre une méthode beaucoup plus détaillée de la mesure de 1’épaisseur cornéenne (Figure
7) et des implants que la technique traditionnelle aux ultrasons, car on peut quantifier 1’épaisseur

des tissus couche par couche.

Cornée
saine

Cornée
inflammée

Figure 7. La mesure de 1’épaisseur cornéenne par I’OCT.

L’OCT permet de voir I’impact de I’inflammation cornéenne avec beaucoup de détails.
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1.8.3 Quantification de la néovascularisation

Comme mentionné plus haut, une complication possible des greffes de cornée est I’apparition de
néovascularisation qui accompagne 1’inflammation. Dans le contexte ot I’on désire mettre au point
des implants qui limitent ou résistent a cette inflammation, une quantification précise d’une de ses
conséquences (la néovascularisation) permettrait de mieux évaluer la réponse cornéenne a

I’implant.

Il existe de nombreuses méthodes pour effectuer une telle mesure, notamment en imagerie
cornéenne, ou 1’on retrouve la photographie couleur, 1’angiographie a la fluorescéine (FA :

V232 et la

Fluorescein angiography) ou a I’indocyanine (ICGA : Indocyanine green angiography
microscopie confocale in vivo.'?° Parmi celles-ci, I’angiographie est, de loin, la méthode la plus
efficace pour mesurer la néovascularisation, car elle permet, par la fluorescence des vaisseaux, de
photographier directement et uniquement le tissu désiré. Or, il n’existe présentement aucun appareil
dédié a I’angiographie de la cornée. Cependant, il est ais¢ de prendre un appareil congu pour
I’angiographie de la rétine et d’ajuster la mise au point pour étre capable de réaliser une image a
haute définition des vaisseaux de la cornée. Le HRA (Heidelberg Retina Angiography; Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) était disponible a ’HMR pour utilisation sur I’animal
et il a été possible de réaliser ces ajustements. Son utilisation était donc la méthode la plus
accessible et la plus efficace pour notre équipe de recherche. Cet appareil peut faire a la fois
I’angiographie a la fluorescéine et & 1’indocyanine, mais, pour des raisons budgétaires, il était
préférable d’utiliser la fluorescéine. Apres I’injection intraveineuse périphérique de fluorescéine,
le HRA prend une vidéo en niveaux de gris (vaisseaux remplis de fluorescéines apparaissant en
blanc) de la cornée, ce qui permet de garder la meilleure image de la séquence, de la transformer
en image binaire avec le seuil adéquat et d’obtenir le rapport précis entre le nombre de pixels blancs
(les vaisseaux sanguins) et noirs (la cornée avasculaire) dans la zone d’intérét choisie (Figure 8).23
Cette méthode offre ainsi une mesure en pourcentage fiable, objective et reproductible. Dans le cas

ou la prolifération des néovaisseaux ne serait pas uniforme partout autour de la cornée, il est aussi

possible de séparer la zone d’intérét en quadrants.
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Figure 8. Processus de I’analyse de I’angiographie.

Transposition de I’image originale en niveaux de gris (A) dans un format utilisable (binaire — B) pour des
analyses statistiques. On voit ici qu’un ajustement trop agressif du seuil de niveau de gris provoque la perte
des vaisseaux profonds qui sont en dehors de la mise au point. Adapté avec 1’autorisation de Brunner et
coll.?*

1.8.4 Quantification de la repopulation et réinnervation cornéenne

En microscopie optique traditionnelle, la lumiére réfléchie des structures autour du point
d’observation peut obscurcir ’image en diminuant le contraste final de I’image. Ceci a pour effet
de limiter grandement la résolution des images a grand grossissement sur le biomicroscope de la
lampe a fente, I’observation des cellules de la cornée étant déja difficile puisqu’elle ne reflete qu’a
peu prés 1 % de la lumiere incidente. C’est ici qu’intervient la microscopie confocale : en donnant
a la lumicre incidente et a la lumiére observée le méme point focal (d’ou le nom de « confocal »),
on augmente énormément la résolution des images et la capacité de grossissement en ¢éliminant la
lumiére parasite autour du point d’observation (Figure 9).** Un appareil comme le Confoscan 3
(Nidek, Inc., Freemont, CA), permet ainsi de photographier des coupes coronales a la profondeur
voulue d’un milieu transparent comme la cornée et d’y voir, avec grande précision (région
visible = 379x286 pum?), les structures cellulaires de la surface cornéenne a 1’endothélium?®, soit

I’épithélium, les nerfs et les kératocytes (Figure 10).!

59



Plan focal

2

Premier sténopé

Y

Lumiére en dehors

/ du plan focal

T
-
-

Deuxiéme sténopé

Y
Vo

Observateur ou

Cornée

caméra

Figure 9. Principe de la microscopie confocale.

Le point focal commun a lumiére incidente et observée permet d’éliminer la lumiére parasite. Adapté avec
’autorisation de Jalbert et coll.>*

Epithélium Kératocytes Nerfs

Figure 10. Exemples d’images obtenues a 1’aide d’un microscope confocal in vivo.

Le microscope confocal permet de bien voir I’épithélium, les kératocytes (tétes de fleches noires) qui
migrent dans la matrice biosynthétique (astérisques blancs) et les nerfs cornéens (fléches noires). Adapté
avec I’autorisation de Fagerholm et coll.!>
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2 — Objectifs

2.1 Objectif principal

Etablir, perfectionner et mettre a 1’épreuve un programme d'évaluation clinique de la
biocompatibilité et de la performance de substituts cornéens biosynthétiques, de leur confection en

laboratoire a leur implantation chez 1’animal, en vue de leur utilisation chez I’humain.

2.2 Objectifs secondaires

Tester différentes formulations d’implant cornéen liquide afin de déterminer celle qui est
facilement manipulable et injectable en salle d’opération, qui se solidifie, qui s’intégre a la cornée

hoéte et qui conserve sa morphologie durant une période d’un mois.

Evaluer 1’évolution postopératoire de différents implants solides implantés in vivo dans la cornée
du félin afin de vérifier que leur biocompatibilité est adéquate et comparable aux autres modéles

animaux déja testés, et ainsi préparer le terrain pour 1’analyse des implants liquides chez I’animal.

Par ’amélioration de la qualité et de la quantité des données recueillies sur les sujets de recherche,
permettre un raffinement et une réduction du nombre total de sujets nécessaires lors d’études

ultérieures qui demanderont d’autres sujets animaux ou des patients humains.



3 — Matériel et méthodes

Une bonne part du projet actuel étant de nature expérimentale, de nombreux protocoles ont évolué
en cours d’expérimentation. Dans la section actuelle ne sera présentée que la version finale de
chacune des diverses techniques utilisées. Cependant, la section des résultats plus bas retracera de

facon plus détaillée I’historique des modifications apportées aux protocoles en cours de projet.
3.1 Substituts solides dans la cornée animale in vivo

3.1.1 Implants

Les différents implants solides analysés dans cette étude ont été produits comme décrits dans les
précédentes études du groupe Griffith et coll. : le PC,'#+18 Je CLP-PEG,'®!: %7 et la réticulation du
MPC.!57-160. 188 Brievement, le CLP composé de Cys-Gly-(Pro-LysGly)4(Pro-Hyp-Gly)s(Asp-Hyp-
Gly)s fut synthétis¢ (UAB Ferentis, Vilnius, Lithuanie), mélangé a du MPC (Paramount Fine
Chemicals Co. Ltd., Dalian, Chine) et conjugué¢ a un maléimide de PEG a 8 bras de 40 kDA
(Creative PEG Works, NC, EU) en remuant continuellement dans du ddH»O a pH de 4,5 pour 2
jours a un ratio molaire de 32 :1. Puis, il fut dialysé contre de 1’eau distillée en utilisant des tubes
avec un seuil de coupe nominal de 12 a 14 kDa pendant 2 a 3 jours avant la lyophilisation. 500 mg
de solution a 8,6 % (p/p) de CLP-PEG préparée ont ét¢ réticulés avec EDC et NHS a des
équivalents molaires de CLP-PEG-NH2:EDC (1: 2) et a un rapport molaire ¢gal ' EDC:NHS. Tous

les réactifs ont été moulés en feuilles plates de 1 x 1 cm et de 210 + 10 pm.'®

3.1.2 Population

Toutes les expérimentations ont ¢t¢ conduites en respectant les recommandations de I’ARVO sur
I’utilisation des animaux en recherche ophtalmologique et en suivant les lignes directrices établies
par le comité de protection des animaux de 1’Hopital Maisonneuve-Rosemont. Dés leur arrivée a
I’animalerie et pour toute la durée de I’étude, les animaux ont regu une dose orale de famciclovir
prophylactique (125 mg DIE; Famvir; PMS, Montreal, QC, Canada) contre le virus de I’herpes
félin 1 (FHV-1), présent de facon endémique chez presque 50% des chats adultes.?®

Au total, 4 cornées d’animaux adultes in vivo ont été opérées dans le cadre de cette étude (ces

animaux seront dorénavant numérotés comme suit : F1 a F4). L’ceil droit était choisi par défaut



pour la chirurgie, alors que 1’ceil gauche faisait office de contrdle. L’ceil gauche de F4 a cependant
été préféré pour la chirurgie, car son ceil droit présentait un léger amincissement stromal au niveau

d’un emplacement privilégié pour la chirurgie, soit en temporo-supérieur.

Les deux premiers animaux (F1 et F2) ont bénéfici¢ d’une ALK unique. Les deux derniers animaux
(F3 et F4) ont bénéficié d’une double ILK: un implant a ét¢ installé en temporal inférieur et un
autre en nasal supérieur (ou en supérieur). Les caractéristiques des animaux, chirurgies et implants

sont listées ici-bas (Tableau 1).

Tableau 1. Répartition des chirurgies et des implants chez les animaux

Type de . Diamétre  Epaisseur | Durée du suivi
Nom chirurgie Type d’implant(s) (mm) (pm) (jours)

F1 ALK TS : PC-MPC 5 350 189

F2 ALK TS : PC-MPC 5 350 191
NS : PC-MPC 4 200

F3 ILK 53
TI : CLP-PEG-MPC 4 200
NS : CLP-PEG 4 200

F4 ILK 442
TI : CLP-PEG-MPC 4 200

F : Félin ; NS : Naso-supérieur ; TI : Temporo-inférieur
ALK : Kératoplastie lamellaire antérieure ; ILK : Kératoplastie lenticulaire intrastromale
CLP : Peptides mimétiques du collagéne ; MPC : 2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine ; PC : Collagéne porcin ; PEG : Polyethylene glycol

3.1.3 Protocole chirurgical

3.1.3.1 Traitement médical

Durant trois jours avant et aprés la chirurgie, les animaux ont re¢u un stéroide, un AINS et un

ATB :

e Prednisone PO 5 mg DIE;

e Diclofenac 0.1% 1 goutte BID dans I’ceil opéré (Voltaren Ophtha; Alcon, Mississauga,
ON, Canada);

e Moxifloxacine 1 goutte BID dans I’ceil opéré (Vigamox; Alcon)

Les chirurgies ont été réalisées par IB sous anesthésie générale : Isoflurane 2%, Buprénorphine et
curares peropératoires. La prémédication administrée une heure avant I’intervention consistait en

un traitement anti-reflux et antalgique-sédatifs:
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e Glycopyrrolate 0,2 mg/ml x 0,01 ml/kg IM;
e Buprénorphine 0,3 mg/ml x 0,1 ml/kg IM;
e Kétamine 100 mg/ml x 8,5 ml/kg IM.

En fin d’intervention antibiotique et anti-inflammatoire ont été administrés :

e (Céfazolin (50 mg/0,25 ml) juxtabulbaire;
e Tobramycine (10 mg/0,25 ml) juxtabulbaire;

e Déxaméthasone (1,2 mg/0,3 ml) juxtabulbaire.

Un traitement analgésique était administré 4 a 6 heures aprés 1’opération, puis au lendemain de

I’intervention :
e Buprénorphine 0,3 mg/ml x 0,1 ml/kg IM.

Le traitement topique postopératoire de I’ceil opéré incluait un AINS et un stéroide combiné a un

antibiotique, jusqu’au retrait des sutures et a la disparition de signes inflammatoires:

e Diclofenac 0.1% 1 goutte BID (Voltaren Ophtha; Alcon);

e Dexaméthasone et tobramycine onguent BID (Tobradex onguent; Alcon).

Un onguent salin hyperosmolaire a ét¢ appliqué BID jusqu’a la disparition du déficit €épithélial
(cornée complétement recouverte de 1’épithélium), puis DIE si une épithéliopathie (ex. surface

épithéliale irréguliere) ou un cedéme cornéen persistait :

e Onguent ophtalmique hypertonique de chlorure de sodium a 5 % (Muro 128 onguent;

Bausch & Lomb, Rochester, USA)

Parallelement, une collerette vétérinaire était placée autour du cou des animaux jusqu’a
cicatrisation épithéliale compléte et au retrait des points de suture afin d’éviter toute extrusion de

ou des implants par I’animal.

3.1.3.2 Kératoplastie lamellaire antérieure

F1 et F2 ont été opérés par ALK, soit la transplantation de la partie antérieure de la cornée. Une
incision limbique de 5 mm de long et 350 um de profondeur a été réalisée au couteau diamant
(Meyco ; Anton Meyer & Co., Ltd., Biel, Suisse) en temporal supérieur. Une dissection lamellaire
intrastromale centripéte de 7 mm de long a ensuite été réalisée au couteau Crescent (Alcon Canada,

Inc., Mississauga, Canada). Enfin, une kératectomie antérieure avec ablation de la lamelle
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antérieure a été effectuée par trépanation (5-mm Acupunch ; Acuderm, Inc., Fort Lauderdale, USA)
en protégeant le stroma postérieur grace a un guide mis lors de la dissection intrastromale. Il en
résultait une ALK de 5 mm de diamétre et profonde de 350 um avec un espace de 2 mm entre le
greffon et le limbe. Le maintien en place de I’implant s’effectuait par 3 points doubles en surjet
(overlying sutures), dont les nceuds étaient enfouis au pourtour de I’implant. L’incision limbique a
été fermée par 4 points interrompus dont les nceuds étaient enfouis (CU-1 10-0 nylon ; Alcon
Surgical, Fort Worth, USA). Tous les points ont été retirés 3 semaines apres 1’opération. La liste
du matériel utilisé lors de cette procédure et le contre rendu opératoire sont disponibles a la fin

(Annexe 1, Annexe 2 et Annexe 3).

3.1.3.3 Kératoplastie lenticulaire intrastromale

F3 et F4 ont été opérés par ILK, soit par la mise en place d’un implant lenticulaire dans une poche
stromale. Deux incisions limbiques de 4,5 mm de long, 350 um de profondeur et diamétralement
opposées ont été pratiquées dans les quadrants naso-supérieur (NS) et temporo-inférieur (TI) a
I’aide d’un couteau diamant, puis des poches intrastromales de 4 mm de long ont été disséquées a
I’aide d’un couteau Crescent. Deux greffons de 4 mm de diamétre et de 200 um d’épais ont été
découpés avec un Acupunch et ont été placés dans chaque poche stromale en veillant a laisser une
zone de cornée claire de 2 mm entre le limbe et ’implant. Aucun point n’était nécessaire au
maintien en place de ces implants, mais I’incision limbique a été fermée par 3 ou 4 points
interrompus dont les noeuds étaient enfouis (CU-1 10-0 nylon ; Alcon Surgical, Fort Worth, USA).
Ces points ont été retirés 14 jours apres I’opération. La liste du matériel utilisé lors de cette
procédure et le contre rendu opératoire sont disponibles a la fin (Annexe 1, Annexe 2 et Annexe

3).
3.1.4 Evaluation préopératoire et suivi postopératoire

3.1.4.1 Suivi clinique de base

Un examen complet était pratiqué avant la chirurgie (peu apres ou a leur arrivée pour s’assurer de
I’absence de pathologies oculaires irréversibles), quotidiennement pour les 4 jours postopératoires,
2 fois par semaine dans le premier mois, puis tous les mois. De plus, des examens complémentaires

¢taient réalisés devant toute évolution notable sur les yeux (ulcére, néovascularisation, etc.). Des
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examens plus allégés étaient effectués régulierement entre les examens complets pour surveiller

I’apparition de complications.

L’¢évaluation comprenait un examen du segment antérieur des deux yeux des animaux a la lampe a
fente munie d’un flash (BX 900, Haag-Streit, Bern, Suisse) sur laquelle était montée une caméra
NIKON (D200, NIKON corp., Tokyo, Japon). A I’instar du suivi clinique des patients greffés,
I’examen a la lampe a fente était un moment crucial dans 1’évaluation et le suivi des implants. En
effet, a chaque examen, voici ce qui était colligé : la transparence de la cornée et des implants
(indice modifi¢ MacDonald-Shadduck),®” 1’étude des différentes couches (stroma, interface,
périphérie), la recherche d’une néovascularisation, 1’étude de 1I’épithélium et de I’endothélium, la

recherche d’une inflammation dans la chambre antérieure (classification de Jabs),?*

ainsi que
I’examen de I’iris et du cristallin. Le protocole détaillé de I’examen a la LAF est disponible a la fin

(Annexe 4).

L’évaluation clinique de base comprenait également une évaluation de la pression intraoculaire
(PIO) grace a un tonometre (TonoVet TVO1; Tiolat, Finlande), ainsi qu’une mesure de la
pachymétrie centrale (Ultrasound pachymeter SP 3000, Tomey, Nagoya - Japon). Pour la

pachymétrie, la moyenne et 1’écart-type de 5 mesures successives étaient colligés.

Le feuillet clinique rempli a chaque examen et le feuillet clinique simplifié¢ (pour les examens en

dehors de I’horaire standard) sont disponibles a la fin (Annexe S, Annexe 6 ¢t Annexe 7).

3.1.4.2 Sensibilité cornéenne

Une évaluation de la sensibilité cornéenne par esthésiometre Cochet-Bonnet (Nylon 0.12 mm;
Luneau, Chartres, France)®® était réalisée en préopératoire, puis 3, 6, 9 et 12 mois en
postopératoire. Sur un animal réveillé en début d’examen (sans instillation de collyre), un
monofilament de nylon de 6 mm de long était appliqué perpendiculairement a la surface oculaire
et raccourci progressivement par palier de 0,5 mm. La longueur de filament la plus longue capable
de générer un réflexe de clignement dans au moins 3 de 5 applications était retenue comme valeur
de sensibilité cornéenne. Une table d’équivalence de la longueur du filament et de la pression

exercée en g/mm? est affichée ici-bas (Tableau 2).
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Tableau 2. Pression exercée par ’esthésiometre Cochet-Bonnet selon la longueur du fil.

Longueur du fil (mm) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5

Pression (g/mm?) 04 05 05 07 08 1 14 1,8 28 5,1 103 159

3.1.4.3 Tomographie par cohérence optique

A Dinstar des cornées humaines ex vivo, un examen a I’OCT 930 SR de Thorlabs était réalisé en
préopératoire, une fois par semaine dans le premier mois, puis tous les mois . Un examen
complémentaire par OCT Visante™ ¢tait réalis€é en préopératoire, a 3, 6, 9, 12 mois en
postopératoire, puis a I’euthanasie. Ceci a permis de recueillir 1’épaisseur et de visualiser les
modifications morphologiques de la cornée et des greffons. Le protocole détaillé de cette procédure

est disponible a la fin (Annexe 8).

3.1.4.4 Microscopie spéculaire

Une étude sans contact et in vivo de I’endothélium a été réalisée par microscopie spéculaire (NSP
9900; Konan Medical Inc., Nishinomiya, Japon) en préopératoire puis a 3, 6, 9 et 12 mois en
postopératoire. Un minimum de 100 cellules par cornée était nécessaire pour une analyse fiable

(Logiciel KSS-409SP, Konan medical Inc., Irvine, Etats—Unis).

3.1.4.5 Topographie et transparence cornéenne

Une topographie cornéenne (Pentacam HR; Oculus Inc., Wetzlar, Allemagne) était réalisée en
préopératoire puis a 3, 6, 9 et 12 mois en postopératoire. Cet examen permet d’analyser les
courbures et élévations cornéennes et de générer une carte pachymétrique de la cornée entiére in
vivo et de facon non invasive (sans contact). De plus, comme mentionné dans 1’introduction, cet
appareil peut étre utilisé pour quantifier la densité optique de la cornée centrale. L appareil évalue
automatiquement la densitométrie moyenne dans des profondeurs (120 pm antérieurs, 60 pm
postérieurs, stroma compris entre ces deux couches et la cornée totale) et des rayons concentriques
prédéterminés. Cependant, puisque les implants étaient greffés a la périphérie de la cornée et que
la transparence cornéenne centrale redevenait cliniquement normale 3 mois apres 1’opération (voir
résultats plus loin), I’évaluation automatique de la densitométrie n’était pas utile dans 1’évaluation

de la performance de ces implants dans le projet actuel. Une évaluation manuelle de la
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densitométrie peut toujours étre réalisée directement sur I’interface de 1’appareil, point par point,
mais il n’y a aucune fagon de définir une zone d’intérét a examiner a chaque examen. Puisque le
Pentacam géneére sa topographie et sa densitométrie avec la méme capture d’images, la procédure
d’acquisition des données sur les animaux est la méme, peu importe les résultats relevés dans

I’étude. Le protocole détaillé de cette procédure est disponible a la fin (Annexe 9).

3.1.4.6 Microscopie confocale

Une microscopie confocale (ConfoScan 3; Nidek Technologies Srl., Vigonza, Italie) était réalisée
en préopératoire, puis a 3, 6, 9 et 12 mois en postopératoire. Elle permet d’obtenir une visualisation
en trois dimensions de la cornée avec une résolution de I’ordre de 379x286 um? en acquisition
semi-automatique. Des acquisitions ont été faites au centre de la cornée et au niveau de chaque
implant. Comme décrit précédemment, cet examen sert a évaluer la biointégration des implants par
la repopulation des kératocytes et des nerfs de la cornée du receveur. Le protocole détaillé de cette

procédure est disponible a la fin (Annexe 10).

3.1.4.7 Angiographie cornéenne

L’angiographie cornéenne a 1’aide de ’HRA (Heidelberg Retina Angiography; Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) n’est utile qu’en présence de néovascularisation
cornéenne, la cornée normale étant dépourvue de vaisseaux sanguins. Lors de néovascularisation
légere (comme ceci a été le cas dans nos résultats présentés plus bas), il est facile d’évaluer la
quantité de néovascularisation en comptant le nombre de vaisseaux provenant du limbe et le
nombre d’ « heures » (si la cornée est représentée comme une horloge) ou les vaisseaux sont
présents. Cette technique visuelle est beaucoup plus simple que I’angiographie (qui demande une
sédation de I’animal, ainsi que I’injection d’un colorant intraveineux) et permet d’évaluer et de
suivre adéquatement la néovascularisation cornéenne. Dans le cas ou les implants généreraient une
réaction inflammatoire importante dans les cornées opérées et qu’il deviendrait intéressant de
quantifier précisément la néovascularisation pour comparer adéquatement la biocompatibilité des
différents implants, I’angiographie deviendrait alors la méthode de choix. Bien que notre hypothése
était que les implants biosynthétiques ne génereraient pas une inflammation disproportionnée de la
cornée, cette technique a tout de méme été mise au point pour son utilisation chez I’animal. Le

protocole détaillé de cette procédure est disponible a la fin (Annexe 11).
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Un feuillet pour vérifier et comptabiliser les détails quant aux examens d’imagerie spécialisée est

disponible a la fin (Annexe 12).

3.1.5 Evaluation post-mortem

La durée prévue du suivi était d’un an afin de suivre 1’évolution des implants sur le long cours. En
cas de complication majeure (endophtalmie, déficit épithélial persistant, kératite infectieuse,
déhiscence de I’implant ou formation d’un séquestre), et apreés avoir tenté par tous les moyens
médicaux ou chirurgicaux de préserver la santé de la cornée sans agir directement sur I’implant en
soi (ex. : regreffe), il a été déterminé qu’il valait mieux interrompre le suivi. Cela avait pour objectif
de limiter les dommages a la cornée et a I’implant, permettant ainsi une analyse post-mortem sans
facteur de confusion majeur. Au terme de leur suivi, les sujets d’études ont été euthanasiés suivant
les régles éthiques en vigueur et conformément au protocole établis par I’animalerie de ’HMR
(Glycopyrrolate 0.2 mg/mL a 0.01lmL/kg ; Kétamine 100 mg/mL a 11mL/kg ; Euthanyl IV 240
mg/mL a 2mL/kg). Les yeux greffés et de contrdle ont été énucléés et ont bénéficié d’un examen

complet.

3.1.5.1 Histologie, Microscopie électronique et Immunofluorescence

Ces procédures ont été effectuées sur toutes les cornées énucléées (implantés et contrdles). Chaque
région implantée a été subdivisée en trois : un tiers fixé dans du Glutaraldéhyde a 4°C pour
I’analyse en microscopie électronique, un tiers fixé dans du formaldéhyde 10% a 4°C pour
I’analyse histologique et en immunofluorescence et le dernier tiers fixé dans de I’OCT (optimal
cutting temperature solution; Somagen, Edmonton, AB, Canada) pour usage ultérieur au besoin.
L’analyse histologique a cependant été effectuée par le personnel de recherche aprés mon départ
du laboratoire et est encore en cours. Elle ne sera donc pas présentée dans le présent ouvrage. A
titre indicatif, les anticorps qui ont été utilisés pour I’immunofluorescence sont 1’anti-phalloidine
(Alexa Fluor 488) pour la structure générale, DAPI (marquage de I’ADN-noyaux), I’anti-COL I et
I’anti-COL V afin d’évaluer les fibres collagenes et remodelage sous-jacent, I’anti-ZO1 pour la
survie et fonction endothéliale (marquage des jonctions serrées endothéliales), 1’anti-Na-K ATPase
pour la fonction de la pompe endothéliale et I’anti-SMA pour la détection des cellules stromales

activées et fibroblastiques.
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3.2 Substituts injectables dans la cornée humaine ex vivo

3.2.1 Implants

Une nouvelle génération d’implants liquides a été confectionnée dans le cadre de ce projet. Ces
implants sont produits & I’UOHI par le laboratoire de Dr Emilio Alarcon (EA), PhD. Plus
spécifiquement, la conception et la préparation des implants ont été du recours de Dr Marcelo
Muiioz, PhD. Ils sont composés de CLP-PEG-MPC, dont les concentrations de PEG ont été
ajustées pour offrir une consistance plus gélatineuse leur permettant d’étre montés dans une
seringue et d’étre injectés a travers une aiguille fine. Afin de permettre leur solidification et leur
fusion a la cornée hdte, de la riboflavine (vitamine B2) a été ajoutée a la formulation initiale. Enfin,
afin d’¢éviter leur solidification ou dégradation durant le transport, les différents composés des
implants étaient amenés sur glace du laboratoire chimique d’Ottawa et ils étaient mélangés juste
avant I’opération dans un milieu stérile par 1I’équipe d’EA, puis transvidés dans une seringue, préte
pour I’injection. Durant la préparation des implants, la concentration finale de chaque composante,

le temps total de préparation et le délai entre la fin de la préparation et 1’injection étaient notés.

3.2.2 Population

Les cornées humaines de donneurs humains non conformes pour une transplantation ont été
obtenues a partir de la Banque d’yeux du Québec établie a I’Hopital Maisonneuve-Rosemont
(Montréal, QC, Canada). Ces cornées entieres avec leur anneau scléral étaient conservées a 4°C
dans une solution d’Optisol-GS (Bausch & Lomb Surgical, Inc., San Dimas, USA), solution
physiologique et antibiotique qui maintient leur viabilité cellulaire durant au moins 14 jours.?*
Lors des chirurgies, les cornées étaient transférées dans une chambre antérieure artificielle (Baron;
Katena, Denville, USA) ou leur forme physiologique convexe était préservée. Elles étaient
perfusées par une solution saline balancée (Balanced salt solution — BSS) sur leur face endothéliale
et la pression intracamérale était maintenue a environ 16 mmHg.

Afin de pouvoir introduire I’implant injectable dans la cornée, il fallait tout d’abord créer
une ouverture dans le stroma. Deux techniques ont été utilisées pour ce faire : I’extraction d’un
lenticule cornéen a travers une micro-incision (Small Incision Lenticule Extraction — SMILE) a

I’aide d’un laser femtoseconde (n = 11) ou la kératotomie manuelle (n = 16).
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3.2.3 Protocole chirurgical

3.2.3.1 Kératectomie par SMILE

L’extraction lenticulaire par SMILE a été effectuée a la clinique Invisia (Verdun, Canada) par Dr.
Michel Podtetenev. Apres avoir retiré 1’épithélium de la cornée ex vivo un lenticule d’une zone
optique de 6,80 mm et d’une épaisseur maximale de 175 um a été découpé a une profondeur de
120 um par un laser femtoseconde (VisuMax; Zeiss, Oberkochen, Germany) et extrait de la cornée
a travers une petite incision de 2.2 mm (sidecut) générée par le méme laser (Figure 11). L’appareil
Visumax™ enregistrait la séquence vidéo de 1’opération. La liste du matériel utilisé lors de cette
procédure est disponible a la fin (Annexe 13).

-'1 ‘

N\

Figure 11. Mise en place de la cornée et de la succion lors de la chirurgie SMILE.

3.2.3.2 Kératotomie manuelle

Cette technique a été réalisée par IB. Une incision limbique de 4 mm de long, a environ 200 um de
profondeur, a été effectuée a 1’aide d’un couteau diamant (Anton Meyer & Co Ltd, Biel, Suisse),
puis une poche intrastromale de 6 mm de diamétre a été disséquée a 1’aide d’un couteau Crescent
(Alcon, Mississauga, Canada). La liste du matériel utilisé€ lors de cette procédure est disponible a

la fin (Annexe 14).
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3.2.4 Injection de 'implant liquide et irradiation

Une fois la poche intrastromale créée, le sidecut a été suturé (Nylon CU-1, 10-0-12; Alcon,
Mississauga, Canada) a 1’aide de 2 ou 3 points individuels, afin d’éviter que 1’implant ne soit
expulsé lors de I’injection. La lumiére projetée par le microscope a alors été mise au jaune (qui ne
fait pas partie du spectre d’absorption de la riboflavine). L’implant liquide, monté dans une
seringue de 5 ml est injecté a travers le sideport suturé, a I’aide d’une canule 27G (Figure 12).
Durant cette étape, la facilité d’expulsion de I’implant, sa consistance (liquide, visqueuse ou
gélatineuse), et son homogénéité (visuellement : présences de différentes phases, bulles ou débris)
sont notées par IB sous forme de commentaires, qui donne par la suite son appréciation globale de

I’opération.

Figure 12. Injection de I’implant liquide a I’aide une canule 27G.

Immeédiatement apres 1’injection, la cornée, toujours montée sur la chambre antérieure artificielle,
est placée a 1,5 cm d’une source lumineuse (Aco series 8000, Luxtec, Sturbridge, USA) produisant
5 mW/cm? de lumiére bleue (A = 480 nm) sur la surface cornéenne (Figure 13) pour une durée
totale de 20 minutes. La surface cornéenne est irriguée par du BSS (température = 20°C) a raison
de 1 ml/5 min pour lui permettre de rester hydratée et de se refroidir. La liste des étapes et le

compte-rendu de cette procédure sont disponibles a la fin (Annexe 15).
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La lumiere bleue a été préférée aux UV, car, en plus de faire partie du spectre d’excitation de la

riboflavine, elle posséde 1’avantage théorique de pénétrer plus profondément les tissus, en plus de

réduire les dommages phototoxiques induits par I’irradiation.?*!> 242

Figure 13. Réticulation de I’implant liquide a I’aide de la lumiere bleue.

3.2.5 Evaluation préopératoire et suivi postopératoire

L’évaluation pré et postopératoire des cornées humaines ex vivo comprenait un examen a ’OCT
grand angle (Visante 1000; Zeiss, Oberkochen, Germany), a I’OCT angle étroit haute résolution
(OCT 930 SR, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) et un examen a la lampe a fente (LAF) munie
d’un flash (BX 900, Haag-Streit, Bern, Suisse) sur laquelle était montée une caméra NIKON
(D200, NIKON corp., Tokyo, Japan). Ces examens étaient réalisés avant 1’opération, puis toutes
les 2 heures durant 6 heures, puis tous les jours durant une semaine, puis toutes les semaines durant
un mois. La durée totale du suivi de 1 mois a été jugée la plus optimale, car elle permettait de
confirmer la stabilité ex vivo des implants, tout en permettant de tester de nouvelles formulations

rapidement en cas d’échec.

73



L’OCT grand-angle Visante™ permettait de voir une coupe de la cornée dans son ensemble (512
x 1024 pixels; 10000 x 4000 pum) et ainsi de mesurer précisément la largeur, la hauteur et 1’aire de

coupe de I'implant (Figure 14).

Epaisseur de la paroi antérieure

: Aire de I'implant
Epaisseur de la paroi postérieure

1
Hauteur maximale de
I'implant (y)

Figure 14. Mesures de la coupe axiale de la cornée ex vivo avec I’implant injectable

L’OCT a angle étroit (930 SR) permettait quant a lui d’observer la zone injectée avec une plus
haute résolution (2000 x 512 pixels; 6000 x 1300 um), d’apprécier la finesse de la coupe au laser
ou manuelle et de confirmer certaines mesures (telle la hauteur de I’implant), au besoin, quoique
I’implant sortait parfois du cadre de I’image. Enfin, I’examen a la lampe a fente permettait d’avoir
un apercu global de la cornée, telle que percue lors d’un examen en clinique standard, et de
documenter des fuites, la présence d’infection ou des changements de couleur de I’'implant, le cas

échéant.

Durant la période d’un mois de suivi des cornées ex vivo, ces dernicres étaient gardées a 1’abri de
la lumicre et submergées dans de I’Optisol-GS. De plus, apres les six premiéres heures
d’observation, elles étaient maintenues a pression interne fixe (16 mmHg) et dans leur forme
convexe originelle grace a un systéme de perfusion utilisant une pompe a seringues (Model 44;
Harvard Apparatus, Holliston, Etats-Unis) qui faisait circuler de I’Optisol-GS dans la chambre
artificielle (Figure 15). Lors de la prise de photos, les tubes étaient clampés avant de les débrancher

du systéme afin de préserver la pression dans la chambre artificielle.
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Figure 15. Systéme de perfusion des chambres antérieures grace a une pompe a seringues.

L’image de gauche montre les seringues remplies d’Optisol-GS montées sur le systéme de pompe
automatisé. L’Optisol-GS voyage le long de tubulure pour finalement circuler a ’intérieur des chambres
antérieures artificielles (image de droite) afin de maintenir les cornées opérées en vie et en forme convexe
(grace a la pression exercée sur I’endothélium). NV.B. la chambre antérieure a été mise dessus sont couvert
opaque pour la photo uniquement. Les tubes sont également clampés sur cette photo.

3.3 Analyses et statistiques

3.3.1 Biocompatibilité et performance

Un matériau est jugé biocompatible s’il est capable de fonctionner sans produire de réaction
indésirable locale ou systémique chez 1’hote.>*? L’évaluation de la biocompatibilité est assez
limitée dans des tissus ex vivo (implants injectables), mais les signes de toxicité chimiques ou de
choc osmotique ¢étaient surveillés durant la période de suivi de 1 mois : la fonte, I’opacification et
la turgescence cornéenne. Pour les implants solides installés dans la cornée animale in vivo, ils
étaient jugés biocompatibles si leur implantation produisait une réaction inflammatoire minimale
dans la cornée hote (réaction attendue) avec un retour a la normale avant la fin de la période de

suivide 1 an :

e N¢éovascularisation (une légere néovascularisation au niveau de la plaie chirurgicale au
limbe est attendue);

e Transparence cornéenne (une diminution transitoire est attendue);

e Sensibilité cornéenne centrale (une diminution transitoire est attendue);

e Protéines et cellules dans la chambre antérieure (se résorbe normalement en < 1 semaine);

e Guérison épithéliale (retour a la normale en < 1 semaine);

e Maintien de la densité et morphologie endothéliale, ainsi que de la pression intraoculaire.

75



La performance des implants, quant a elle, est définie dans notre étude par tout ce qui est nécessaire
au bon fonctionnement des implants, sans lien avec leur biocompatibilité. A cette fin, les implants
liquides devaient étre facilement injectables, se solidifier dans la cornée, demeurer en place,
conserver un volume stable, ainsi que rester transparents et incolores. Chez I’animal, les implants
solides devaient demeurer en place, rester transparents et incolores, et étre biointégrés a la cornée
héte avec présence de remodelage, repopulation par des kératocytes et réinnervation. Pour les deux
types d’implants, la performance était également influencée par la technique chirurgicale en soi. A
cet égard, différents ¢léments étaient évalués aux fins de contréle de qualité : la profondeur de
coupe, la stérilité, I’anesthésie, la sécheresse oculaire peropératoire et le temps opératoire. Mon
projet n’avait cependant pas pour but d’évaluer ces techniques chirurgicales; ces derniéres ne feront

donc pas I’objet d’une discussion approfondie.

3.3.2 Mesures et statistiques

Les épaisseurs des implants solides et liquides et des cornées ex et in vivo ont ét¢ calculées a partir
des images d’OCT avec le logiciel de traitement d’image ImageJ (version 1.52k, National Institutes
of Health, Bethesda, Etats-Unis). Les statistiques pour les implants solides ont été réalisées avec le
logiciel JASP (Version 0.11), utilisant un test appari¢ en fonction de I’analyse de normalité avec le
test de Shapiro-Wilk. Toutes les valeurs dans la section des résultats sont exprimées en moyenne

+ écart-type.
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4 — Résultats et analyses

Cette partie présente les résultats de deux études préliminaires réalisées avec des bio-implants

cornéens sur le modele animal in vivo ainsi que sur les cornées humaines ex vivo.

4.1 Substituts solides dans la cornée animale in vivo

4.1.1 Résultats généraux

4.1.1.1 Transparence des implants

Dans I’ensemble, les implants et la cornée centrale sont demeurés transparents. Sur une échelle de
0 (cornée blanche sans détail irien visible) a 4 (détails iriens parfaitement visibles), la transparence

cornéenne en regard des implants était en moyenne a 3,4 + 0,49 (Figure 16).
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: Opacité légere, détails iriens bien visibles
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Figure 16. F1-4 : Evolution de la transparence de la cornée en regard des implants et centrale.

La figure montre I’évolution de la transparence en regard des implants. La moyenne de la transparence
centrale des cornées opérées a été ajoutée au graphique afin d’apprécier I’effet de 1’cedéme cornéen
postopératoire sur la transparence cornéenne globale.



4.1.1.2 Inflammation de la chambre antérieure

On notait une inflammation postopératoire minime (1+) sur les yeux opérés 1 jour apres I’opération
qui régressait au cours de la premiere semaine (Figure 17). Aucun précipité sur I’endothélium,
hypopion ou fibrine en chambre antérieure n’a été noté durant la période de suivi. Les incisions
n’ont présenté aucune complication, aucune déhiscence de plaie. Aucune modification n’a été

remarquée au niveau de 1’iris ou du cristallin.
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Figure 17. F1-4 : Evolution de I’inflammation de la chambre antérieure selon le Tyndall.

4.1.1.3 Pression intraoculaire

Aucune hypertonie ou hypotonie oculaire n’a été mise en évidence durant 1’étude. La PIO moyenne
¢était de 20,5 + 2,7 mmHg dans le groupe expérimental (médiane des yeux opérés = 20 mmHg),
contre 21,5 £ 2,9 mmHg dans le groupe controle (médiane des yeux non opérés =21 mmHg)

(Figure 18). Aucune différence notable n’a été observée entre le groupe expérimental et le groupe
controle (Wilcoxon : p = 0,236).
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Figure 18. F1-4 : Distribution de toutes les pressions intraoculaires.
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4.1.1.4 Guérison épithéliale

La guérison ¢épithéliale est dépendante du type de chirurgie, 1’épithélium n’étant enlevé
manuellement en regard de I’implant que dans la kératoplastie lamellaire antérieure. Or, dans tous
les groupes, on notait une dégradation épithéliale dans les premicres 48h avec apparition d’un
ulcére d’aire maximale variable (de 30% a 80% de la surface cornéenne). L’épithélium s’est
renouvelé complétement en 2 semaines, a I’exception de F3. En effet, chez ce dernier animal, on a
noté une zone d’épithélium lache en temporo-supérieur, entre les 2 implants, qui n’a jamais réussis
a se cicatriser, ce qui nous a obligés a réduire la durée de suivi pour éviter d’autres complications.

Ce cas est développé plus loin dans sa propre section.

4.1.1.5 Sensibilité cornéenne centrale

Compte tenu de la période de suivi trés courte, la sensibilité cornéenne n’a pas pu étre colligée sur
F3. Le seuil de sensibilité cornéenne au centre de la cornée était initialement a 1,4 + 0 g/mm? dans
le groupe expérimental contre 1,6 + 0.283 g/mm? dans le groupe contrdle. A 3 mois postopératoires,
il était a 1,9 + 0,902 chez les sujets étudiés, versus 1,5 + 0,231 g/mm? chez les contréles. Pour le
sujet F4, qui présente la période de suivi la plus longue, la sensibilité cornéenne centrale resta a
1,4, 1,8 et 1,8 g/mm? a 6 mois, 9 mois et 12 mois postopératoires respectivement (contre 0,8, 1,8

et 1,4 g/mm? respectivement dans I’ceil controle).

4.1.1.6 Endothélium

La densité endothéliale initiale était similaire pour les 2 groupes (t-test : p=0,163, Cohen’s
d =1,250), avec une densité endothéliale moyenne a 2885 + 12 cellules/mm? dans le groupe
d’étude contre 2718 £ 145 cellules/mm? dans le groupe controle. On n’a pas noté de différence
significative entre les 2 groupes durant I’étude (p = 0,664, d = 0,292) avec une densité cellulaire
moyenne de 2832 + 85 cellules/mm? a 4 mois dans le groupe d’étude. Pour le reste de 1’étude, la
densité cellulaire dans I’ceil étudié de F4 est restée stable a 2841 + 122, 3003 + 80 et 3106 + 98
cellules/'mm? a 6, 9 et 12 mois postopératoires respectivement. Comme dit précédemment, ces

données n’ont pas pu étre recueillies sur le sujet F3 a cause de la période de suivi écourtée.
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4.1.1.7 Microscopie confocale

L’épithélium est intégre chez tous les sujets au cours du suivi, avec présence d’une couche basale

continue (A, B, Figure 19).

Pour F1 et F2, on montre a 3 mois et 6 mois I’apparition et épaississement d’une trame
néosynthétisée en avant de I’implant (D, Figure 19). Nous ne mettons pas en évidence de

réinnervation de cette nouvelle matrice chez F1 et F2.

Pour F4, le stroma sous-épithélial apparait normal et on peut facilement y distinguer les fibres de
collagenes et les nerfs (C, Figure 19). L’examen montre également I’apparition d’une trame
collagéne néosynthétisée en avant et arriere de I’implant. Juste derriere I’implant, on note a partir
du 9° mois postopératoire une modification de la trame collagéne avec des fibrilles plus réfringentes
et plus denses. Des nerfs cornéens sont visibles dans la matrice néosynthétisée en avant des
implants CLP-PEG et CLP-PEG-MPC a partir du 9° mois postopératoire (E, F, Figure 19). Plus
profondément, derri¢re les deux implants, on retrouve un stroma postérieur d’aspect normal (I, J,

Figure 19).

Chez tous les sujets, ’implant comme tel apparait particulierement transparent au ConfoScan 3™,
mais de nombreux artéfacts a I’interface entre le stroma et I’implant limitaient 1’interprétation des

données (G, H, Figure 19).

Enfin, I’endothélium chez tous les sujets au cours du suivi présente une mosaique uniforme, avec

une densité préservée durant toute la période du suivi (K, L, Figure 19).
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Figure 19. F1-4 : Microscopie confocale au regard des implants biosynthétiques.

A (F2, M6), B (F4, M12, CLP-PEQG) : intégrité de 1’épithélium et de la couche basale.

C (F4, M 12, CLP-PEG) : aspect du stroma antérieur avec présence d’un nerf cornéen (fléche).

D (F1, M6) : aspect du tissu néosynthétisé en avant de I’implant.

E (F4, M12, CLP-PEG), F (F4, M8, CLP-PEG-MPC) : aspect du tissu néosynthétisé en avant de I’implant, avec présence de nerfs
cornéens (fléches) et de nombreuses fibres de collagéne.

G (F2, M6), H (F4, CLP-PEG-MPC) : Implant trés transparent (étoile) et continuité avec le tissu néosynthétisé (rond), présence
d’artéfacts lumineux a I’interface entre les deux.

1 (F4, M8, CLP-PEG-MPC) : Trame collagene en arriére de I’implant, plus réfringent et plus dense.

J (F4, M8, CLP-PEG) : Aspect normal du stroma postérieur.

K (F2, M6), L (F4, M12, CLP-PEG) : Aspect normal de la mosaique endothéliale (forme et densité).

Barres d’échelle : 50 pm.
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4.1.1.8 Topographie et densitométrie cornéenne

Le Pentacam HR™ utilise une lampe a fente pour la capture de ses images et permet ainsi d’obtenir
d’autres images en coupe, de haute résolution, de la cornée enti¢re ou presque (Figure 20). Sur ce
modele chirurgical (ALK ou ILK en périphérie), I’appareil permet d’obtenir des cartes de courbures
et de pachymétrie qui sont représentatives (Figure 21). Toutefois, des erreurs de segmentation liées
a des artéfacts de I’implant sont notables, diminuant la qualité de la topographie postérieure de la
cornée. Enfin, les cartes de densitométrie permettent d’apprécier la transparence cornéenne
moyenne dans 1’ensemble de sa surface et ’on voit que les infiltrats périphériques augmentent

grandement la densitométrie mesurée au pourtour des implants (Figure 22).

Figure 20. F4 : Cliché scheimpflug des implants intrastromaux par le Pentacam.

L’image du haut montre une segmentation corné¢enne de F4 obtenue par le Pentacam HR™ ou I’on percoit
le pourtour des implants intrastromaux (fléches blanches) et leur transsection dans la cornée (fléches bleues).
Les traits rouges, verts et jaunes sont générés automatiquement par I’appareil et représentent respectivement
la surface cornéenne antérieure, la surface cornéenne postérieure et la surface antérieure du cristallin.
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Figure 21. F2 : Cartes de courbure, d’¢lévation et de pachymétrie.

Sur un des rares clichés sans trop d’erreurs artéfactuelles ou de positionnement, on peut apprécier chez F2,
a 6 mois de suivi, I’accentuation de la courbure antérieure (carte en haut a gauche), ainsi que la diminution
de I’élévation antérieure (en haut a droite) et de la pachymétrie (en bas a gauche) de la cornée au niveau de
I’implant. La carte d’élévation postérieure (en bas a droite) demeure cependant difficile d’interprétation.
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Figure 22. F1-4 : Cartes de densitométrie moyenne en fin de suivi.

Alors que la valeur de la densitométrie environne « 20 » au centre de la cornée de tous les sujets, on voit
rapidement que les implants par ALK (F1>F2) semblent généralement plus opaques (ou réfringents) que les
implants ILK de F3 et F4. En se fiant au niveau de 1’échelle de gris, on voit que ces derniers ont une valeur
centrale soit égale ou plus petite que celle de la cornée centrale.

4.1.1.9 Pachymétrie centrale par ultrasons

Initialement, les pachymétries du centre de la cornée sont similaires dans les 2 groupes (Student’s
t-test : p=0,743, d=10,180), avec une pachymétrie centrale a 587 £ 13 pum dans le groupe

expérimental contre 585 + 22 um dans le groupe contrdle (Figure 23). Dans la premiere semaine
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postopératoire, I’épaisseur centrale augmente de fagcon majeure (jusqu’a plus de 2 fois la normale)
et se rétablit rapidement des la fin de la premicre semaine. Toutefois, aprés cette période, les
cornées greffées présentent un amincissement cornéen central significatif (Wilcoxon : p <0,001)

avec une pachymétrie centrale moyenne a 554 + 58 um contre 587 + 46 um dans le groupe controle.
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Figure 23. F1-4 : Evolution de la pachymétrie centrale.

Les barres d’erreur correspondent a la déviation standard entre les 5 mesures prises dans le méme ceil, au
méme endroit, lors de la méme observation. La valeur de 1200 pm correspond a la limite de détection de
I’appareil.

4.1.2 F1 & F2 : PC-MPC par ALK

4.1.2.1 Evolution générale

4.1.2.1.1 (Edéme initial

F1 et F2 ont recu les implants de PC-MPC par ALK. Ces derniers étaient maintenus par 3 points
séparés en monofilament 10-0, passant en pont au-dessus de I’implant. L’évolution postopératoire

dans la 1™ semaine a été¢ marquée par un cedéme cornéen diffus, diminuant la visualisation de tous
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les détails iriens au niveau de I’implant comme au centre de la cornée. Cet cedéme a été moins
marqué chez F1, mais les deux sujets ont retrouvé en I’espace d’une semaine leur pachymétrie

originelle, grace, entre autres, a la propriété hypertonique du Muro 128™,

4.1.2.1.2 Réépithélisation

La réépithélisation de la cornée durant la premicre semaine postopératoire a permis de recouvrir
tous les implants (premiére rangée, Figure 24), sauf au passage des fils de sutures ou la cicatrisation
ne se compléta qu’aprés 1 mois postopératoire (Figure 25). En fait, jusqu’a cette date, on
remarquait des indentations dans les implants a I’endroit du passage des fils et de leur croisement,
ainsi que la perte d’une partie antérieure de I’implant de F1 (A.1, C.1, C.2, Figure 24) et d’une
minime partie en périphérie de F2 (B.1, D.1, Figure 24).

4.1.2.1.3 Transparence, infiltrats et néovascularisation

Les implants apparaissaient alors déja bien transparents, avec une légere opacification de
I’interface en périphérie. Les opacités étaient des infiltrats bien limités, arrondis, multifocaux sur
toute la périphérie de I’implant (Figure 25). Progressivement et jusqu’a 6 mois postopératoires, les
implants et I’interface périphérique sont devenus presque imperceptibles (Figure 26). Autrement,
on a noté I’apparition d’un néovaisseau limbique millimétrique limité a I’incision de F2 a partir de

la 3° semaine, qui a complétement régresse€ a 2 mois postopératoires.

4.1.2.2 Taille et remodelage des implants

Au niveau de I’épaisseur des implants mesurée par I’OCT Thorlabs™, au 8° jour postopératoire,
celle-ci était en moyenne de 93 + 40 um pour une épaisseur stromale postérieure de 151 + 14 pm.
Son épaisseur a diminué progressivement a 15 jours et jusqu’a la fin de la période de suivi (Figure
27). Au 6° mois, on a noté une matrice néosynthétisée d’une épaisseur d’environ 109 + 28 um, un
implant de 67 £+ 38 um et un stroma postérieur mesuré a 140 + 11 pm. L’épaisseur cornéenne totale
au niveau des implants a augmenté significativement de 244 =48 um a 8 jours a 317 £34 um a 6
mois (t-test : p<0,001, d=-1,827). A 6 mois postopératoires, le tissu néosynthétisé, I’implant
résiduel et le stroma postérieur formaient 3 couches bien délimitées par I’OCT Visante™ (Figure

28).
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Figure 24. F1 et F2 : Suivi a la lampe a fente des cornées opérées.

A et B : Aspect de I’implant, et maintien par points en pont de monofilament, avec une perte de fragments de I’implant (étoiles).
C et D : Aspect de I’implant a 1 mois postopératoire, avec une perte de fragments de I’implant (étoiles).

D.2 : Aspect a J21, lors du retrait des points sur F2 (PC-MPC).

E a H : Eclaircissement progressif de I’implant (trés peu visible en G.1) et épaississement de la matrice néosynthétisée.

Les fléches blanches mettent en évidence ’effet de cisaillement (indentation) sur la cornée par le monofilament.
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Figure 25. F1 : Infiltrat périphérique de 1'implant et cicatrisation épithéliale a 1 mois.

Les fléches rouges délimitent le trait de cicatrisation épithéliale sous 1’ancien trajet des fils de suture. Le
cercle blanc met en évidence le type d’infiltrat Iégérement opaque qui ne se présente qu’en périphérie de
I’implant.

F1- PC-MPC F2 - PC-MPC

Focused on the implant

Focused on the iris
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Figure 26. F1 et F2 : Transparence des implants et de la cornée a 6 mois de suivi.

Les fléches blanches délimitent le pourtour des implants.
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F1 - PC-MPC F2 - PC-MPC
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Figure 27. F1 et F2 : Suivi a I'OCT Thorlabs™ des cornées opérées.

On note a 14 jours I’'impact des points de suture par la perte d’une lamelle de I’implant de F2. Les implants
sont délimités par les fléches blanches et le tissu néosynthétisé est identifié par 1’étoile blanche.

© ASB et FX

Figure 28. F2 : Coupe de I'OCT Visante™ de I'implant a 6 mois de suivi.

Cornée claire avec tissu néosynthétisé (étoile), implant résiduel (fleche) et stroma postérieur (triangle).

4.1.3 F3 : CLP-PEG-MPC et PC-MPC par ILK

4.1.3.1 Evolution générale

Le sujet F3 a regu 2 implants par ILK : CLP-PEG-MPC (en temporo-inférieur) et PC-MPC (en
naso-supérieur), avec seulement des points de suture limbiques. Les implants sont demeurés
transparents, avec quelques opacités périphériques a partir du 14° jour postopératoire qui sont
restées stables jusqu’a la fin du suivi (Figure 29). Aucune particularité visible au niveau des

implants ou de la cornée centrale n’a été notée durant la période de suivi (Figure 30).

4.1.3.2 Complications : séquestre cornéen

A la fin de la premiere semaine, I’évolution postopératoire est perturbée par la persistance d’un

micro-ulceére épithélial en temporal supérieur, entre les deux implants. Cet ulceére n’a pas évolué
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favorablement et seul un épithélium lache a réussi a se former sur la 1ésion. Pour essayer stimuler
la guérison épithéliale, un grattage épithélial a été effectué¢ a J24. Devant la persistance du micro-
ulcére dans la semaine suivante, une tarsorraphie temporaire a ¢été réalisée a 4 semaines
postopératoires, afin d’optimiser la protection de la surface cornéenne. A 7 semaines
postopératoires, 1’ulcére n’avait toujours pas cicatrisé et avait fait place a un début de séquestre
avec un appel néovasculaire (Figure 31) trop important pour permettre un traitement conservateur.
Cette suite d’événements n’était jamais survenue au sein du laboratoire et il a été décidé de mettre
I’animal a bat avant la déhiscence probable des implants et pour mieux étudier ce qui avait mené

la cornée de I’animal a ce point.
4.1.3.3 Taille et remodelage des implants

4.1.3.3.1 CLP-PEG-MPC

L’¢épaisseur de I’'implant CLP-PEG-MPC n’a pas ét¢ mesurée en préopératoire. L’épaisseur était
stable la premiére semaine de suivi et était de 184 + 3 pm au 1" et 7¢ jour postopératoire. A J7, un
cedéme de cornée était alors noté avec une €épaisseur respective des stromas antérieur et postérieur
de 419 £ 11 et 364 = 7 um. Par la suite, I’épaisseur de I’implant a diminué significativement et
mesurait 172+ 5 pum a 1 mois postopératoire (t-test:p=0,003, d=2,403). L’épaisseur de
I’implant est restée stable sans modification significative jusqu’a la 7° semaine postopératoire, soit

4174 £2 um (p = 0,268, d = -0,575).

4.13.3.2 PC-MPC

L’épaisseur de I'implant PC-MPC n’a pas été mesurée en préopératoire. L’épaisseur était stable la
premiére semaine de suivi et était de 164+8 um au 1% et 7° jour postopératoire. A J7, un cedéme de
cornée ¢€tait alors noté avec une €épaisseur respective des stromas antérieur et postérieur de 382 + 7
et 280 =4 um. Par la suite, I’épaisseur de I’implant a diminué significativement et mesurait
84 + 8 um a 1 mois postopératoire (p < 0,001, d = 11,981). L’épaisseur est restée stable avec une

légeére augmentation a la 7° semaine postopératoire a 101 =2 pm (p =0,12, d =-1,589).
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Figure 29. F3 : Transparence des implants et de la cornée a 6 mois de suivi.

Les fléches délimitent le pourtour des implants.
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Figure 31. F3 : Séquestre et néovascularisation de la cornée opérée.

Aspect brunatre du séquestre (fléches bleues) avec un appel néovasculaire important (fléches rouges).
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4.1.4 F4 : CLP-PEG-MPC et CLP-PEG par ILK

4.1.4.1 Evolution générale

Le sujet F4 a recu 2 implants par ILK : CLP-PEG (en temporo-inférieur) et CLP-PEG-MPC (en
naso-supérieur), avec seulement des points de suture limbiques. Contrairement a F3, il n’y a pas
eu de probleme de cicatrisation épithéliale. L’évolution a surtout été marquée par des opacités
arrondies bien limitées apparaissant a partir de 2 semaines postopératoires en périphérie de
I’implant qui ont perduré toute la durée de suivi jusqu’a 1 an (Figure 32, Figure 33). Des opacités
similaires sont apparues également a l’interface antérieure et postérieure des implants a 3 mois
postopératoires (C.1, D.1, Figure 34). Ces opacités devant et derriere I’implant de CLP-PEG sont
disparues a partir 5 mois postopératoires (F.1, Figure 34). Concernant ’autre implant, on a noté
un néovaisseau millimétrique sur ’incision limbique naso-supérieure a partir de 2 semaines
postopératoires. Au 3° mois postopératoire, ce dernier a progressé en direction de 1’implant (C.1,
Figure 34). 1l a évolué jusqu’a pénétrer I’interface superficielle et profonde de 1’implant, et son
extension €tait maximale a 5 mois postopératoires (E.1, G.2, Figure 34). Devant I’aspect important
de la néovascularisation, on a introduit un traitement de tobramycin 0,3% et de dexaméthasone
0,1% BID dans I’ceil opéré (Tobradex onguent, Alcon). Le traitement a €té interrompu au bout de
2 mois, a la suite de la régression de la néovascularisation (G.1, Figure 34). Progressivement, de
6 mois a 12 mois postopératoires, I’implant CLP-PEG-MPC est devenu plus transparent et ’on a
vu la régression des opacités antérieures et postérieures, ainsi que de la néovascularisation, mais
cette derniere a toutefois laissé des lignes d’opacification stromale le long de son ancien trajet (I.1,

K.1, Figure 34).

4.1.4.2 Taille et remodelage des implants

La taille des implants a été évaluée tout au long du suivi de 1 an grace aux coupes OCT Thorlabs™
(Figure 35). D’aprés un modele de régression linéaire, il n’y a pas eu de changement
statistiquement significatif de I’épaisseur des implants au cours de I’année de suivi, aussi bien pour
Iimplant CLP-PEG que CLP-PEG-MPC (CLP-PEG : p=0,860, R?>=0,00, Durbin-
Watson = 2,272 ; CLP-PEG-MPC : p = 0,936, R?> = 0,00, Durbin-Watson = 2,226). L’épaisseur
moyenne de I’implant CLP-PEG était de 156 = 10 pm au cours du suivi, contre 137 £ 16 pm pour
I’implant CLP-PEG-MPC.
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Figure 32. F4 : Transparence des implants et de la cornée aprés 12 mois de suivi.

Bien que les implants eux-mémes soient demeurés transparents jusqu’a la fin du suivi, 1’opacification de
I’interface implant-cornée par I’infiltrat blanchatre (fleches) n’est jamais disparue.

CLP-PEG-MPC

CLP-PEG

© ASB et FX

Figure 33. F4 : Coupe OCT Visante™ des implants apres 12 mois de suivi.

Cette coupe montre la transparence des implants et offre un autre point de vue des infiltrats blanchatres
(fleches) qui semblent vouloir combler I’espacement stromal induit par la présence de I’implant.
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CLP-PEG-MPC (superior) CLP-PEG (Temporal-inferior)
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Figure 34. F4 : Suivi a la lampe a fente de la cornée opérée.

A et B : Implants bien transparents a 1 mois postopératoire.

C et D : Apparition d’opacités arrondies bien limitées multifocales en périphérie de I’implant. C.1 : Apparition d’un appel néovasculaire (fléche).
E et F : Néovascularisation (active) de I’implant CLP-PEG-MPC, tandis que CLP-PEG reste bien transparent.

G : Régression de la néovascularisation, avec opacification de I’interface.

Ia L :Régression progressive des opacités et de la néovascularisation, avec amélioration progressive de la transparence.
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Figure 35. F4 : Evolution de I’épaisseur de la cornée et des implants sur 12 mois.
4.1.5 Discussion

4.1.5.1 Biocompatibilité, régénération et transparence

Les implants cornéens biosynthétiques formés de collagéne ou de peptides mimétiques du
collagene présentent une solution potentielle pour les patients a haut risque de rejet de greffe. Avant
d’utiliser ces implants chez les patients humains, il est nécessaire de bien évaluer leur
biocompatibilité et leur fonctionnalité chez un modele animal représentatif au préalable. Pour que
ce modele soit représentatif, il faut non seulement que 1’anatomie et la physiologie de sa cornée
soient similaires a I’humain, mais que I’évaluation qu’on en fait soit comparable a ce qui sera fait
lors du suivi clinique des patients opérés. Notre ¢tude évalue donc, pour la premiére fois, la

biocompatibilité et la fonctionnalité de certains de ces bio-implants sur le modéle animal.

4.1.5.1.1 Biocompatibilité

Le félin est un animal auquel notre laboratoire est habitué¢ et comme la dernic¢re étude de notre
laboratoire sur le sujet des implants cornéens chez cet animal,'® nous rapportons une bonne

tolérance des implants chez le modele félin avec trés peu d’inflammation initiale et sans
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complication intraoculaire. Dés la premiére semaine postopératoire, on note une migration

¢épithéliale avec, dés 1 mois, la formation d’un épithélium integre.

4.1.5.1.2 Remodelage

A 3 mois, on note la génération d’une nouvelle matrice stromale extracellulaire. Islam et coll. ont
démontré dans leur étude sur le cochon la présence aprés un an de suivi d’un remodelage au niveau
des mémes implants CLP-PEG par la présence de collagene I et V, ce collagéne étant initialement
exempt des implants.'®! Cette régénération matricielle de novo n’était cependant pas encore
complete apres un an et il restait des traces de CLP-PEG. Dans notre étude, les implants du F4,
suivi sur plus d’un an, montrent en fait un aspect relativement inchangé aux coupes OCT et une
taille demeurant sensiblement la méme tout au long de I’étude, indiquant que la résistance du CLP-
PEG-MPC aux collagénases nuit peut-étre a son remodelage. Cependant, nos cornées montraient
un remodelage bien visible & I’OCT (Figure 27, Figure 28) et la présence au microscope confocal
de collageéne néosynthétisé et de nerfs régénérés (F, Figure 19). Pour connaitre la nature exacte des
modifications cellulaires ayant eu lieu dans nos implants, des analyses du contenu cellulaire
(kératocytes et nerfs) et moléculaire (collagenes I et V) des cornées opérées sont prévues lors de

leur étude immunohistologique.

4.1.5.1.3 Réinnervation

Rafat et coll.>** rapportent chez le modéle de cochon nain une réinnervation des implants de PC I
installés par ALK qui apparait entre 2 et 6 mois postopératoires. L’étude de McLaughlin et coll. !
décrit la réinnervation d’implants PC-PEG-MPC installés par ALK sur 20 cochons d’Inde. A 1’aide
d’une électrode directement montée sur le nerf optique, les auteurs démontrent que la réinnervation
des implants débute des le 3° mois postopératoire, grace a la reconstitution d’un plexus sous-
épithélial, et qu’elle permet une activité fonctionnelle et comparable aux yeux contrdle a 8 mois

postopératoires. Jangamreddy et coll.'®’

rapportent pour les implants CLP-PEG installés par ALK
la présence a 12 mois d’une réinnervation des implants biosynthétiques, avec un seuil sensibilité
cornéen qui revient progressivement a la normale : aucune sensation a 5 semaines, avec retour a
une sensibilité normale a 6 mois. A 3 mois, ils notent également que les implants CLP-PEG offrent
une meilleure sensibilité cornéenne que les implants RHCIII. A notre connaissance, notre étude est
la premiere qui montre la réinnervation d’un implant de CLP-PEG-MPC et la premiére qui montre

la réinnervation d’un implant biosynthétique installé par ILK. Toutefois, bien que les yeux opérés
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sont généralement moins sensibles dans notre étude, 1’évaluation fonctionnelle de cette
réinnervation est limitée, car la sensibilité cornéenne n’a été prise qu’au centre de la cornée, plutot
qu’au regard des implants. Pankert et coll. avait cependant montré une bonne corrélation entre la

présence de nerfs dans les implants et le regain de sensibilité a cet endroit.!*

4.1.5.1.4 Transparence et infiltrats

Tous les implants étaient transparents au terme de 1’étude et ces données se rapprochent de celles
rapportées dans la littérature sur les implants biosynthétiques de la cornée implantés chez les
animaux (Tableau 3). A I’appréciation générale de la densitométrie mesurée par le Pentacam, on
voit que la mesure évaluée par 1’appareil corréle mieux avec ce qui est observé a la fente fine de la
LAF qu’a I’examen en vue de face des implants. En effet, bien que la transparence au regard des
implants soit trés bonne en fin de suivi (Figure 16), on voit que I’implant de F1 semble plus dense
sur la carte générée par le Pentacam que F2 (Figure 22). Cette affirmation est également vraie
lorsqu’on compare la transparence en fente fine de F1 et F2 a I’examen de la LAF (G2, H2, Figure
24), ou F1 parait plus réfringent que F2. En se rappelant que le Pentacam utilise une fente fine et
le principe de Scheimpflug pour générer ses mesures, on peut comprendre pourquoi ces examens
sont comparables. Similairement, F4 parait trés transparent a la fois sur la carte de densitométrie
du Pentacam (Figure 22), sur les coupes OCT (Figure 33) et sur la fente fine de la LAF (K2, L2,

Figure 34), mais un peu moins a I’examen de face a la LAF (Figure 16).

Le résultat optique ou esthétique n’était cependant pas parfait, des opacités persistantes étant
venues s’installer trés rapidement en périphéries des implants ; des implants installés au centre de
la cornée ne nuiraient ainsi pas a la qualit¢ de la vision. Or, les implants ont également
transitoirement €té opacifiés en leur centre et dans le cas de F4, on a pu observer une corrélation
entre la persistance des opacités au niveau de I’interface cornée-implant antérieure et postérieure

et la présence de néovaisseaux. McLauglin et coll.*

émettent en ce sens 1’hypothése que
I’ opacification transitoire et I’appel néovasculaire seraient liés a la migration et a la différenciation
des kératocytes qu’ils ont dénotées au sein des implants. Cependant, plus d’études sont nécessaires
pour ¢lucider les causes exactes de ces opacifications et de 1’appel néovasculaire ; les analyses
histologiques des implants de F1 a F4 permettront de vérifier la nature des infiltrats en périphérie

des implants.
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4.1.5.2 Inflammation et néovascularisation

4.1.5.2.1 Humain versus animal

Dans les études similaires a la notre (Tableau 3), la néovascularisation des implants est un
évenement récurrent, quel que soit le modéle animal choisi. Et cet appel néovasculaire en soi est
problématique. En effet, méme si la néovascularisation est transitoire, les vaisseaux perturbent
I’organisation stromale sur leur passage et provoquent des dommages permanents, comme cela a
¢été le cas de I’'implant CLP-PEG-MPC de F4. En contrepartie, on sait que I’inflammation oculaire
est souvent plus prononcée chez le modeéle animal que chez ’humain®*® et, dans les études
animales, il y a soit pas ou peu de traitement anti-inflammatoire postopératoire, afin évaluer la
progression naturelle des cornées opérées sans facteurs de confusion. En comparaison, les greffes

humaines nécessitent généralement un traitement anti-inflammatoire durant plus de 6 mois.**’

4.1.5.2.2 Toxicité des implants et traitement antiinflammatoire

Bien que les sutures soient connues pour induire un appel néovasculaire dans les greffes
cornéennes,>*® la néovascularisation des implants biosynthétiques survient généralement bien aprés
le retrait des sutures, et ce peu importe le type d’implantation. Ceci semble donc pointer au fait que
ce sont les implants qui sont responsables de I’inflammation cornéenne et de 1’appel néovasculaire
subséquent dans ces études. Jangamreddy et coll.'®” rapporte dans leur étude que le début de la
néovascularisation survient 3 mois apres I’opération, accompagné d’une opacification temporaire
des implants. Bien que notre étude soit d’un petit volume, la néovascularisation ne progressa que
vers un seul implant (F4, CLP-PEG-MPC). Elle débuta en effet vers 3 mois postopératoires avec
summum au 5° mois, puis une régression progressive des néovaisseaux sous traitements anti-
inflammatoires. En fait, en plus du traitement anti-inflammatoire usuel pendant un mois
postopératoire (jusqu’au retrait des sutures), il a été jugé nécessaire t’intervenir de facon
conservatrice en réitérant ce traitement pendant les 2 mois durant lesquelles la croissance
néovasculaire était 2 son maximum (de 4 a 6 mois) chez le F4. Ceci a probablement joué un role
dans la régression de la néovascularisation, mais aucun néovaisseau n’était visible dans la cornée
méme 6 mois apres la cessation du traitement anti-inflammatoire (c.-a-d. aprés un an de suivi total),
suggérant soit qu’il faut réussir a avoir dessus sur I’inflammation pour en venir a bout de facon
durable, soit que la néovascularisation ne perdure pas aprés 6 mois postopératoires tout

simplement.
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4.1.5.2.3 Role du MPC dans ’inflammation

155-158

Rappelons-nous que le MPC est connu pour ses propriétés anti-inflammatoires et que c’est la

raison pour laquelle il a été testé chez des patients a haut risque de rejets dans une étude clinique,
dont les cornées sont demeurées exemptes de néovascularisation durant les 9 a 12 mois de suivi.'*?
Les deux implants ALK avec PC-MPC n’ont pas eu de réaction inflammatoire cornéenne
importante, mais les animaux avec ILK sont ceux qui en ont le plus souffert, alors que le but de
I’ILK était de s’éviter I’appel néovasculaire induit par les sutures sur I’implant. F3, qui avait deux

implants fabriqués avec du MPC a eu un ulcére cornéen intraitable et beaucoup de néovaisseaux.

F4 a vu son seul implant avec du MPC couvert de néovaisseaux durant plus de 2 mois.

4.1.5.2.4 Techniques chirurgicales : avantages, limites et nouvelles approches

4.1.5.2.4.1 Role de I’ILK dans l'inflammation

On pourrait donc croire, malgré le faible échantillon, que les ILK mettent la cornée a plus haut
risque d’inflammation et d’appel néovasculaire. Une explication pourrait étre que les points de
suture au limbe (ILK) sont plus propices a créer un appel néovasculaire que ceux sur la cornée

(ALK), car le limbe ne posséde pas le privilége immunologique de la cornée,’**°

et ceci pourrait
étre ce qui déclenche la réaction inflammatoire qui se propage a I’implant. De plus, la kératotomie
intrastromale effectuée lors de I’ILK pourrait faciliter la croissance des néovaisseaux qui semblent
en effet se propager de ’incision limbique suturée et suivre le trajet de la coupe intrastromale chez

F4.

4.1.5.2.4.2 Problemes liés a [’ALK

Il faut donc se demander si, finalement, I’ALK représente un avantage par rapport a I'lLK en ce
qui a attrait a I’inflammation cornéenne. Toutefois, les implants PC-MPC des sujets F1 et F2
installés par ALK ont eu une réépithélisation plus longue et ont perdu quelques parties de leur
matrice lors des premiéres semaines postopératoires. Cet évenement n’a pas été rapporté dans les
études utilisant une ALK avec des sutures en pont par-dessus 1’implant chez 1’animal,'>” 185244
mais Fagerholm et coll.!”? décrivent dans leur étude clinique de phase 1 que certains patients avec
ce type de sutures ont souffert sensiblement des mémes problémes : réépithélisation retardée, ainsi
qu’amincissement et fibrose des implants. Nous pensons que ceci est principalement li¢ a la

technique de suture, ou les fils indentent I’implant grace a un effet de cisaillement. En ce sens,
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Ljunggren et coll.!>*

ont comparé les résultats postopératoires aprés 12 mois d’implantation de
substituts cornéens RHCIII maintenus en place par des sutures sus-jacentes ou des sutures
individuelles. La seule différence notée a été que les sutures individuelles induisaient plus de
néovascularisation de la cornée. Est donc venue 1’idée de concevoir une chirurgie avec un résultat

similaire a I’ALK, mais en utilisant I’approche initiale de I'ILK.

4.1.5.2.4.3 Approche mixte ALK et ILK

1.4 : les implants de 6 mm de

Cette méthode est présentée dans 1’¢tude de Pasyechnikova et col
diametre sont tout d’abord insérés par ILK, puis le stroma antérieur est retiré par-dessus I’implant,
mais avec un rayon de coupe de 5 mm, ce qui évite a I’implant de sortir. Dans cette étude sur le
lapin, aucune réaction inflammatoire importante n’a été notée et la seule néovascularisation qui a
été observée était restreinte aux points de sutures limbiques et s’est résorbée apres le retrait des

points.

4.1.5.2.4.4 Utilisation de la colle de fibrine

Une autre technique pour I’implantation de substituts cornéens solides pourrait étre d’utiliser de la

0

colle de fibrine comme ceci se fait déja dans certaines chirurgies conjonctivales, 2°° ou a été tenté

dans différents types de chirurgies cornéennes : transplantation de membrane amniotique®' ou de

253 254

cellules souches limbiques,?? épikératophaquie,> stabilisation de kératoprothése?>* et greffe de
cornée.>>2%% La colle de fibrine permet de lier solidement, rapidement et aisément un corps
étranger a la cornée méme si elle est humide, et elle est bien tolérée par les patients, n’est pas

toxique et a méme certaines propriétés antimicrobiennes.?*

4.1.5.2.4.5 Epouser la forme de l'implant avec celle de la cornée

Une autre solution serait de découper I’implant et le stroma receveur de sorte que leurs formes
s’épousent et maintiennent I’implant en place, ce qui est actuellement réalisable grace a des lasers,
comme dans la méthode FLISK utilisée par Koulikovska et coll.!'> Ces derniers utilisent une
découpe au laser femtoseconde lors de leur étude sur les implants a base de PC-MPC et ils
réussissent ainsi @ maintenir en place 15 implants lenticulaires intrastomaux de 3 mm x 100 um
dans les cornées de lapin, sans utilisation de suture et sans inflammation. Toutefois, compte tenu
du prix d’achat et d’entretien des lasers femtosecondes, I’application a des fins uniquement

précliniques reste limitée. Or, pour éviter les complications secondaires a I’utilisation des points

100



de suture sur les implants solides, il est, comme on le sait maintenant, également possible de
profiter des effets de la réticulation du collagéne grace a I’irradiation des implants imbus de
riboflavine,'”®> ou encore, comme cela a été I’objectif du présent projet, de mettre au point un

implant qui, de par sa composition, s’intégre et se lie dés la chirurgie a la cornée hote.

101



Tableau 3. Revue de la littérature sur les implants cornéens biosynthétiques en recherche translationnelle.

Auteurs Année Description des implants Animaux Protocole Suivi Résultats Commentaires
chirurgical
Composition Taille (3/0) Durée  Modalités
Liu et coll.'® 2006 -PCI 350 16 lapins blancs ALK 6 LAF, Schirmer - Ré-Epithélisation dans la Ire semaine - Evolution similaire entre les 2
- EDC/NHS pum/5 mm L) Suture en pont retirée mois Fluorescéine - Présence de cellules stromales a M3 groupes
0,5:1 L) 8 cochons nains as3 Esthésiométrie - Nerfs présents dés M3 - Photos en N&B
500 de Gottingen 0 anti-infl. Topographie
um/6 mm ©) M. confocale
©
Rafat et coll.** 2008 - PCI 10% 500 pm/6 2x4 cochons ALK 12 LAF - Euthanasie d’un groupe devant - Moins de haze a M2 que Liu et coll.
- Chitosan 3% mm nains du Yucatan  Suture en pont retirée mois M. confocale néovascularisation avancée et haze 160
- PEG-DBA as4 - Epithélisation normale a M2 - Pas de photos
- EDC/NHS - 60% de kératinocytes a M8-12
- Nerfs présents a M8-12
- Diminution de la densitée
endothéliale
Liu et coll.'* 2009 Implants PC- 350 um/5,25 4 lapins blancs ALK 12 LAF - Néovascularisation de tous les - Implants RHCIII-MPC plus
MPC : mm (L) de la Nouvelle- Suture en pont retirée mois Esthésiométrie implants (cochon et lapins), résolu par résistants et moins biodégradable
- PCI20% 500 um/6,25 Zélande as3 Microscopie administration de stéroides théoriquement que les implants PC-
- PEG:MPC- mm (C) 4 cochons nains Stéroides si confocale - Régénération compleéte épithéliale, MPC
PEG 3:1 du Yucatan (C) néovascularisation kératocytes et nerfs a 12 mois
- MPC - Absence de macrophages
- EDC/NHS
Implants
RHCIIIL :
- RHCIII
- PEG, MPC
- EDC/NHS
McLaughlin et 2010 - PCI 20% 150 um/3,5 20 cochons KT de 3 mm 8 LAF - Néovascularisation de tous les - Ire étude montrant la régénération
coll.'®® - PEG:MPC- mm d’Inde Surjet 10-0 mois Esthésiométrie implants, résolus par 2 semaines de neuronale in vivo dans les bio-
PEG 3:1 Activité neurale stéroides implants
-MPC 4:1, M3, - Haze modéré a S3, résolu a M2 - Bonne tolérance de la greffe
2:1, 1:1 M8 - Implants transparents a M6 transfixiante
- EDC/NHS - Innervation débutante a M3,
compléte avec plexus subépithélial et
activité a M8
- Colonisation stromale et épithéliale
normale a M8
Hackett ef coll.'™ 2011 -RHC III 350 Lapins blancs de ~ M-2 Brulure NaOH 9 LAF - Néovascularisation a M1 : 75% - Intérét de ’ajout du
13,7% nm/6,25 la Nouvelle- ALK de 350 pm x mois M. confocale RHCIII, MPC dans les implants
- EDC/NHS mm Z¢élande : 6 mm M9 50% Allogreffes, 25% RHCIII-MPC
- 575 mw- 4 Brulure + Surjet en pont retiré - Réduction du haze et
PEG Allogreffe aMl néovascularisation 8 M6 et M9
-+ MPC 4 Brulure + 0 anti-infl. - Transparence identique a M9
RHCIII - Cellules épithéliales et stromales
4 Brulure + dans tous les implants a M9
RHCII-MPC
Pasyechnikova et 2012 - PCI 12% 500 pm/7 8 lapins blancs ILK de 7 mm, puis 12 LAF - Cicatrisation épithéliale en 5 jours - Analyse pachymétrique et
coll.™® - EDC/NHS mm de la Nouvelle- ALK de Smm mois - Résorption de I'implant a M12 structurelle?
Zglande 0 suture - Probléeme d’¢limination des bulles Résorption par remplacement, ou
0 anti-infl. d’air lors de la conception de I'implant  amincissement séquellaire?
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Auteurs Année Description des implants Animaux Protocole Suivi Résultats Commentaires
chirurgical
Composition Taille (9/]) Durée Modalités
Pankert et 2014 Reconstitution par 61 £ 15 pm/4 mm 4 félins : allogreffe ILK 4272 um 4 mois LAF - Bonne intégration des greffons : Pas de
coll. ' culture de cellules 4 félins : implant de  de profondeur Esthésiométrie  tissu cicatriciel, pas de néovascularisation
stromales génie tissulaire 0 suture OCT - Cellules stromales plus nombreuses
Absence de M4 : dans le greffon que cornée
matériel exogéne M. Confocale, - Réinnervation a M4 : plus denses, mais
TEM, IF plus courts - Sensibilité préservée
Rafat et coll.?6! 2016 Ceeur : 150 um/3 mm 25 lapins de la FemtoLASER 3 mois LAF - 2 déces pendant le suivi (1 cas d’abces, - Ire étude utilisant le
Standard : Nouvelle-Zélande (Intralase iFS) OCT 1 lors examen M1) FemtoLASER dans la création
- PCI 18% Profondeur : M. confocale - 2/24 cas de néovascularisation a M1, d’une ’poche’ cornéenne, mais
- EDC/NHS 5 auto-greffe 125 um régression partielle a M3 absence d’étude topographique
Hybride : 5 standard avec 0 suture - Dégradation de ’enveloppe en 1 mois - Approche d’un implant
-PCI 18% enveloppe fine (50 Stéroides : environ. pouvant contenir une
- EDC/NHS pum) selon le cas - Cornée plus fine dans les groupes avec composante thérapeutique
- MPC 5 standard avec enveloppe que cornée native et implant (comme un médicament), avec
- PEG diacrylate enveloppe épaisse seul. dégradation progressive de
- TEMED (100 pum) - Toutes les cornées avec implant sans I’enveloppe
- APS 5 hybride sans enveloppe > 90% de leur épaisseur.
Enveloppe : enveloppe - Transparence identique a M1 et M3 -
-PCI 1% 5 hybride avec Pas de différence au niveau de
- DMEM enveloppe épaisse I’innervation entre cornée native et autres
(100 pum) groupes
- Présence de macrophages a ’interface
Islam et coll.'®! 2016 -CLP 500 pm/7 mm 4 cochons nains de ALK 12 mois LAF - Innervation M12 avec plexus - Peu d’informations sur le
- PEG 8-arm Géttingen subépithélial protocole chirurgical et suivi
- EDC/NHS - Haze a I’interface greffon-cornée photo
postérieure
- Régénération cornéenne avec
production de collageéne I et V
Syed-Picard et 2018 Matrice a partir Simple 30 souris C57BL-6 ILK 5 LAF - Poursuite de la différenciation des - Tres petit modéle (souris),
coll.** d’une culture de couche/2 mm semaines  OCT kératocytes humains dans la cornée permettant de mettre en
cellules stromales murine évidence a biocompatibilité et
- Présence de collagéne [, V & kératan régénération tissulaire
humain (régénération) - Peu représentatif pour la
- Distinction Greffon-Hote impossible a tolérance de I’implant
I’OCT a W5
- Perte transitoire de la transparence
cornéenne
Jangamreddy 2018 Implants CLP- 500 um/6,75 mm 2 x4 cochonnainde ALK + GMA 12 mois LAF, PIO - Léger haze dans les 2 groupes jusque 3
et coll.’87 PEG: Gottingen Stéroides Schirmer mois, puis transparent
- CLP durant 5 Pachymétrie - A 12 mois, régénération cornéenne
- PEG 8-arm semaines Esthésiométrie  compleéte (épithélium, kératocytes, nerfs
- EDC-NHS M. confocale cornéens)

Implants RHCIII:
- RHCIII 18%

- MPC

- APC, EDC/NHS

- Anesthésie cornéenne a W5, retour a la
normale a M6

M : nombre de mois postopératoires, S : nombre de semaines postopératoires
1 : épaisseur de I’implant ; @ : diametre de I’implant ; Anti-infl. : Traitement anti-inflammatoire
ALK : kératoplastie lamellaire antérieure ; ILK : kératoplastie lenticulaire intrastromale ; KT : kératoplastie transfixiante ; GMA : greffe de membrane amniotique
LAF : lampe a fente ; M. confocale : microscopie confocale ; TEM : microscopie électronique en transmission ; IF : immunofluorescence ; OCT : tomographie par cohérence optique

© ASB et FX

APS : Ammonium persulphate ; CLP : peptides mimétiques du collagéne ; EDC : 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide ; DBA : dibutyraldehyde ; NHS : N-hydroxysuccinimide ; PCI : collagéne porcin I ; PEG : Polyethylene
glycol ; RCHIII : collagéne humain recombinant III ; TEMED : N,N,N,N-tetramethylethylenediamine
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4.1.5.3 Guérison épithéliale et examens sous sédation

4.1.5.3.1 Examens sous sédation

Afin de limiter I’exposition cornéenne a 1’air ambiant lors des examens des animaux (ce qui retarde
la guérison épithéliale ou peut mener a des kératites d’exposition), il a ét¢ décidé de limiter le
nombre d’examens, de les faire le plus rapidement possible et d’essayer le plus possible de les
réaliser sans avoir recours a la sédation (ce qui empéche les animaux de cligner des yeux et qui
nécessite I’'instillation de larmes artificielles aux 5 minutes, qui peuvent elles aussi étre
dommageable a la longue pour 1’épithélium, car elles contiennent des agents de conservations).
Ainsi, plus de 40% des examens ont pu étre réalisés sans aucune sédation, possibles par 1’attitude
calme et collaborative propre au félin, montrant ici un autre avantage d’utiliser ce modéle animal.
Cependant, malgré I’optimisation des examens cliniques, un ulcere s’est formé et s’est chronicisé

dans la cornée de F3, ce qui a évolué vers un séquestre.

4.1.5.3.2 Le séquestre cornéen de F3

Le séquestre cornéen, bien que ce soit le premier cas rapporté par notre laboratoire, est une
pathologie bien connue et décrite — quoique rare — chez le félin, mais quelques rapports la
mentionnent également chez le chien®® et le cheval.?**2% La coloration brunatre des séquestres

266 et se traite généralement par ALK, %7 avec de bons résultats

serait due a la présence de mélanine
optiques et fonctionnels.?*® Bien que la pathophysiologie ne soit pas encore bien comprise, elle
serait due & diverses insultes cornéennes, dont la kératite ulcéreuse, I’herpés félin (FHV-1)?236: 26% 270
et la lagophtalmie (incapacité d’occlure complétement les paupieres — induit ici notamment par la
sédation).?”! Elle est également plus répandue chez les chats brachycéphales (a petite téte : Perses,
Himalayen, et Burmese),?%® 272 qui ne font cependant pas partie des félins de la présente étude. De
plus, les prélévements réalisés chez les sujets d’étude n’ont pas relevé la présence de I’infection au

FHV-1. Dans une future, étude, il sera donc important d’éviter chats brachycéphales et d’assurer

la cicatrisation épithéliale la plus rapide possible.
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4.1.5.4 Imagerie clinique in vivo

4.1.5.4.1 Lampe a fente

Avec un animal endormi ou collaborant, ’examen a la lampe a fente s’aveére extrémement utile
pour le suivi clinique des implants et 1’appréciation globale de la cornée. Avant le début de ce
projet, ces examens étaient réalisés a 1’aide d’une lampe a fente standard (BQ 900, Haag-Streit,
Bern, Suisse) sur laquelle était montée une caméra Sony (DXC-390, Sony, Park Ridge, NJ, Etats-
Unis). Les images obtenues étaient des instantanées de la capture vidéo de la caméra et, en
I’absence d’un flash pour augmenter 1’illumination de la scéne et diminuer le temps d’exposition,
il fallait étre chanceux pour avoir une image nette (les images étaient souvent floues due a la
respiration de 1’animal qui faisait bouger sa téte). Sans flash, il était également impossible de garder
une lumiére ambiante pour apprécier les détails du reste de la cornée lorsqu’une fente fine était
utilisée (Figure 36). Les images étaient de faible résolution (768 x 576 pixels) et il fallait souvent
en corriger la luminosité et le contraste pour pouvoir en discerner les détails et relever ce qui avait

été apercu avec nos yeux lors de I’examen.

Figure 36. Exemple d'image prise sur la lampe a fente avec la caméra DXC-390.
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Pour tenter de palier a ces limitations, la caméra DXC-390 a ét¢ temporairement remplacée par une
caméra vidéo haute résolution (SMP Color CMOS Camera : BCE-C050-U, Mightex Systems,
Toronto, Canada). Les premicres semaines de suivi de F3 ont ainsi été capturées par cette caméra
(Pre-op, D1, D7, Figure 30). Bien que la résolution des images fiit nettement meilleure (2560 x
1920 pixels), toutes les autres limitations étaient encore présentes et la plupart des images devaient
étre ¢liminées a cause du flou cinétique induit par la respiration de 1’animal (Figure 37). Beaucoup
de tentatives d’obtenir une image de qualité étaient alors nécessaires, ce qui rallongeait la durée de

I’examen et a pu jouer un role important dans 1’ulcération cornéenne de F3.

Figure 37. Exemple d'image prise sur la lampe a fente avec la caméra BCE-C050-U.

Afin de pouvoir prendre des photos représentatives de ce qui était observé a 1’ceil et pour étre a
niveau avec ce qui se faisait déja depuis des années dans d’autres laboratoires, il a été possible de
se munir d’une fente munie d’un flash (BX 900, Haag-Streit, Bern, Suisse) sur laquelle était montée
d’un appareil photographique reflex numérique semi-professionnel (D200, NIKON corp., Tokyo,
Japon). En plus d’offrir une qualité¢ d’image nettement supérieure (résolution : 3872 x 2592 pixels),

les examens des yeux €taient beaucoup plus rapides, car il n’était pas nécessaire de reprendre des
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dizaines de fois la méme prise de vue, ce qui permettait de réduire les risques épithéliaux décrits

plus haut. Les images étaient toutes trés nettes (Figure 38) et I’appareil était tres facile d utilisation.

Figure 38. Exemple d'image prise sur la lampe a fente munie d’un flash et d’une D200.

4.1.5.4.2 Tomographie en cohérence optique

Deux appareils OCT ont été utilisés durant le suivi des animaux, soit le Thorlabs™ et le Visante™.
Ces deux appareils ont plus d’une dizaine d’années, mais permettaient tout de méme d’obtenir des
informations cruciales et objectives (les dimensions) sur les implants. Le Thorlabs™ ¢étant
I’appareil qui offrait la meilleure résolution spatiale (bien que I’image sortit parfois du cadre), c’est

celui-ci qui a été utilise€ le plus souvent et pour prendre les mesures des cornées et des implants.

Peu importe I’appareil, la principale limite de leur utilisation était I’alignement de I’ceil de I’animal.
Bien que ces examens étaient généralement réalisés avec une sédation, ce qui permettait d’orienter
a notre guise la téte de I’animal, il était difficile de s’assurer étre tout le temps dans le méme angle,
n’ayant aucun moyen de vérifier I’axe optique des yeux de ’animal. De nouveaux appareils de
meilleures résolutions et avec une utilisation plus facile sont maintenant disponibles et peuvent étre
muni d’un systeme de poursuite oculaire permettrait de réaliser des coupes OCT (et les mesures en

découlant) de fagon reproductible, et ce méme sur un animal éveillé. Malheureusement, puisque

107



les appareils cliniques de la sorte ne peuvent t’étre utilisés soit avec les humains ou les animaux,

le cotit de ces dispositifs demeure le principal frein a leur acquisition en recherche préclinique.

4.1.5.4.3 Microscopie confocale

Le microscope confocal Consfoscan 3™ est un appareil qui a lui aussi été congu pour ’utilisation
chez les patients humains, mais principalement a des fins de recherche. Son utilisation demande un
contact presque indirect avec la cornée via un gel optique et, a nouveau, le mouvement respiratoire
et I’orientation de la té€te (et donc des yeux) de I’animal restent un défi majeur a 1’obtention
d’images claires et reproductibles. Cependant, malgré ces limitations importantes, son utilisation
in vivo est ce qui rend 1’utilisation de cet appareil si utile et permet de suivre en temps réel la

régénération cornéenne au sein des implants.

4.1.5.4.4 Topographie et densitométrie cornéenne

La topographie cornéenne avec le Pentacam HR™ a été réalisée dans le cadre de 1’étude actuelle
surtout par preuve de concept. C’est un examen qui est somme toute important, car, comme le
rapportent Ong et coll., les premiers implants biosynthétiques installés par ALK avec des sutures
en surjet provoquaient un astigmatisme irrégulier et une accentuation de la courbure antérieure, ce

qui nuit au pronostic visuel des patients.'”

Comme décrit dans [Dintroduction, son utilisation pour quantifier automatiquement et
objectivement la transparence cornéenne centrale (facteur important dans la fonctionnalité
cornéenne et la qualité de la vision) pourrait étre utile pour le suivi des implants installés au centre
de la cornée, pour les premieres semaines de suivi lorsque la transparence de la cornée varie
beaucoup ou pour mesurer et comparer de petites différences de densité optique qui serait
imperceptible a I’examen de la lampe a fente, actuellement utilisée pour quantifier cette

transparence.

11 s’agit toutefois d’un examen plus difficile a réaliser chez 1I’animal endormi et nécessite de placer
la téte a 1a bonne distance et dans la bonne orientation d’étre centré sur le centre pupillaire ou centre
géométrique de la cornée. De plus, puisque I’appareil utilise la réfraction lumineuse pour construire
son modele 3D et faire ses mesures, les artéfacts lumineux dus a la différence d’indice de réfraction
entre la cornée et les implants peuvent nuire a la précision des mesures de pachymétrie et de

courbure postérieure.
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4.2 Substituts injectables dans la cornée humaine ex vivo

Les implants présentés dans cette section ont été développés a I’'UOHI. Plus spécifiquement, la

conception et la préparation des implants sont le fruit des travaux de Dr Marcelo Murioz, PhD.

4.2.1 Expérience A : Essai préliminaire avec SMILE
% But:
» Tester la confection d’un implant, son injection et son suivi
< Hypothése :
» Un implant qui a été réticulé avec succes perdurera dans la cornée hote et demeurera
transparent.
«* Nombre de cornées opérées : 1 (Cornée 1 =Cl)
% Type de chirurgie : SMILE
% Durée du suivi post-op : 24 heures
+ Résultats :

» CI : Implant trop liquide, fuite immédiatement notée a I’endroit de I’incision apres le retrait

de I’aiguille et lors du suivi de 24 heures (Figure 39).

Figure 39. C1 : Coupe OCT de la cornée opérée par SMILE puis injectée avec 1’implant.

L’image d’en haut montre une coupe OCT au centre de la cornée quelques minutes apres la réticulation de
I’implant. L’image d’en bas montre la méme coupe, a 24 heures post-réticulation. Une perte évidente de
volume de I’implant liquide (étoiles rouges) et un épaississement de la paroi postérieure de la cornée sont
notés entre les deux prises de vue. La fléche blanche montre un pli dans I’endothélium. Les étoiles blanches
montrent les irrégularités de la surface de la poche stromale dues au passage de la lame apres le laser.

109



4.2.1.1 Analyse

Cette premicre expérience était une opportunité de voir ou les problémes allaient apparaitre et ainsi

de déterminer quelles informations seraient pertinentes a colliger pour améliorer le résultat final.

4.2.1.1.1 Perte de I’'implant

La consistance trop liquide de I’implant était un probléme important lors de cette expérience, mais
une certaine quantité¢ d’implant a ét¢ maintenue dans la cornée et ce dernier a pu étre réticulé a la
lumicre bleue. La coupe OCT montre cependant que la pression dans la chambre antérieure était
possiblement trop basse, ce qui cause le pli dans la membrane endothéliale. La perte de volume de
I’implant aprés seulement 24 heures semble montrer que la réticulation de 1I’implant ne s’est pas
faite complétement et qu’une partie, encore liquide, a pu fuir vraisemblablement par I’ouverture de
la plaie lorsque la pression dans la chambre antérieure a été rétablie a la hausse lors de sa mise en
place sur le systeme de perfusion automatique. Une autre explication pour la perte de volume de
I’implant, et qui pourrait permettre de comprendre que la paroi postérieure de I’implant ait autant
épaissie en 24 heures, est que I’implant était hypoosmolaire et que son volume d’eau a été en partie
absorbé par la cornée hote.’”> Enfin, on pourrait penser que la nécrose tissulaire du stroma,

provoquant la libération d’enzymes telles les collagénases,?’* 27

pourrait mener a la fonte de
I’implant.?’® Cependant, il a déja été démontré que le CLP-PEG a une trés grande résistance a court

et a long terme aux collagénases sécrétées par la cornée.'°!

4.2.1.1.2 Irrégularités de surface dans la SMILE

Bien qu’aucune étude n’ait été faite spécifiquement a ce sujet, on sait que les irrégularités de surface
de la poche stromale peuvent étre expliquées par la dissection manuelle du lenticule. Lors de la
découpe au laser, bien qu’une grande portion du lenticule se détache du reste du stroma, il peut
perdurer quelques ponts tissulaires entre ces deux dernieres structures, phénomene qui est accentué
si le passage du laser est perturbé par des débris ou des bulles d’air a la surface cornéenne.?’” Lors
de I’extraction du lenticule, ces ponts sont déchirés, ce qui donne cet aspect irrégulier observé aux

images de ’OCT et peut mener a la formation de petits débris flottant dans la poche stromale.
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4.2.1.2 Discussion

L’imagerie a I’OCT fournit de nombreuses informations précieuses pour I’analyse de la

performance des implants injectables : transparence (qui est, sur les clichés, inversement

proportionnelle a la réfringence), volume, profondeur de la coupe et certains détails microscopiques

telles les irrégularités observées dans cette expérience.

4.2.2 Expérience B : Nouvelle recette et impact de la PIO

7
L <4

<,

Buts:

» Tester une nouvelle formulation d’implant plus solide et avec une composition finale
isoosmolaire a la cornée hote.

» Tester 'impact de la pression dans la chambre antérieure (PIO) sur la fuite de I’implant.

Hypotheéses :

» Un implant de consistance moins liquide devrait prévenir la fuite immédiate de I’implant
apres ’injection.

» Silaréticulation des implants s’effectue avec succes, I’augmentation subséquente de la P1IO
ne devrait pas provoquer la fuite des implants par la plaie stromale.

Modifications au protocole:

» Colliger plus rigoureusement les informations sur la confection des implants (poids et
volume de chaque composé) et leur corrélation sur leur évolution postopératoire (LAF et
OCT) a0, 2, 3, 4 et 24h post réticulation (plutot que juste 0 et 24h).

Nombre de cornées opérées : 2 (C2 et C3)

Type de chirurgie : kératotomie manuelle

Durée du suivi post-op : 24 heures

Résultats :

» Perte d’une partie du matériel injectable ($$$) lors du transfert de I’'implant de I’Eppendorf
a la seringue pour I’injection.

» C2 :implant trop consistant et impossible a faire sortir de la seringue a moins d’utiliser une
grande force (Figure 40).

» C3: fuite de I'implant immédiatement aprés avoir augmenté la PIO dans la chambre
artificielle (Figure 41) et opacification légere et progressive de la cornée centrale dans les

24 heures suivant I’irradiation par la lumiére bleue (Figure 42).
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Figure 40. L implant injectable se solidifiant a I’air ambiant au bout d’une canule 27 G.

On peut apprécier sur ce cliché la consistance gélatineuse de 1’implant injectable.

Figure 41. C2 : Photo a la LAF montrant la fuite de I’implant apres une hausse de la PIO.

L’image de gauche, prise quelques instants apres la réticulation de la C3, montre une ondulation de la paroi
postérieure, témoignant d’une PIO trop faible (la paroi antérieure étant moins déformable). L’implant
injectable est visible en jaune translucide dans la poche intrastromale. L’image de droite a été prise juste
apres avoir augmenté légerement la PIO (en injectant du BSS dans la chambre antérieure) et montre une
fuite immédiate de I’implant par la plaie suturée (cercle rouge pointill¢), ainsi que la diminution conséquente
du volume de I’implant dans la poche intrastromale.
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Figure 42. C3 : Opacification blanchétre aprés 1’irradiation par la lumiére bleue.

(A) L’image a été prise quelques instants apres la réticulation et la hausse de la PIO. L’implant injectable
est discrétement visible en jaune translucide dans la poche intrastromale, délimitée sur la cornée par un trait
bleu. (B) L’image a été prise 4 heures apreés la réticulation de 1’implant montre un changement de couleur
blanchatre et une légere perte subséquente de la transparence cornéenne vis-a-vis la poche stromale. (C) La
coupe OCT au centre de la cornée prise au méme moment que I’image A montre une zone hyperréflective
en antérieure de la poche stromale (fléche rouge) qui est plus épaisse que la zone hyperréflective en
postérieure de la poche. (D) La coupe OCT au centre de la cornée prise au méme moment que I’image B
montre un épaississement de la zone hyperréflective en antérieur principalement (fléche rouge).

4.2.2.1 Analyse
D’une part, cette seconde expérience a permis de confirmer que la PIO jouait en effet un role
important dans la fuite immédiate de I’implant et que cette fuite était due au fait que la réticulation

ne se réalisait pas completement. Parallelement, quelques heures seulement apres 1’irradiation a la

lumicre bleue, on note que la cornée s’opacifie et blanchit en regard de la poche stromale.

4.2.2.1.1 Opacification et hyperréflectivité

En regardant les coupes a ’OCT, on réalise que la zone d’opacification correspond en fait
majoritairement a I’interface entre la poche stromale antérieure et I’implant liquide (apparaissant
en noir). Cette zone hyperréflective perdure au cours des heures suivantes et s’épaissit pour
combler toute la largeur de la poche stromale. Ce qui est particuliérement intéressant est que

I’opacification se produit majoritairement a la portion antérieure de la poche stromale (région qui
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recoit le plus de rayons de lumiére) et qu’elle semble s’épaissir et devenir plus intense dans les
heures suivantes. Cette zone hyperréflective pourrait correspondre a I’implant qui a été réticulé
avec succes en antérieur, et dont la solidification se poursuit passivement et antérieurement durant
les heures suivantes. Cette zone hyperréflective pourrait également €tre expliquée par une
destruction cellulaire et a une désorganisation secondaire des fibres de collagéne de la paroi
antérieure de la poche stromale. Cette réaction tissulaire pourrait étre due au traumatisme de la
kératotomie seule, a 1’irradiation par la lumicre bleue (moins probable vu que 1’opacification
semble épargner le stroma antérieur de la cornée) ou par la réticulation de la riboflavine elle-méme
qui provoque la libération de radicaux libre d’oxygene. Une réaction toxique du stroma au contenu
de I’implant, a la lumiére bleue ou aux radicaux libres pourrait provoquer la libération d’enzymes

telles les collagénases,’* 27

qui, par réaction en chaine, viendrait progressivement perturber
I’organisation stromale et provoquer 1’opacification et I’hyperréflectivité pergue a la LAF et ’OCT.
Cette opacification ¢était évidemment un probléme important & comprendre et a résoudre
(Expérience C, Annexe 16), car un implant opaque n’est pas fonctionnel pour le patient humain. Il
pourrait ainsi étre utile de prolonger la durée d’irradiation pour voir si ceci induit une réaction

cornéenne toxique ou permet de mieux réticuler et solidifier les implants.

4.2.2.1.2 Impact possible de la température sur la consistance des implants

Les deux implants ayant ét¢ confectionnés en usant de la méme formulation, mais avec une
consistance peropératoire diamétralement opposée, remettent en question 1’impact seul de la
formulation sur la solidité de I’implant. La température de I’implant lors de I’injection semble en
effet étre un facteur important, car plusieurs de ses ingrédients sont maintenus a 4°C dans leur

transport, mais I’implant est injecté a la température de la salle d’opération (autour de 20°C).

4.2.2.2 Discussion

La LAF étant I’examen le plus utilisé en clinique, il est primordial d’étre en mesure de bien décrire
les signes de réussite ou d’échec de la chirurgie des implants liquides avec cet appareil. On note
donc ici ’'importance de chercher a la LAF, dés les premiers examens postop, les signes
d’écoulement de I’implant, telle une bulle de liquide qui se forme au niveau des sutures
périphériques, indiquant une fuite sévere et un échec de la réticulation de I’implant dans son

entiereté. De plus, la LAF permet rapidement d’objectiver la coloration ou la perte de transparence
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de I’'implant, un facteur déterminant de I’acuité visuelle des futurs patients qui recevraient cet

implant. L’OCT, utile en soit, permet également de corroborer microscopiquement ce qui est

apercu a la LAF. Toutefois, pour s’assurer de bien évaluer la progression de I’implant dans la poche

stromale, il est pertinent d’imager la cornée dans toute sa largeur a I’aide d’un OCT a grand angle.

4.2.3 Expérience D : Controle des paramétres de production et d’irradiation

7
L <4

<,

Buts:

>

Comparer la maniabilité de I’implant s’il est centrifugé a 10000 RPM puis transvidé dans
la seringue (C7), ou transvidé dans la seringue, puis centrifugé a 4000 RPM (C8).
Tester si le prolongement de I’irradiation a la lumiere 30 minutes au lieu de 20 permet de

mieux solidifier les implants.

Hypotheéses :

>

Préparer I’'implant directement dans la seringue devrait limiter les pertes de matériel
secondaires au transfert entre contenants.
Une irradiation de 30 au lieu de 20 minutes devrait permettre de mieux solidifier les

implants et empécher leur fuite totale de la poche stromale.

Modifications au protocole:

>
>

Suivre dorénavant les cornées sur une période d’une semaine.

Tester 'utilisation de I’OCT a grand angle Visante™ pour étre capable de voir I’ensemble
de la poche stromale et la cornée périphérique. Commencer par une prise de vue plus
précoce a 24h postopératoire.

Aprées une semaine de suivi, envoyer au besoin les cornées a Ottawa pour que le laboratoire
d’EA analyse le contenu des poches stromales afin de confirmer ou d’infirmer la présence

d’implant réticulé.

Nombre de cornées opérées : 2 (C7 et C8)

Type de chirurgie : kératotomie manuelle

Durée du suivi post-op : 1 semaine

Résultats:

>

C7 : le transfert du premier implant de I’Eppendorf a la seringue nécessite de nombreuses
succions par pipetage et résulte en la perte du matériel injectable qui reste collé a la paroi

de I’Eppendorf.
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» (8 : transvider I’implant dans la seringue au préalable rend plus difficile le mélange des
ingrédients (qui doit se faire a I’aide d’une longue aiguille), mais aucun matériel n’est ainsi
perdu. La viscosité des deux préparations était adéquate et similaire. Pas de fuite immédiate
notée en salle d’opération.

» (7 : perte progressive de I’implant lors des 24 premiéres heures, puis une perte totale a la
suite de la normalisation de la PIO a 24h (Figure 43), a I’instar de la C3.

» C8: la poche stromale a été ouverte trop prés de 1I’endothélium, mesuré a 550 um de
profondeur plutdt que le 350 um désiré, sans bris visualisé a la paroi postérieure de la poche
stromale (Figure 46). Perte partielle de I’implant au cours de la semaine de suivi (Figure
44).

» C7 et C8: Disparition de la couleur jaunatre de I’implant pour ne laisser qu’une cornée
parfaitement transparente a partir de 4h postopératoire (Figure 43 et Figure 45).

» L’utilisation de I’OCT Visante™ permet de voir la cornée dans son ensemble, quoiqu’a une
moindre résolution qu’avec I’OCT 930 SR de Thorlabs (Figure 44 et Figure 46).

» Les deux cornées ont été¢ envoyées au laboratoire d’EA, qui n’ont pas pu confirmer la

présence d’implant réticulé dans les poches stromales.

Figure 43. C7 : Perte progressive de I’implant et fuite totale post hausse de la PIO a 24h.

Décoloration en 4 heures de I’'implant pour ne laisser qu’une cornée transparente. Un point de suture avait
laché peu de temps apres 1’opération (HO) et a été retiré.
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Figure 44. C8 : Poche stromale trés postérieure et perte partielle de I’'implant.

L’image du haut, prise avec I’OCT Visante™ a 24h post-injection, montre une poche stromale bien remplie
par I’implant (étoile rouge), mais mince et fragile (profondeur = 550 um). L’image du bas, prise avec ’OCT
de Thorlabs a 1 semaine post-injection, montre un collapsus partiel de la poche stromale (fleches blanches),
avec un implant résiduel (étoile rouge). Ces deux images nous permettent également d’apprécier la capacité
de ’OCT Visante™ d’illustrer I’entiéreté de la chambre antérieure, mais a une résolution moindre. Les deux
fléches bleues montrent les ouvertures de la canalisation de la chambre antérieure artificielle qui permet au
milieu de culture de circuler derriére la cornée. Leur visualisation et leur taille égale permettent en fait a
celui qui prend la coupe de savoir qu’il est bien orienté a I’horizontale par rapport a la chambre artificielle.

Figure 45. C8 : Décoloration progressive de I’implant et cornée claire a partir de 4h postop.
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Figure 46. C8 : Coupes OCT prises avec le Visante™ a intervalle de 45° sur la C8 a 24h.

Le Vistante™ a une fonction qui capture automatiquement la cornée dans 4 angles différents a intervalle de
45°. Cela permet d’avoir rapidement un apercu global de la cornée dans tous ses axes. La figure ci-haut ne
permet pas d’observer un bris de la paroi postérieure de la poche stromale malgré sa grande minceur.

4.2.3.1 Analyse

423.1.1 Perte de I’'implant

Malgré I’allongement de la période d’irradiation par la lumiere bleue, il ne semble pas y avoir eu
réticulation des implants. La coupe manuelle trés postérieure de la C8 n’aura certainement pas aidé

la lumiere bleue qui devait traverser beaucoup plus de tissu pour se rendre a I’implant.

4.2.3.1.2 Décoloration et transparence de 1’implant

La décoloration progressive des implants pour ne laisser place qu’a un implant parfaitement
transparent est le résultat souhaité pour les futurs patients et c’est ce qui a été obtenu dans cette
expérience. En effet, aucune opacification blanchatre de la poche stromale n’a ét€ mise en évidence
durant cette expérience et la coloration jaunatre observée s’est estompée en 1’espace de quelques
heures. Cette perte progressive de la couleur jaune de la riboflavine est un effet connu de son
irradiation anaérobie qui provoque une photoréduction intramoléculaire du cycle de
l'isoall ine.?’ 1 d eri ) Sticulati bl i
isoalloxazine.””® Dans le contexte de notre expérience, ou une réticulation ne semble pas avoir

réellement lieu suite a I’irradiation de la lumiére bleue, ce changement de teinte pourrait étre
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¢galement di a I’exposition a la lumiére ambiante et aux flashs des photos lors des examens

périodiques.

4.2.3.1.3 Limites de la kératotomie manuelle

Cette expérience nous a démontré que la coupe manuelle est en effet une source de variabilité dans
I’étude, ce qui mérite d’étre étudié davantage (Expérience E, Annexe 16). La coupe trés postérieure
de la C8 pourrait étre expliquée par une hausse transitoire de la PIO lors de la coupe a la lame en
diamant qui I’a fait s’enfoncer trop profondément dans le stroma qui se trouverait anormalement
bombé¢ antérieurement. La SMILE, bien que coliteuse, est une technique beaucoup plus précise et

reproductible.?”’

4.2.3.2 Discussion

Le Visante™ permet de facilement visualiser I’ensemble de la poche stromale. La perte du volume
de I’implant était le principal défi auquel il fallait faire face et il devenait important de bien pouvoir
la mesurer. L’aire de la coupe de I’implant (Figure 14) ne peut étre mesurée que sur les images du

Visante™ et devrait permettre d’obtenir une mesure plus précise du volume de I’implant.

4.2.4 Expérience F : Evolution des implants avec et sans irradiation

% Buts:

» Comparer la progression de 1’aire de coupe, de la hauteur et de la largeur des implants dans
une cornée non irradiée (C15) versus une cornée irradiée durant 1 heure (C16).

> Evaluer quel paramétre entre 1’aire de coupe (Figure 14), la hauteur ou la largeur des
implants est le plus représentatif de leur volume (estimé).

» Comparer la progression de 1’épaisseur du mur antérieur et du mur postérieur de la poche
stromale chez ces deux mémes cornées.

< Hypothéses :

» L’irradiation prolongée de C16 devrait permettre de réticuler et solidifier I’implant, ce qui
devrait se traduire par une absence de perte de volume ou, du moins, par une perte de
I’implant irradi¢ (C16) apres plus de jours d’observation que ’implant contrdle (C15).
L’implant de C15 devrait s’amincir progressivement a 1’instar de C7.

» Les résultats précédents montrent que les implants perdent en hauteur (et non en largeur),

avant de disparaitre complétement. La largeur des implants étant un parametre assez stable,
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la mesure a tout instant de 1’aire de coupe et de la hauteur des implants devraient étre
fortement corrélées, peu importe I’'implant étudié.

» Si un cedéme cornéen est présent, il sera surtout postérieur. En 1’absence de toxicité
cornéenne, la lumiére bleue et la riboflavine ne devraient agir qu’au niveau de la poche
stromale et les murs antérieurs et postérieurs devraient étre de taille équivalente, sans
différence significative dans leur progression en cours de suivi.

Modifications au protocole:

» Rajouter I’aire de coupe OCT (Visante™) comme paramétre d’évolution de la taille des
implants (Figure 14).

» Suivre dorénavant toutes les cornées sur une période de 2 semaines (s’il reste toujours un
implant visible aprés 1 semaine).

» S’assurer de la profondeur de la kératotomie manuelle avant I’injection grace a ’OCT.

Nombre de cornées opérées : 2 (C15 et C16)

Type de chirurgie : kératotomie manuelle

Durée du suivi post-op : 2 semaines

Résultats :

» L’utilisation d’une seringue de 5 ml pour I’injection d’un volume en deca de 1 ml rend le
controle peropératoire du volume injecté pratiquement impossible.

» Puisqu’il faut prendre de multiples images de chaque cornée opérée avec différents
appareils et dans des intervalles rapprochés, les cornées ne sont pas toujours hydratées
antérieurement aux 5 minutes.

» Puisque les chambres antérieures artificielles doivent étre débranchées, puis rebranchées au
systéme de perfusion automatique a chaque fois que 1’on prend des images a la LAF ou a
I’OCT (qui sont dans une autre salle), cela provoque des variations transitoires de pression.

> L’aire de coupe et la hauteur des implants ont une trés forte corrélation (R* = 0,99 pour C15
et R2=0,97 pour C17) (Figure 47).

» On observe d’emblée une différence de volume entre les deux implants immédiatement
apres I’injection et la réticulation. L’implant sans réticulation (CXL) avait un volume initial
plus élevé qu’il a perdu progressivement pour disparaitre aprés 8 jours. Quant a lui,

I’implant réticulé voit son volume (aire de coupe) tripler en 24 heures, pour diminuer
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Aire (mm?)

progressivement en 14 jours et ne laisser qu’un mince liséré a la fin du suivi (Figure 48 et

Figure 49).

» Lalargeur des implants tend a rester stable jusqu’au collapsus complet de la poche stromale,

comme c’est le cas pour la C15 au 8° jour (Figure 51).

» Les deux cornées voient leurs murs antérieurs et postérieurs diminuer initialement

d’épaisseur apres 1’injection, pour par la suite augmenter pendant la période d’observation
de 14 jours, avec une hausse initialement plus rapide de la C15 (sans CXL). Les deux
cornées suivent cependant la méme tendance, leurs épaisseurs initiales et finales préservant
le méme ratio (Figure 52 et Figure 53). Ce ratio est de (C15: C16) 1,5:1 pour la paroi
antérieure et de 1:1 pour la paroi postérieure.
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Figure 47. Corrélation entre l'aire de coupe et la hauteur des implants.
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Figure 48. C15 et C16 : Coupes OCT durant 14 jours de suivi.
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Figure 49. C15 et C16 : Aire de coupe OCT des implants avec ou sans CXL durant 14J.

1200
z 1000
= 800
=
2 600
S
E 400

200

Y [PrecxL] mo H2 H4 H6 H24 J8 J14
e mplant #15| 650 817 743 549 532 274 0 0
e e oImplant #16| 422 625 737 754 813 961 399 336

Figure 50. C15 et C16 : Hauteur de coupe OCT des implants avec ou sans CXL durant 14J.
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Figure 51. C15 et C16 : Largeur de coupe OCT des implants avec ou sans CXL durant 14J.
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Figure 52. C15 et C16 : Epaisseur de la paroi antérieure avec ou sans CXL durant 14].
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Figure 53. C15 et C16 : Epaisseur de la paroi postérieure avec ou sans CXL durant 14J.
4.2.4.1 Analyse

4.2.4.1.1 Difficulté de réticulation et de solidification des implants

Avec cet échantillon restreint (1 cornée irradiée, 1 cornée contrdle), il est évidemment difficile de
tirer de fortes conclusions. La conclusion la plus évidente, et qui commence a accumuler des
preuves, est le fait que, avec le modele utilisé jusqu’a ce point, la réticulation ne semble pas se
produire de facon efficace. Les données de cette expérience semblent montrer que 1I’implant qui a
recu une heure d’irradiation perdure plus longtemps dans sa poche stromale, mais le résultat final
est le méme : ’implant finit par disparaitre et ceci n’est évidemment pas un résultat acceptable

pour une greffe chez un patient humain. Puisqu’une bonne partie de la consistance des implants
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tient & leur concentration en CLP et au temps de repos qu’il leur est laissé apres le mélange et la
centrifugation (ce qui permet aux implants de se gélifier a la température de la piéce), il s’agit de
paramétres qu’il faut étudier. Rappelons que le CLP originellement décrit par O’Leary et coll.!®’
s’autoassemblait sous la forme d’un hydrogel liquide et c’est par I’ajout d’un espaceur de glycine
et une cystéine qu’il peut se solidifier avec le PEG.!%® En fait, selon des tests menés par le
laboratoire d’EA, plus la concentration en CLP est faible dans I’implant, plus ce dernier est solide,
et plus il prend du temps a se gélifier a la température de la piece suite au mélange avec les autres
ingrédients ; diminuer la concentration en CLP et I’irradier au plus vite pourrait donc

potentiellement permettre a I’implant d’étre plus solide dans la cornée.

4.2.4.1.2 Mesure du volume des implants et ses limites

Dans cette expérience, I’implant irradi¢ (C16) augmente progressivement en volume sur les 24
premicres heures. Cette hausse en volume durant la premicre journée d’évolution est en fait
associée également a une hausse de sa hauteur, a une hausse de sa largeur, ainsi qu’a une hausse
de la paroi antérieure et de la paroi postérieure de la cornée hote (C16). Ce gain de volume de
I’implant peut étre réel et on pourrait alors observer un gain en hauteur et un certain gain en largeur,
ce qui est le cas. Or, ces gains en 2 dimensions pourraient également étre expliqués par le fait que
la cornée ne soit pas positionnée en plein centre de la caméra lors des premieres captures et qu’on
se trouve de plus en plus vers le centre de la poche stromale, ce qui explique le gain de volume
(aire de coupe) percu, étant donnée la forme lenticulaire de la poche. Cette seconde option est
cependant moins probable, car on observe une hausse de la hauteur des parois antérieures et
postérieures a I’implant durant la méme période et I’on se rappelle que la cornée s’amincit plus on
s’approche de son centre.>* En fait, ce gain en hauteur des parois antérieures et postérieures est en
fait observé dans la cornée non irradiée (C15) également. De plus, un facteur de confusion potentiel
est la variation de la pression dans la chambre artificielle entre les prises de photos qui, comme on
I’a déja vu dans les premicres cornées, peut mener a un abaissement du mur postérieur et donner
I’impression que la poche stromale a un volume plus grand. Effectivement, en ’absence d’une
pression adéquate dans la chambre antérieure artificielle, si I’implant est toujours sous forme
liquide, ce dernier pourrait se collectionner par gravité au centre de la poche stromale et augmenter

artificiellement la taille de I’implant dans I’image en coupe au centre de la cornée.
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4.2.4.1.3 Explications potentielles pour les variations de volume observées

4.2.4.1.3.1 Réle de l’osmose

Si cette hausse de volume est réelle, pourquoi I’implant irradié gagnerait-il donc en volume dans
les premiéres 24h? Rappelons-nous que lorsque tenté sur des yeux ex vivo de porc et de lapins, la
réticulation d’implants solides RHCIII par UV-A grace a la riboflavine avait pour effet immédiat
de réduire significativement le volume des implants (supposément par rapprochement des fibres de

collagéne réticulées),'”

ce qui n’a pas ¢été reproduit dans nos expériences et semble montrer que la
réticulation ne se produit pas de fagon efficace. De plus, puisque ce gain en volume de I’implant
est également associé a un gain proportionnel en épaisseur des parois antérieures et postérieures de
la cornée par rapport a leurs valeurs initiales, il est plus probable que toutes ces modifications soient
dues a un cedéme local. Lors de la kératotomie et la mise en place des sutures, du BSS est injecté
dans la chambre antérieure et des gouttes de BSS sont instillées fréquemment sur la surface de la
cornée, ce qui permet de garder cette derniére relativement bien hydratée. Cependant, entre la fin
de cette opération et le début de I’injection (prise des images, attente de la fin de la préparation de
I’implant), il peut s’écouler plus d’une trentaine de minutes ou les cornées sont moins bien

hydratées. Lorsque les cornées sont subséquemment submergées dans de 1’Optisol-GS, il se

produirait donc un appel d’eau important dans la cornée, ce qui induit la turgescence observée.?”

De plus, le PEG des implants, par ses propriétés hautement hydrophiles, peut absorber, lui aussi,
une partie de I’eau qui pénétre dans la cornée.?®® Cependant, malgré la hausse transitoire du volume
de ’implant, ce dernier n’ayant pas été solidifié par la réticulation a tout de méme fini par s’écouler
en-dehors de la cornée. Pour optimiser le suivi postopératoire des cornées, il serait donc utile de
déterminer a quel moment I’implant et la cornée atteignent leur volume maximal pour pouvoir les
examiner a ce moment et mieux comprendre la dynamique des mouvements hydriques dans les
cornées opérées. Toutefois, peu importe la raison de ces variations volumiques de la cornée, elle
ne devrait pas avoir un impact significatif sur la réticulation initiale des implants : s’il y a un impact,
ce devrait étre de faciliter le passage de la lumicre bleue qui doit traverser une cornée déshydratée

et plus mince pour se rendre a I’implant.

126



4.2.4.1.3.2 Role de la dysfonction endothéliale

I1 se peut que cet cedéme provienne également en partie d’une dysfonction endothéliale chez ces
cornées rejetées pour la greffe humaine qui sont souvent longuement préservées dans 1’Optisol (au-
dela de leur date de péremption, soit 2 semaines aprés leur prélévement).?®! Elles sont donc moins
fraiches en partant, en plus d’étre suivies durant 2 semaines supplémentaires dans le méme type de
milieu qui n’a pas toutes les composantes trophiques des larmes et de I’humeur aqueuse. Il serait

donc pertinent d’essayer d’obtenir des cornées plus récemment prélevées.

4.2.4.1.3.3 Role de la toxicité ; pachymétrie périphérique

Une fagon de confirmer que cet cedéme est en effet généré par un phénomene cornéen généralisé
(plutdt que localisé vis-a-vis la poche stromale) serait de mesurer la pachymétrie en périphérie de
la cornée. En effet, un phénomeéne toxique qui induirait la relache d’enzymes devrait produire un
cedeme localis¢ a la poche stromale, alors qu’une turgescence induite par une dysfonction
endothéliale ou un phénoméne osmotique devrait s’étendre a I’ensemble de la cornée. Cependant,
I’OCT Thorlabs™ ne permet pas de visualiser la cornée périphérique sur les images prises au centre
de la cornée et les OCT Visante™ et Thorlabs™ souffrent des distorsions spatiales (géométriques)
et optiques (réfractives) induites par les mesures en balayage axial non linéaire et latéral non
télécentrique propre aux appareils OCT.?®? L’OCT Visante™ corrige en fait lui-méme ces erreurs
de distorsions, mais par un facteur qui est inconnu et souvent fautif en périphérie.?®*> Cette erreur
de correction, atteignant jusqu’a 0,8 D, rend donc hasardeuse la prise de mesures en périphérie de

la cornée.

Dans 1I’étude actuelle, afin d’éliminer le facteur de confusion induit par la correction automatique
des images par I’OCT Visante™ par un facteur inconnu, toutes les mesures ont été réalisées le plus
pres possible du centre de I’image (et du centre cornéen) a 1’aide des données brutes capturées par
I’appareil. Cependant, le balayage axial (antéro-postérieur) sur lequel toutes les mesures au centre
cornéen sont réalisées dans cette étude perd grandement de sa précision en périphérie et des
mesures axiales d’épaisseur périphériques pourraient étre grandement sur ou sous-estimées selon
I’orientation de la cornée imagée. Par appréciation grossi€re, on peut tout de méme remarquer que
les deux cornées, entre HO et H24, voient leur volume cornéen augmenter de fagon symétrique et
généralisée. De plus, a la suite de la disparition des implants, les cornées ont toutes deux une forme

a convexité antérieure assez lisse et uniforme, tant au centre qu’en périphérie, qui est similaire a
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leur état pré-injection. Cela semble donc indiqué, a priori, que 1’implant et son irradiation

n’induisent pas de toxicité locale dans la cornée.

4.2.4.1.4 Turgescence différente entre les parois antérieures et postérieures

Alors que le stroma antérieur finit sa course sensiblement aux alentours de son épaisseur de base,
le stroma postérieur semble vouloir continuer de grossir. Rappelons qu’antérieurement, le stroma
est surtout composé par des couches courtes et étroites fortement imbriquées et entrelacées, tandis
que le collagene postérieur forme de longues, larges et épaisses lamelles, allant d’un limbe a I’autre,
sans connexion interlamellaire significative.*? Cette différence dans la distribution antéro-
postérieure des composantes stromales, ainsi que la restriction structurale imposée par le limbe,

explique la plus grande susceptibilité a I’cedéme de la partie postérieure du stroma.®*

4.2.4.1.5 Facteurs de confusion induits par la technique chirurgicale

Ce que cette expérience a su démontrer ¢’est que deux importants facteurs de confusion persistent :
la profondeur de la poche stromale et le volume d’implant injecté. Sans controle précis de ces deux
parametres, on ne peut comparer adéquatement les cornées irradiées entre elles, car la lumiere bleue
doit passer a travers plus de tissus et d’implant pour provoquer la réticulation de la
riboflavine.?®* 2% Dans I’expérience actuellement analysée, la cornée irradiée avait en fait une paroi
antérieure et un implant initialement plus mince. Malgré ceci, I’implant n’a perduré qu’un peu plus

de 14 jours, ce qui montre a nouveau que la réticulation n’a pas I’effet voulu.

4.2.4.2 Discussion

L’OCT Visante™ permet de mesurer avec grande précision 1’aire de coupe de I’implant, ainsi que
sa largeur et son épaisseur, en plus de I’épaisseur de la paroi antérieure et de la paroi postérieure.
Ces mesures sont treés précieuses, car elles permettent d’analyser en détail la réaction cornéenne
face a ’implant et I’évolution dans le temps du volume de ce dernier. On voit cependant que 1’aire
de coupe des implants et leur hauteur sont fortement corrélées, ce qui montre que seule la hauteur

pourrait suffisante lors du suivi et que I’OCT 930 SR ou Visante™ pourrait étre utilisé a cette fin.

La mesure de la pachymétrie cornéenne périphérique serait pertinente pour distinguer 1’effet local
d’une atteinte toxique d’un effet plus généralisé d’cedéme cornéen. Une solution potentielle qui

pourrait étre utilisée dans une future étude serait I’utilisation de la pachymétrie aux ultrasons a des
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zones périphériques prédéterminées ou la réalisation de clichés OCT avec la cornée pointant vers
une direction prédéterminée (ex. a 30° en latéral droit) pour qu’un segment de sa périphérie (plutot

que son centre) soit parallele a 1’objectif de 1’appareil.

4.2.5 Expérience G : SMILE, riboflavine, [CLP] et délai pré-CXL

% Buts:
» Tester la reproductibilité¢ de la technique SMILE en évaluant la profondeur de la poche
stromale.
» Comparer la progression du volume des implants selon leur composition en CLP et selon
le délai entre 1’ajout de riboflavine et le début de I’irradiation.
< Hypothéses :
» Les coupes SMILE devraient avoir une profondeur moyenne de 120 pm + 2,5 pum
(incertitude absolue de I’OCT 930 SR).
» Un implant dont la concentration en CLP est moindre et qui est irradié plus rapidement

devrait se solidifier plus aisément. La C17 devrait donc étre la cornée qui conserve son

volume le plus longtemps (voir plus loin).

D
L X4

Modifications au protocole:
» Utilisation d’une seringue de 1 ml pour I’injection.
» Suivi maintenant comme suit : préinjection (post-kératotomie), +0h, +2h, +4h, +6h, +1J,
+2J (puis aux 2 jours, sauf les fins de semaine).
< Nombre de cornées opérées : 4 (C17-20)
< Type de chirurgie : SMILE
% Formulation et réticulation des implants :
Formule de base avec A : Moins de CLP : prend 10-12 minutes pour se gélifier
B : Plus de CLP : prend 6-7 minutes pour se gélifier
»= (17 : formulation A, CXL immédiatement apres injection dans la cornée
= (18 : formulation A, CXL apres 20 min
= (C19: formulation B, CXL immédiatement
*= (20 : formulation B, CXL apres 20 min
< Résultats :

» (C17-20 : Profondeur des coupes (épaisseur du mur antérieur) = 120 £ 2 um
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» C17-20 : Les injections ont été un succés et le volume injecté a été plus facile a contrdler
grace a |’utilisation d’une seringue de 1 ml.

» C17-20 : Tous les implants avaient complétement ou presque disparu des cornées opérées
apres 48 heures. Apres 1’injection de I’implant et son irradiation, on note un amincissement
important des murs antérieur et postérieur des cornées, qui revient a la normale aprés 24
heures. Il n’y a pas de différence notable entre les 4 implants (Figure 54).

» C17: La dissection du lenticule intrastromal a été plus difficile, a cause de plis cornéens
dus a la succion qui ont empéché le laser de bien découper le lenticule. Ceci a mené a la
formation de ponts tissulaires dans la poche stromale qui n’ont pas pu étre retirés
enticrement (Figure 55).

» (C20 : Le suivi des implants a été arrété lorsque la C20 montra des signes de contamination

fongique au jour 9 postopératoire (Figure 56).
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Figure 54. C17-20 : Disparition des implants en 48h.

La faible pression dans la chambre artificielle induit la perte de la convexité antérieure de la paroi postérieure
de la cornée et provoque la collection de I’implant prés de son centre dans les C18-20 lors du suivi des six
premiéres heures postopératoires (avant I’installation des cornées sur le systéme de perfusion automatique).
Dans les C18 et C19C, cet effet pourrait €galement étre secondaire a la pression positive qui se crée au
niveau de la paroi postérieure par leur implant qui semble prendre de I’expansion, et qui est faiblement
contré par la PIO. De plus, on voit ’amincissement important des murs antérieurs et postérieurs des cornées
a la suite de I’injection et irradiation des implants, puis son rapide retour a la normale dans les 24 premiéres
heures postopératoires.
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Figure 55. C17 : Dissection incompléte du lenticule intrastromal.

Malgré un mur antérieur tres lisse, on peut voir quelques irrégularités de surface (fleches rouges), ainsi
qu’une lamelle stromale partiellement disséquée (étoiles rouges).

Figure 56. C20 : Infection d'allure fongique au 9° jour postopératoire.
4.2.5.1 Analyse

4.2.5.1.1 Bénéfices et limites de la technique SMILE

Malgré les difficultés chirurgicales rencontrées avec la C17, on voit d’emblée que la technique
SMILE permet d’avoir une profondeur de coupe qui est de loin plus précise et reproductible que la
kératotomie manuelle, en plus de son avantage qui est de retirer du tissu lors de 1’opération ce qui
minimise la perturbation de la forme de la cornée lors de I’injection de I’implant. Cependant, pour
éviter de faire une dissection incompléte, il faut faire attention a avoir une surface qui adhére bien
— sans plis — a la succion de 1’appareil avant de débuter la découpe au laser, comme ceci a été le

cas pour les 3 autres cornées de I’expérience analysée ici.

4.2.5.1.2 Injection de ’'implant et sa distribution dans la poche stromale

Maintenant que le volume injecté est plus facilement contrdlable, il est possible d’injecter de plus
petites quantités et ainsi d’éviter la fuite immédiate de I’implant par la plaie suturée. Toutefois,

sans moyen objectif pour mesurer la PIO dans la chambre artificielle, I’injection de I’implant (et
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sa subséquente expansion) continue, malgré le plus faible volume injecté, de perturber
I’architecture stromale postérieure, ce qui est évidemment a éviter a tout prix chez un patient

humain.

4.2.5.1.3 Infection fongique

Bien qu’initialement 1’idée de multiplier le nombre de photos était censée permettre de déterminer
le moment ou I’implant atteint son volume maximal — volume qui ici n’a jamais réellement
augmenté — le fait de manipuler fréquemment les chambres artificielles et de devoir les placer dans
un milieu non stérile pour prendre les images a probablement mené a 1’infection fongique que 1’on
a vue au 9° jour postopératoire sur la C20. Il serait donc mieux de limiter le nombre d’examens et

de veiller a ne pas entrer en contact direct avec la cornée ou son milieu de préservation.

4.2.5.1.4 Niveau d’énergie nécessaire a la réaction photochimique

Comme dans I’expérience précédente, on voit que la cornée s’amincit initialement entre la
kératotomie et la premicre prise de vue apres la réticulation de la lumiére bleue, pour reprendre
progressivement son volume de départ par la suite. Cependant, & nouveau, aucun des implants n’a
tenu le coup plus bien longtemps et les 4 poches stromales se sont vidées pratiquement au méme
rythme. Jusqu’a ce point, seule une hausse du temps d’exposition a la lumiere bleue a été tentée. Il
est donc possible que le niveau d’énergie dégagée (5 mW/cm?) par la lumiére bleue ne soit pas
suffisant. En fait, si le niveau d’énergie est insuffisant pour permettre la réaction de la riboflavine,
il devient évident que d’allonger le temps d’exposition n’aura aucun effet. La loi de réciprocité de
Bunsen et Roscoe stipule que 1’effet d’une réaction photochimique (ou photobiologique) est
directement proportionnel a la dose totale d’irradiation, quel que soit le laps de temps pendant
lequel la dose est administrée.”®® Des protocoles de réticulation utilisant de la lumiére UV-A
jusqu’a 45 mW/cm? (aucun effet significatif n’était noté au-dessus de cette dose) ont été utilisés
avec succes pour traiter des kératocones et permettaient de réduire le temps d’exposition par rapport

au protocole standard utilisant 3 mW/cm? durant 30 minutes.?8"- 288

4.2.5.1.5 Utilisation simultanée de deux agents de réticulation

Une autre modalité de formulation d’implant qui n’a pas encore été tentée est d’ajouter a la toute
fin de la préparation un agent de réticulation tel ’EDC, un carbodiimide soluble dans 1’eau qui

offre une méthode simple et sécuritaire pour stabiliser le collagéne.® L’EDC et autres
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carbodiimides appartiennent a la catégorie des zero-length crosslinkers, ayant pour propriété de
réagir avec les acides carboxyliques pour former des espéces hautement réactives qui réagissent
avec les groupes amine des chaines polypeptidiques adjacentes pour former des liaisons amides
covalentes.?’® 2! En plus du NHS, un co-réactif souvent utilisé pour améliorer I'efficacité de la
réticulation, les carbodiimides ne sont pas eux-mémes incorporés dans le produit final réticulé et
offrent donc ’avantage théorique de ne pas provoquer de réaction toxique chez 1’hote.>*>%** Un
autre avantage est qu’il agit a ’intérieur de quelques minutes et qu’il a donc le potentiel de
permettre une solidification rapide des implants aprés leur injection dans la cornée hote.?> Le ratio

,5,%% mais un ratio

EDC:NHS qui montre le meilleur niveau de réticulation est de 2:1 a un pH de 5
de 1:1 (qui est presque aussi efficace) pourrait permettre de ralentir légérement la vitesse de la
réaction et éviter que I’implant ne soit pas capable de sortir de la seringue. La riboflavine et ’EDC
pourraient donc ainsi avoir un effet synergique et permettre une réticulation plus efficace des

implants.

4.2.5.2 Discussion

La PIO est un facteur qui semble jouer un role important dans la fuite des implants. Il est évident
que des implants qui se solidifient davantage ne devraient pas s’écouler a des PIO normales, mais
il serait pertinent, tout de méme, de surveiller ce paramétre. Dans un futur projet, il pourrait étre
pertinent de se fournir d’un appareil €lectronique permettant de mesurer la pression a la sortie de
la chambre artificielle. Cela permettrait de fixer la pression a une valeur humaine physiologique et
permettrait de déterminer si les changements de volumes des implants observés sont bel et bien

secondaires a leur expansion plutdt qu’a une variation de la PIO.

4.2.6 Expérience H : Pré-réticulation avec EDC/NHS et intensité de
Pirradiation
< But:
» Comparer la progression des implants selon leur ration EDC:NHS (2:1 ou 1:1) et leur

irradiation a la lumiére bleue (10 ou 20 mW/cm?)
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Hypothéses :

» Les implants avec un ratio EDC:NHS de 2:1 ne devraient pas montrer une réticulation
significativement supérieure aux implants avec un ratio EDC:NHS de 1:1.

> Les implants irradiés par 20 mW/cm? devraient montrer une réticulation significativement
supérieure aux implants irradiés par 10 mW/cm?. Tous les implants devraient montrer une
réticulation significativement supérieure aux implants irradié€s des expériences précédentes.

Modifications au protocole:

» Cesser le suivi dés la stabilité volumique de tous les implants ou aprés 1 mois d’observation.

» S’assurer de continuer a instiller du BSS a toutes les 5 minutes sur les cornées lors de toutes
les manipulations. Ne pas prendre plus de 5 min pour faire les photos sur chaque appareil.
* Une hydratation adéquate de la cornée devrait permettre d’éviter les variations rapides

et rebondissantes du stroma cornéen.

Nombre de cornées opérées : 4 (C21-24)

Type de chirurgie : SMILE

Formulation et réticulation des implants :

Formule de base avec 0.213X (en pl) de EDC:NHS 1.04M (de chaque) dans H,O
= (C21:10 mW/cm? (1,25 cm de la source lumineuse) — EDC:NHS = 2:1
= (22 :20 mW/cm? (0,8 cm de la source lumineuse) — EDC:NHS = 2:1
= (C23:10 mW/cm?— EDC:NHS = 1:1
= (C24:20 mW/cm?— EDC:NHS = 1:1

Résultats :

» (C21-24 : Profondeur des coupes (épaisseur du mur antérieur) = 120 £ 2 um

» (C21-24 : Perte de tous les implants apres 24 heures postopératoires, sans différence notable
entre les 4 implants. Cette fois-ci, on ne note pas d’amincissement de la cornée ni de

turgescence rebond dans la période d’observation (Figure 57).
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Figure 57. C21-24 : Disparition des implants en 24h.

4.2.6.1 Analyse

La technique SMILE montre encore une fois sa supériorité par rapport a la kératotomie manuelle.
Cependant, le résultat final demeure le méme : malgré la préservation des dimensions cornéenne
(ce qui montre que 1’hydratation cornéenne a probablement eu le résultat escompté), la présence
d’un agent de réticulation supplémentaire et ’augmentation de 1’énergie d’irradiation, les implants
ne réussissent pas a demeurer présents dans leur poche stromale. Deux hypothéses peuvent étre
formulées pour tenter d’expliquer ce phénomene. Le raisonnement derriére ces deux hypotheses
est ce qui a permis la création des implants présentés a I’expérience suivante par Dr Marcelo

Muiioz, PhD.

4.2.6.1.1 Température lors de la réticulation

Premicrement, puisque la réaction de réticulation du collagéne grace a ’EDC se produit en I’espace
de quelques minutes dans un bain d’eau glacée (et encore plus vite a la température de la piece),?*’
un simple petit délai de quelques minutes entre la fin de I’injection et le début de I’irradiation par
la lumiere bleue peut permettre a du liquide interstitiel de perfuser vers I'implant (le PEG,
rappelons-le, est trés hydrophile) et venir ainsi perturber le cours normal de la réticulation. Ceci

pourrait mener a la formation d’une multitude de micro-ilots polymérisés qui ne sont pas rattachés

entre eux et qui ne permettent donc pas de donner a I’implant une consistance globalement solide.
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Pour éviter ceci, il faudrait donc irradier I’implant tout de suite aprés son injection, ce qui est un
défi important, car il faut passer de la table d’opération ou I’implant est injecté sous le microscope
a la table d’irradiation ou la source lumineuse est installée en quelques instants tout en préservant

au mieux les conditions de stérilité autour de la cornée opérée.

4.2.6.1.2 Concentration d’oxygéne lors de la réticulation

Deuxi¢mement, il se pourrait que depuis le début des expériences, le principal facteur limitant de
la réticulation de la riboflavine soit son besoin en oxygeéne dans la cornée. En présence de lumicre,
la riboflavine peut réagir avec un large éventail de substrats donneurs d'électrons (par exemple, des
amines ou des acides aminés) par le biais de mécanismes photochimiques mixtes de types I et I1.%%7
Dans la réaction photochimique de type I, qui est prédominante lorsque 1’oxygene se fait rare, le
substrat donneurs d'électrons réagit avec la riboflavine excitée par la lumiere pour générer des
radicaux ou des ions radicaux, respectivement, par transfert d'atome d'hydrogeéne ou d'électrons.
Dans la réaction photochimique de type 11, la riboflavine excitée réagit avec 'oxygene pour former
de l'oxygéne moléculaire singulet.?”® Plus précisément, dans la cornée, la réticulation s’explique
par 'interférence de la riboflavine par les mécanismes I et II avec les acides aminés du collagéne
ce qui conduit a des liaisons covalentes intrafibrillaires et interfibrillaires.!”> Kamaev et coll.>*® ont
démontré dans une étude de cinétique chimique que sous un volet stromal étanche de 130 pum,
I’oxygene s’épuisait en 1’espace d’une dizaine de secondes lorsque la cornée imbue de riboflavine
0,1% était soumise a des rayons UV-A a raison de 3 mW/cm? a 25 °C, en 10 secondes a 35°C et
en 5 secondes a 30 mW/cm? 4 25 °C. Aprés cette réaction de type Il initiale, 1’oxygéne prenait prés
de 30 minutes pour revenir a son niveau de base lorsque la lumiére était de 3 mW/cm? a 25 °C, ce
qui montrerait qu’une réaction de type I prenait place pendant cet intervalle, pour devenir
progressivement une réaction mixte de types I et II. Ceci semblerait indiquer que la réaction
prédominante (en terme temporel) est la réaction de type I, qui ne nécessite que peu d’oxygéne.>*8

Cependant, Richoz et coll.*”

ont démontré que les cornées réticulées a des taux normaux
d’oxygénes (21%) montraient une stabilité biomécanique significativement supérieure aux cornées
réticulées dans un milieu faible en oxygene (<0,1%), ce qui supporte 1’idée que la cornée — et donc
les implants étudiés ici — nécessite effectivement la présence d’oxygene pour étre réticulée
efficacement, ce qui était une théorie supportée de longue date.>?° De plus, Kamaev et coll.?*® ont

montré qu’en retirant subitement la lumicre, I’oxygene remontait & son niveau originel en 1’espace
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de 3 a 4 minutes, avec un taux initial trés rapide (Figure 58). I devient donc nécessaire pour les
implants de mettre a I’essai la réticulation selon différents niveaux d’oxygene pour voir si la
déplétion de I’oxygeéne dans la cornée lors de ’irradiation est effectivement le facteur limitant a la

formation d’un implant solide dans la poche stromale.
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Figure 58. Concentration en oxygene du stroma saturé en riboflavine et soumis a des UV.

La figure montre le rapide épuisement en oxygene qui se produit dans un volet (flap) cornéen de 130 pm,
imbibé de riboflavine 0,1% sous I’irradiation d’UV-A a 3 mW/cm? 4 25 °C, avec un retour légérement moins
rapide de I’oxygéne a son niveau de base quand la lumiére est éteinte. Tiré de Kamaev et coll.>®

4.2.6.2 Discussion

La température est vraisemblablement un facteur central a la réticulation des implants. Pour mieux
comprendre ce phénomene, il serait pertinent dans une future étude de monitor la température a la
surface de la cornée (point de la plus haute absorption d’énergie) avec un thermometre contact ou
infrarouge. Cette mesure pourrait €tre faite en continu avec une caméra infrarouge ou a intervalles

réguliers a I’aide d’un thermomeétre contact.

Un autre parameétre important qui mériterait d’étre étudié, mais avec un défi technique beaucoup
plus important, est la concentration intracornéenne d’oxygene lors de la réticulation, a I’instar de

Kamaev et coll.
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4.2.7 Expérience J : EDC/NHS, irradiation pulsative et implant solide
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Buts :

» Tester une technique d’irradiation a la lumiére pulsée (2,5 secondes allumée pour 2,5
secondes éteinte) sur une durée de 40 minutes, pour un total de 20 minutes d’irradiation
totale.

> Evaluer 1’évolution d’un implant préformé in vitro pour voir si, une fois la réticulation
effectuée, I’environnement cornéen a un impact sur la dimension (ou la fonte) de I’'implant.

Hypotheéses :

» Si I’apport en oxygene est réellement le facteur limitant principal a la réticulation des
implants, et puisque la déplétion et la réplétion de I’oxygeéne se produisent en quelques
secondes, la lumiére pulsée devrait permettre un niveau d’oxygeéne adéquat tout au long de
la réaction et I’implant devrait se solidifier et demeurer dans la poche stromale.

» Proof of concept : un implant bien réticulé (d’avance) devrait garder sa forme et sa solidité
dans la cornée pour une grande période (> 2 semaines).

Modifications au protocole:

» Injecter et irradier I’'implant dés la fin de sa confection in vitro.

» Pour cette fois-ci seulement, évaluer les cornées tous les jours afin de noter toute
modification de la taille des implants.

Nombre de cornées opérées : 3 (C25-27)

Type de chirurgie : SMILE (C25 et C26), kératotomie manuelle (C27)

Formulation des implants :
= Formule de base avec 0.213X (en pl) de EDC:NHS 1.04M (de chaque) dans H>O

Résultats :

» (C25-27 : La progression de la hauteur des implants suit la méme tendance que celle de I’aire
de coupe (Figure 59 et Figure 60).

» (25 et C26: On observe une différence de volume entre les implants des C25 et C26
immédiatement apres 1’injection et la réticulation, I’implant de C26 ayant un volume initial
plus élevé. Les implants augmentent proportionnellement en taille sur les 6 premieres
heures de suivi. L’aire de coupe de I’implant solide demeure quant a lui trés stable durant
toute la période de suivi a partir de J1. (Figure 59).
= Rapport aire H6/HO = 2,41 et 1,94 pour les implants de C25 et C26, respectivement
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» C25 et C26 : Malgré I’hydratation continuelle des cornées durant la chirurgie et la prise
d’images, les deux cornées opérées par implant liquide ont subi un important et similaire
amincissement de leurs parois antérieures et postérieures lors de I’injection et la réticulation
des implants. L’épaisseur des parois est cependant restée stable chez les trois cornées durant
la période de suivi. (Figure 61 et Figure 62).
= Rapport hauteur paroi antérieure Pré-inj/HO = 1,36 et 1,87 pour les implants de C25 et

C26, respectivement
= Rapport hauteur paroi postérieure Pré-inj/HO = 1,63 et 1,73 pour les implants de C25 et

C26, respectivement
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Figure 59. C25-27 : Aire de coupe OCT des implants durant 10J.
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Figure 60. C25-27 : Hauteur de coupe OCT des implants durant 10J.
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Figure 61. C25-27 : Epaisseur de la paroi antérieure durant 10J.
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Figure 62. C25-27 : Epaisseur de la paroi postérieure durant 101.
4.2.7.1 Analyse

4.2.7.1.1 Aire de coupe versus hauteur des implants

A nouveau, on voit que I’aire de coupe des implants suit la méme tendance que leur hauteur.
Puisque la mesure de 1’aire de coupe nécessite de faire plus d’opérations sur les images, il pourrait

étre jugé plus simple de ne prendre que la hauteur des implants comme modalité de suivi.

4.2.7.1.2 Limites de I’injection manuelle des implants

Malgré I’utilisation d’une seringue plus petite, on voit qu’il persiste encore de la variabilité dans le

volume injecté ou, du moins, dans le volume résiduel dans la poche stromale immédiatement apres
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la réticulation. Ceci est une limite importante a I’interprétation des résultats, car on sait que la

lumiére perd de sa capacité de réticulation en profondeur.'”

4.2.7.1.3 Evolution du volume des implants

On voit a nouveau que, malgré I’hydratation continue des cornées, les implants gagnent en volume
et la cornée s’amincit. Bien que 1’échantillon soit de faible taille, il est intéressant de noter que
I’implant qui a subi relativement le plus grand gain en volume est celui dont la cornée s’est le plus
amincie. Tout ceci porte en faveur de I’hypothése qui stipule que les implants sont hydrophiles et
qu’ils contribuent a I’amincissement cornéen apres leur implantation. La préservation des implants
durant la période de suivi peut également expliquer pourquoi ces derniéres cornées sont demeurées
minces, alors que les C15 et C16 ont accusé un gain en épaisseur apres la fuite des implants. En
fait, pour la premiére fois depuis le début des expériences, on note que les implants, malgré une
perte importante en volume le premier jour, préservent leur volume et demeurent relativement
stables dés J1. En regardant ’aire de coupe de plus pres, on se rend cependant compte que les
implants perdent lentement en volume durant les 10 jours de suivi, ce qui pourrait partiellement
étre di a la perte de leur contenu accumulé en eau. En fait, cette expérience sur 1I’implant solide
confirme qu’une fois I’implant réticulé avec succes, sa taille demeure la méme dans la cornée et
permet d’éviter I’amincissement important des parois cornéennes. La perte de volume des implants
injectés puis réticulés dans la cornée ne semble pas étre palliée par 'utilisation d’une lumiere
pulsée et demeure donc un probléme important : ceci pourrait étre li¢ a la température a laquelle

les expériences sont réalisées.

4.2.7.1.4 Réticulation a la température de la piece

Une solution pourrait étre de changer ’EDC/NHS pour un autre agent de réticulation.
L’EDC/NHS avait déja causé quelques problemes dans la confection des implants de PC
(impossibilité de faire des implants plus minces que 300 pm)'® et de RHCIII (seulement 13 des
50 implants confectionnés pour 1’étude clinique de phase 1 étaient suffisamment homogenes et
transparents).?”> Un facteur limitant qui est apparu dans ces études est le besoin de faire la réaction
de réticulation de ’EDC/NHS dans un environnement refroidi pour étre capable d’avoir une
réaction uniforme, organisée et homogéne.?> Comme mentionné précédemment, une réticulation
incompléte ou non uniforme (micro-ilots polymérisés non liés entre eux) ne permettra pas a

I’implant de garder sa forme et de demeurer en place dans la poche stromale. Une option alternative
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le N-Cyclohexyl-NO-(2-morpholinoethyl) carbodiimide metho-p-toluenesulfonate (CMC) faisant
lui aussi partie de la famille des carbodiimides, mais comprenant deux groupes volumineux, le
cyclohexyle et le 2-morpholinoéthyle.?>> Ahn et coll. ont comparé la réticulation du collagéne entre
I’EDC/NHS et le CMC/NHS et ont démontré que ce dernier permettait une réticulation beaucoup
plus controlée a la température de la piece en plus de permettre la formation d’un hydrogel plus
rigide.?> Une autre option serait ’agent de réticulation 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinium chloride (DMTMM), lui aussi un zero-length crosslinkers, sans étre un
carbodiimide. A I’instar du CMC, il permet une réticulation plus contrdlée que I’EDC, a
température piece, sans méme nécessiter un contréle du pH ou provoquer sa variation, assurant

potentiellement une meilleure biocompatibilité.>*!- 3%

4.2.7.2 Discussion et bilan

Les expériences A a J ont démontré que la cornée et I’implant subissent tous deux des changements
importants dans les premicres heures suivant 1’opération. L’imagerie OCT est essentielle a la
visualisation de ces changements au fil du temps et donne des informations cruciales a la bonne

compréhension des facteurs qui influence le succes des chirurgies.

Il est cependant évident que chaque nouvelle formulation d’implants posera ses défis et qu’il faudra
probablement ajuster encore et encore la méthodologie afin de suivre les cornées de fagon optimale.
Les techniques développées jusqu’a présent a la LAF et a I’OCT représentent toutefois des assises
solides sur lesquelles les futures études de ce genre pourront se baser. Ces expériences a venir
pourraient également profiter de 'usage d’un pachymeétre aux ultrasons pour mesurer I’épaisseur
cornéenne périphérique, ainsi que d’un thermomeétre et d’un oxymeétre cornéen pour mieux

comprendre le phénomene de la réticulation de I’implant intrastromal.
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5 — Conclusion

La cécité cornéenne est la 4° cause de cécité dans le monde et la greffe de cornée demeure le seul
traitement accepté. Dans un contexte de pénurie mondiale de cornées humaines et de patients a
haut risque de rejet et d’échec de greffe, il devient nécessaire de développer des implants capables
de dépasser les importantes limites des greffons natifs humains. Les substituts cornéens
biosynthétiques promettent de répondre adéquatement a ce besoin grandissant, mais avant
d’envisager leur utilisation chez le patient humain, il est primordial d’en démontrer la performance

et la sécurité.

Différentes formulations d'implants injectables de CLP-PEG-MPC ont été testées sur des cornées
humaines ex vivo et beaucoup de progres a été réalisé sur la formulation des implants. Cela s’est
fait grace notamment a la qualité du suivi postopératoire qui permet d’obtenir des résultats objectifs
de I’évolution des cornées opérées : transparence, volume et caractéristiques macroscopique et
microscopique des implants. Il reste cependant encore du travail pour trouver une recette idéale
pour I’implant injectable, dont la réticulation semble étre limitée, entre autres, par I’apport
d’oxygene a travers la cornée. Durant la rédaction de ce mémoire, d’autres tests ont été effectués
par notre équipe avec des agents de réticulations différents au EDC/NHS et de tres bons résultats
postopératoires ont été obtenus grace aux techniques mises au point dans ce projet. Cette
formulation d’implants sera prochainement étudiée dans les yeux d’animaux in vivo, en utilisant

les procédures perfectionnées et mises a I’épreuve dans le cadre du projet sur les implants solides.

Durant ce projet, nous avons également évalué pour la premiere fois chez le félin la
biocompatibilité et la performance de certains implants solides qui avaient d¢ja fait leurs preuves
sur d’autres modeles animaux et méme chez quelques patients humains. Au terme du suivi, les
greffons étaient transparents, bien tolérés, sans signe de rejet immunitaire. Nous avons pu mettre
en évidence un remodelage actif des implants biosynthétiques pour la premicre fois chez le félin,
et ce des le 3° mois postopératoire. Comme chez les autres modeles animaux, I’évolution des
implants a ét¢ marquée par une opacification transitoire et un appel néovasculaire qui n’a cependant
pas nécessité de corticothérapie a long terme. Bien que 1’évaluation des implants solides fiit limitée
a leur suivi clinique in vivo, ceci correspond au suivi qui sera ultimement effectué¢ chez I’humain
et a permis de bien préparer le terrain pour I’analyse des implants liquides qui seront prochainement

étudiés chez I’animal. De plus, malgré la rarissime séquestration cornéenne d’un des animaux a



I’étude et leur infection endémique a I’herpés, la qualité de nos résultats montre que le félin est un
mode¢le animal qui est facilement examinable et qui, grace a son anatomie et physiologie cornéenne
similaire & I’humain, permet d’obtenir des résultats représentatifs de la biocompatibilité et de la
performance des implants, sans les limites anatomiques, d’accessibilit¢ ou de suivi des autres
modeles animaux. De plus, grace aux modalités trés diverses de suivi qui ont été adaptées et
optimisées pour l’utilisation in vivo chez 1’animal, un maximum d’information pertinente peut
maintenant étre recueilli sur les sujets d’étude. Ceci permet un raffinement et une réduction du
nombre total de sujets nécessaires en vue d’études ultérieures qui auront besoin d’autres sujets

animaux ou de patients humains.

Bref, notre programme d'évaluation clinique et translationnelle de la biocompatibilité et de la
performance de substituts cornéens biosynthétiques, de leur confection en laboratoire a leur
implantation chez I’animal, pose les fondations pour les prochaines avancées en matiére d’implants
cornéens en vue de leur utilisation chez I’humain, avec la promesse — pas si lointaine — de venir

enfin a bout de la cécité cornéenne dans le monde.
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Annexe 1 : Kardex des coupes in vivo manuelles
Kardex — Chirurgie GLPX

Matériel chirurgical

[] Lampe de surplus dans le microscope de chirurgie.

[[] Appareils fonctionnels en salle de chirurgie
Instruments & paquets stérilisés :

[] 1 Boite d’instruments GREFFE

] 1 Boite BADIGEON & POIGNEES MICROSCOPE

] 1 Boite COUTEAU A DIAMANT

[[] 1 petite boite avec des Crescents émoussés (servira de spatule)

[[] 2x blocs de téflon troués stérilisés individuellement (double emballage)
| Etiquettes stériles

[] 1 paquet de 6 poupounes [] 3 paquets de compresses 4x4
[[] Ciseau stérile pour couper le Tegaderm

[[] 4 Petits pots en stainless stériles emballés séparément

Lingerie, gants et habillage :

[]1 Paquet de lingerie pour greffe de cornée

Boites de fournitures :

[] 1 boite « Injection peropératoire »

[]1 boite « Fourniture pour la chirurgie » - Cf. II.

Solutés :

[]1 BSS 500ml ] Proviodine 0.5%

[] 1 NaCl 500ml [] 1 bouteille eau stérile (sous I'évier)
Gouttes ophtalmiques

[] 1 Minims Tétracaine 0.5% [] 1 Minims Atropine 1%

[] 1 Minims Tropicamide 1% ] Gouttes artificielles (nouveau contenant)

[] Teargel (pour I'ceil fermé)

Fourniture pour la chirurgie

[] 1 Acupunch (Punch cutané) (taille 4 confirmer)

[] 1 Crescent (neuf)

[]1 couteau 20G

[] 1 lame couteau 30 (Micro sharp blade 377530)

[] 1 lame couteau 57 (Beaver 375700)

[] 1 Lame de scalpel 15 et une mini-15 (Beaver 376700)
[] 3 aiguilles 18

[] 2 canules 27G [] 2 canules 19G
[] 1 seringue 60 ml [] 1 seringue 20 ml
[ 4 seringues 10 ml [ 11 seringue 5 ml
[ 3 seringues 3 ml [ 4 seringues 1 ml

[[] 2 crayons marqueurs stériles : un fin et un régulier

[] 2 tegaderms (ceil contréle)

[] 10 Swab d’alcool

[] 3 Merocel

[] 10 paquets d’éponges sapin

L] Qtips

[] 1 suture : faire choisir par chirurgien avant d’ouvrir - nylon 10-0 CU1 30cm / Alcon (sclére) ; soie
4-0 C-3 (maintenir les paupiéres en place; en prn) ; Pour une canthotonie



Matériel anesthésique

Médicaments

[ saline 0.9% sac de 500ml

] Buprénorphine : 23 doses [ Glycopyrrolate

[] Kétamine [ Curare : Bromure de rocuronium (frigo)

[[] Xylocaine en spray (pour l'intubation)
[] Lubrifiant (pour le tube endotrachéal et le thermométre anal)
] Gel a échographie (pour le Doppler)

[] Alcool et/ou Chlorex [] 1soflurane
Accessoires

[] Extension avec 1 ou 2 points d’injection ~ [] Seringues 1, 3 et 5 ml
[ Aiguilles 26G [ Cathéter IV 22G

] PRN (capuchon pour le cathéter)

[] Tube endotrachéal (avoir un tube de grandeur 3.0 & 5.5mm)
] Diachylon (4 languettes de tape)

[] Tegaderm (pour la pose du cathéter)

| Compresses 4x4 I Kling

[] Oreiller a bille avec pompe [ Pince homéostatique

[] couverture d’aluminium

[[] Pad avec des feuilles I Crayon [] Feuilles rose carbone
Instruments

|:| Rasoir

[[] Balayeuse portative (pour ramasser les poils apres le rasage)
| Tapis chauffant
] Appareil d’anesthésie avec circuit Bain, masque et ballonnet non trousé.

[] Respirateur ] Doppler avec sonde
[] Ssphygmomanomeétre [] Vet-Ox avec sonde
[[] Batteries de rechange [[] Stéthoscope

[] Laryngoscope ] Coupe-griffe

Autre matériel

ATl'entrée de salle de chirurgie

[] savon [[] Charlotte / Chapeau
[] Masques [] Gants non stériles
[] Jaquettes jaunes

Matériel complémentaire (optionnel / a confirmer pour chirurgie)

Pour la brulure chimique

[[] Papier buvard grand 10x6mm 10x4mm pour éponger

[] Tubulure pour irrigation durant la lumiére

[] Filtre blanc

[] Tubulure soluté pour irrigation

[] Chronomeétre

Pour le reste du donneur (a confirmer)

] 1 Eppendorf avec formol 10%

[] 1 Eppendorf avec glutaraldéhyde 2.5% (prn; Protocole Fuchs)
[] 1 lame de rasoir stérile (prn)

163



Annexe 2 : Préparation des médicaments injectables

Préparation des médicaments injectables

Les trois produits suivants seront injectés a la fin de chaque chirurgie.
11 est important de préparer la solution de CEFAZOLIN avant le début de la chirurgie.

Les trois bouteilles doivent étre prétes pour que la personne en stérile préléve les quantités requises
comme indiqué. Ainsi, la personne en externe devra tenir la bouteille et confirmer les volumes a prélever
de chaque bouteille. Des étiquettes stériles seront mises sur les seringues par la personne stérile afin de les
différencier.

1- CEFAZOLIN
Injection juxtabulbaire de 50 mg/0,25 ml
Stabilité apres ouverture: 96 heures au frigidaire; 24 heures a température de la piece
Préparation :  1- Présentation: 1 fiole contient 1g de céfazolin
2- Diluer avec 4,5 ml d’eau stérile (et non du BSS)
3- Laisser dans la fiole originale
4- Prendre 0,25 ml de solution
5- Ecrire la date et ’heure d’ouverture sur la fiole.

2- TOBRAMYCINE
Injection juxtabulbaire de 10 mg/0,25 ml
Stabilité : 28 jours une fois piqué, sinon se référer a la date de péremption de la compagnie
Préparation : 1- Présentation: 1 fiole contient 40mg dans 1ml
2- Ne rien diluer
3- Laisser dans la fiole originale
4- Prendre 0,25 ml de solution
5- Ecrire la date d’ouverture sur la fiole.

3- DEXAMETHASONE
Injection juxtabulbaire de 1,2mg / 0,3 ml
Stabilité : 28 jours une fois piqué, sinon se référer a la date de péremption de la compagnie
Préparation : 1- Présentation: 1 fiole contient 20mg (fiole de Sml; concentration: 0,4mg/0,1ml)
2- Ne rien diluer
3- Laisser dans la fiole originale
4- Prendre 0,30 ml de solution
5- Ecrire la date d’ouverture sur la fiole.

Une fois les prélévements effectués, la personne en externe écrit sur la bouteille le jour d’ouverture du
produit, les place dans un sac ziploc au réfrigérateur a 4°C.



*** LLes produits suivants seront préparés seulement lorsque demandé par IB ***
BETAJECT/CELESTONE SOLUPAN (betamethasone sodium phosphate & betamethasone acetate)

Injection juxtabulbaire de 3 mg/0,5ml
Stabilité : 28 jours une fois piqué, sinon se référer a la date de péremption de la compagnie
Préparation : 1- Présentation: 1 fiole contient 6 mg dans 1 ml

2- Ne rien diluer

3- Laisser dans la fiole originale

4- Prendre 0,5 ml de solution

5- Ecrire la date d’ouverture sur la fiole.

KENALOG (triamcinolone)
Injection juxtabulbaire de 20mg/0,5ml
Stabilité : 28 jours une fois piqué, sinon se référer a la date de péremption de la compagnie
Préparation : 1- Présentation: 1 fiole contient 40 mg dans 1 ml
2- Ne rien diluer
3- Laisser dans la fiole originale
4- Prendre 0,5 ml de solution
5- Ecrire la date d’ouverture sur la fiole.

ALTEPLASE (Cathflo)

Injection intra-camérale de 150 pm/0,3 ml

Stabilité une fois ouvert : 8 heures a la température de la piece ou 24 heures au frigidaire
6 mois au congélateur -80°C; 14 jours a -24°C

Préparation :

1- Présentation: 1 fiole contient 2 mg.

2- Préparer sous hotte en conditions stériles.

3- Diluer sans agiter 1 fiole de 2 mg avec 2.2 ml d’eau stérile + 2 ml de BSS

(donne 4 ml d’une préparation a 50 pg/0,1ml).

4- Préparer des doses de 0,30 ml jusqu’a vider la fiole (environ 13,3 doses).
Laisser un peu d’air pour I’expansion lors de la congélation.
Utiliser des seringues de tuberculine. Laisser I’aiguille et le capuchon.
Placer dans un double emballage stérile. .
Plier le premier sac et I’introduire en sens inverse dans le deuxiéme sac.
Plier le deuxiéme sac et taper.

5- Laisser au congélateur -80°C dans un contenant protégé diiment identifié.

6- Ne pas agiter la boite.

7- Sortir du congélateur 15 minutes avant 1’injection.

8- Réchauffer doucement a température du corps.

9- Injecter la solution totale de 0,30 ml.

*Concentration non toxique pour I’endothélium cornéen:
=100 pg / ml d’humeur aqueuse =70 pg/0.7ml (CA E2 ~ 0.7 ml humeur aqueuse)
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Boite : INJECTIONS SOUS-CONJONCTIVALES PEROPERATOIRES

Cette boite doit contenir en tout temps (produits non expirés) :
e 2x Cefazolin, non ouverts
e 1x Tobramycin, non ouvert
e 1x Dexaméthasone, non ouvert
e 2x Fioles d’eau stérile, non ouvertes
e 2x Seringues Scc (pour dilution)
e 2x Aiguilles 20G (pour dilution)
e 5x Tampons d’alcool
¢ 1x Crayon marqueur indélébile pour marquer la date d’ouverture des fioles
e 1x Sac Z-Ploc pour mettre au frigo les bouteilles une fois ouvertes

e Une copie de ce document
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Annexe 3 : Compte-rendu opératoire in vivo

PROTOCOLE IMPLANT CORNEEN

Date : GLPX: OoD: OS:

Intervention:  début (ouverture) __ fin (retrait du spéculum) __ : durée:
Anesthésie: début (intubation) fin (extubation) o durée:
Commentaires concernant ’anesthésie :

Equipe chirurgicale:

Equipe de I’animalerie:

Equipe des implants:

Chronométrage salle d’op:

Chronométrage préparation de 1’implant:

Ouverture du matériel stérile :

Prise de notes :

Soluté en externe:

Microscope et photos/vidéos per-op :

Microscope et photos/vidéos post-op :

Protocole opératoire :

Badigeon Bétadine 0.5% & quelques gouttes dans les culs-de-sac Fait par:

(Eil gauche fermé avec Lacrilube & ruban adhésif long et bien collé Fait par:

Mise en place des champs et de 1’écarteur a paupicres.

Injections sous conjonctivales :
____ Tobramycin (10 mg / 0.25 ml) Préparé par:

Injecté ss.conj. par:

___ Cefazolin (55 mg/ 0.25 ml) Préparé par: Injecté ss.conj. par:

____ Dexamethasone (1.2 mg /0.3 ml) Préparé par: Injecté ss.conj. par:

Nombre de greffons : NASAL SUPERIEUR TEMPORAL INFERIEUR
Type de greffon

e Natif Allo - Auto - Xéno

e Reconstruit par génie tissulaire

e Biomatériau Rigide - Visqueux

e Transfixiant - Lamellaire

e Antérieur - Stromal - Postérieur

Diametre donneur (mm)

Diameétre lit receveur (mm)

Epaisseur donneur (um)

Profondeur d’implantation (pm)

Localisation

Distance limbe clair (mm)




Vue externe (de face) :

___ Technique d’implantation par greffe lamellaire antérieure (implant/greffon rigide)

— Marquage de la zone d’implantation
—  Découpe du donneur: punch:
—  Trépanation du lit receveur

o Trépan: ; diametre: mm; profondeur: pm
o Insertion de I’implant/greffon
o N10.0 ____points séparés ___surjet continu & noeuds enfouis.

____Technique d’implantation intrastromale (implant/greffon rigide)

— Marquage de la zone d’implantation
— Découpe du donneur: punch:
— Dissection intralamellaire:
o Incision limbique au couteau a diamant: profondeur: um; longueur: mm
o Dissection au couteau crescent jusqu’a 1 mm au pourtout de la zone a implanter
o Insertion de I’'implant/greffon
o Fermeture de la plaie limbique N10.0: __ points séparés & noeuds enfouis.

Fin de I’opération :

____Vigamox gouttes et Maxidex gouttes PAS d’ onguent:

____ Collier élisabéthain
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Annexe 4 : Protocole d’examen a la lampe a fente

Objectif

Nb photos
REUSSIES

Gross.

Diaphr
agme

Flash

Lumiére

Exemples types

® Vue globale: En face, diffuseur a 30° avec fente
ouverture maximale, myosis réactif
- Focus sur l'iris

10x

5

16/16

Diffuseur,
Filtre #1

Précisions :
L’appareil réflex est déja paramétré et ne doit pas étre modifié :
Mode : Automatique
Temps d’exposition : 1/80
1SO : 500
Balance des blancs : Automatique.
La lampe est toujours placée en temporal de I’ceil.

® Implants: Vue de face, diffuseur a 30°, fente maximale;
myosis réactif (- transparence)
o Implant supérieur:
- Focus sur I'implant
- Focus sur l'iris (détails iris)
- Périphérie de 'implant &
limbe (néovaisseaux; plaie; sutures;
infiltrats)
- Infiltrats sur 'implant
o Implant inférieur :
- Focus sur I'implant
- Focus sur I'iris
—  Périphérie & limbe
- Infiltrats sur I'implant

[\S}

NN NN

25x
25x
25x

40x

25x
25x
25x
40x

16/16

Diffuseur,
Filtre #1

® Rétro-illumination (M0, M1, M6): Vue de face pupille
dilatée avec beau reflet, fente fine 8 mm.
- Focus sur les implants (localisation &
transparence)
- PRN: Infiltrats centraux

10x

16x

1/16

Filtre #1

® Fente fine: fente de 8mm a 45° et perpendiculaire au
centre de I'implant
o Implant supérieur :
- zone temporale
- zone centrale
- zone nasale
- PRN: Infiltrats sur I'implant
o Cornée centrale
o Implant inférieur:
- zone temporale
- zone centrale
- zone nasale
—  PRN: Infiltrats sur I'implant

NNNNN

NN

25x

1/16

Filtre #1

® Fluorescéine: En face, fente maximale a 30°, ouverture
maximale.

*** En dernier uniquement si nécessaire (probléme de

réépithé lialisation). Trés peu de fluorescéine, utiliser le

papier fluo, car colore l'implant longtemps. Ne plus répéter

une fois réépithélialisé. Ne jamais faire le jour de

I'énucléation.

10x

16x prn
détail

Filtre bleu

> 32 photos ; soit ~ 250 MO
*** Dans tous les cas, documenter toute anomalie ou signe suspect.




Annexe 5 : Feuillet clinique pour 1 implant

Examen par :

CORNEE

Pachymétrie Centre: (SP3000; ym)

¢ Plaie (0-3)
e Sutures (0-2)
e Sécrétions oculaires (0-2)

0-1-2 -3
0-1-2
0-1-2

Epithélium :

e Malade, blanchatre, irrégulier; cedéme
microkystique

o Déficit (% cornée désépithélialisée)

Biointégration de I'implant :

¢ Résorpsion; Amincissement; Epaississement
e Dellen; Plis stroma; K striée

e Ulcération; Nécrose; Extrusion

Transparence de I'implant (détails iris 0-4)

Description implant : cedéme; type d'infiltrat;
fibrose; couleur; homogénéité. Régularité

Epithelium +/- Stroma antérieur
Stroma postérieur — Endothelium
Interface implant- antérieur
Interface implant- stroma postérieur

En périphérie de I'implant

‘ 0-1-2-3 -4

Cornée : cedéme; type d'infiltrat; fibrose;
couleur; homogénéité. Régularité

Transparence pleine épaisseur (détails iris 0-4)

0-1-2-3 -4

Vaisseaux
nb quadrants (S-N-I-T) / nb total hres / mm max
/ mm moy; Superficiels (S); Profonds (P); Débit

Endothélium & Descemet

e Plis (Oui/Non)

e KPs (Oui/Non) et si oui: Mutton-fat; Fins;
Pigmentés (0-2); Limités a la greffe

CHAMBRE ANTERIEURE

e Cellules (0-4)
e Tyndall (0-4)
e Fibrine (non/oui; voir échelle)
¢ Hypopion (non/oui; si oui mm)

0-1-2 -3 -4
0-1-2 -3 -4
J Non [ Oui
J Non [ Oui




IRIS

o Atrophie des cryptes (0 — 2) 0-1-2

o Estimé du % de la surface atteinte %

e Synéchies antérieures (total en hres) ____h

e Gonioscopie: [1 oui [ non

e Synéchies postérieures (total en hres) h

CRISTALLIN

¢ Vacuoles (0-2) 0-1-2

e Opacité corticale (0-2) 0-1-2

TIO (TonoVet; mmHg) oD: . ... mmHg OoS: .. mmHg
Esthésiométrie OD: 0S:

Autres examens réalisés : [JOCT thorlabs [ OCT visante [1 Pentacam [1 M. spéculaire [1M.
confocal
Sédation: O Aucune
[J Médétomidine (Dexdomitor ou Cepetor): Dose: ... mL IM
[J Atipamézole (Antisedan ou Revertor): Dose: ... mL IM
Pupille: [J Aucune gtte U] Pilocarpine 0.5% U Mydriacyl 1% [ Cyclogyl 1% [ Phényl 2.5%

CONCLUSIONS / CONDUITE : (cf définitions page 4)

Implant toléré 1 Non I Oui 1 Probable
Réaction inflammatoire J Non LI Oui U Probable
Trauma mécanique J Non UJ Oui U Probable
Rejet actif J Non UJ Oui U Probable
Echec de la greffe O Non O Oui O Probable
Complications J Non UJ Oui U Probable
Dr Brunette avisée J Non UJ Oui U Probable

Nom + Signature :
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LEXIQUE DES CLASSIFICATIONS

Pachymétrie

Prendre la mesure centrale du greffon si opéré, sinon, de la cornée. Si la machine indique ‘‘out of range”, l'inscrire. S’il est
impossible de prendre la mesure pour une autre raison, inscrire imprenable et la raison. Si la mesure n’a pas été effectuée, inscrire
non fait.

Echelle de description de la plaie Echelle de description des sutures Sécrétions oculaires
0: déhiscence de plaie 0: bien en place 0: absentes

1: absence de cicatrices 1: laches (au moins un point lache) 1: discrétes

2: cicatrices légeres 2: cassées (au moins un point cassé) 2: modérées

3: cicatrices séveres
Extrusion de I'implant
0: non

1: oui

Meilleure transparence (zone greffée)

4/4: Cornée claire, détails iriens visibles

3/4: Opacité légere, détails iriens visibles

2/4: Opacité modérée, détails iriens moins visibles, contour iridien visible

1/4: Opacité plus sévere, détails iriens non visibles, mais contour iridien visible
0/4: Cornée blanche, aucun détail irien, contour iridien non visible

Vascularisation cornéenne superficielle ou profonde

: absence

: £1 quadrant (c.-a-d. vascularisation dans un seul quadrant. Un quadrant = 90 degrés; S-N-I-T)
: <2 quadrants

: <3 quadrants

: <4 quadrants

A WON-=20O

S'’il'y a lieu, inscrire le débit (vitesse de perfusion)

0: fantdme (non perfusé)

1: actif a bas débit (on peut voir les globules rouges passer)
2: actif a haut débit (vaisseau gonflé et rouge)

Echelle de gradation de la fibrose endothéliale
0: absente

1: 1égére

2: sévére

Description de la fibrine dans la CA

Forme: fil, fin filet comme une toile d’araignée, caillot, séclusion pupillaire
Dimension

Localisation dans la CA

Contact / proximité de I'endothélium

Grade Cells (Schlaegel) Flare (Schlaegel)
0 0 Empty
1 Occasional cells Very Slight
2 8-15 cells Mild to moderate (iris/lens clear)
3 Too many to count Moderate (iris/lens hazy)
4 Most ever seen Severe (fibrin, plastic aqueous)
Iris
o Atrophie des cryptes:
0: normal

1: atrophie légére a modérée
2: atrophie sévéere (lisse)
e Estimé du % de la surface atteinte
e Synéchies antérieures (total en hres)
e Synéchies postérieures (total en hres)

Cristallin: Vacuoles (réversibles; transitoires) et opacité corticale
0: absence

1: léger

2: important
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SIGNES DE COMPLICATIONS A RECHERCHER EN POSTOPERATOIRE

—  En cas de complication ou au moindre doute: AVISER Dre Brunette sans délai.

—  Clest elle qui décidera du traitement ou de la conduite a tenir.

— Dans les trés rares cas ou Dr Brunette ne serait pas disponible, un responsable désigné pourra intervenir a sa
place.

Post-op immédiat de toute chirurgie intraoculaire:
—  Léthargie, inappétence, anxiété (manifestation de malaise / douleur oculaire)
—  Blépharospasme, photophobie

Post-op immédiat de toute chirurgie intraoculaire: documenter les paramétres suivants:
Guérison des plaies:
—  Etanchéité des plaies (Seidel fluo)

Réaction inflammatoire: signes d’endophtalmie
—  Cellules, Tyndall, fibrine, hypopion
—  Myosis, déformation de la pupille

Suivi long terme d’une greffe de cornée:

Transparence du greffon (cf grille de gradation)

Pachymétrie centrale du greffon

Signes de rejet:
—  Non spécifiques: cellules CA

—  A/n du greffon seulement: KPs, ligne de rejet endothélial

— DATE & TYPE de rejet: endothélial, stromal, épithélial et sous épithélial ne s’appliqueront généralement pas, car
seulement cellules endothéliales sont transplantées)

—  Traiter sans délai (cf protocole)

Facteurs de risques
—  Etat des sutures (serrées, glissement, laches, exposées, cassées, fluo +/-) (ttx: exérése)

—  Etat de la plaie (déhiscence, gap) (ttx: révision de plaie sans délai, selon le cas)

— Infection (culture AVANT d’initier le ttx antibiotique, puis traiter sans délai)

—  Perte d'intégrité de la surface épithéliale (identifier la cause et y remédier)

—  Décollement de I'endothélium (itx: injection d’air pour le recoller)

—  Vascularisation: superficielle, profonde, jusqu’au greffon, nombre de quadrants (identifier la cause, y remédier et
couvrir contre I'inflammation et I'infection)

—  TIO (ttx: selon protocole)

— DATE de I'échec

—  Echec = opacification irréversible du greffon (perte de la visibilité des détails de I'iris). Pour une greffe de petit
diameétre: vise > 2/3 du greffon. Pour une greffe de grand diamétre centrée: vise I'aire pupillaire centrale

—  Echec primaire = greffon qui ne s’est jamais éclairci

—  Encas d’échec: AVISER Dr Brunette sans délai. C’est elle qui décidera de l'indication ou non d’interrompre I'étude.
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Annexe 6 : Feuillet clinique pour 2 implants

GLPX:

Examen par: Date: Heure: Postop #:
CORNEE IMPLANT OD IMPLANT OD Oeil
Nasal Supérieur Temporal Inférieur controle

Pachymétrie OD Centre:
(SP3000; um)

¢ Plaie (0-3)
e Sutures (0-2)
e Sécrétions oculaires (0-2)

0-1-2 -3
0-1-2
0-1-2

0-1-2 -3
0-1-2
0-1-2

Epithélium

o Malade, blanchétre, irrégulier; cedéme
microkystique

o Déficit (% cornée désépithélialisée)

Biointégration de I'implant

e Résorpsion; Amincissement; Epaississement
e Dellen; Plis stroma; K striée

e Ulcération; Nécrose; Extrusion

Transparence: cedeme; type d'’infiltrat; fibrose;
couleur; homogénéité. Régularité

e Pleine épaisseur (détails iris 0-4)

e Implant

e Stroma antérieur

e Stroma postérieur

¢ Interface implant- stroma antérieur

¢ Interface implant- stroma postérieur

e En périphérie de I'implant

Vaisseaux
nb quadrants (S-N-I-T) / nb total hres / mm max /
mm moy; Superficiels (P); Profonds (P); Débit

Endothélium & Descemet

o Plis (Oui/Non)

¢ KPs (Oui/Non) et si oui: Mutton-fat; Fins;
Pigmentés (0-2); Limités a la greffe

CHAMBRE ANTERIEURE

e Cellules (0-4)
¢ Tyndall (0-4)
¢ Fibrine (non/oui; voir échelle)
e Hypopion (non/oui; si oui mm)

0-1-2 -3 -4
0-1-2 -3 -4
non oui

non oui ____mm

Description:




IRIS

o Atrophie des cryptes (0 — 2) 0-1-2 Description:
o Estimé du % de la surface atteinte %

e Synéchies antérieures (total en hres) h

e Gonioscopie: oui non h

e Synéchies postérieures (total en hres)

CRISTALLIN

¢ Vacuoles (0-2) 0-1-2

o Opacité corticale (0-2) 0-1-2

TIO (TonoVet;

mmHg) OD: OS:

Sédation:

Pupille:

__Aucune

__Médétomidine (Dexdomitor ou Cepetor): Dose mL IM
_ Atipamézole (Antisedan ou Revertor): Dose mL IM
__Aucune gtte  __Pilocarpine 0.5%

_ Mydriacyl 1% _ Cyclogyl 1%  __Phényl 2.5%

CONCLUSIONS / CONDUITE: (cf définitions page 4)

Implant toléré non:____ oui;___ probable:____ NS TS
Réaction inflammatoire  non:_ oui:___ probable: NS TS
Trauma mécanique non:___ oui;___ probable:____ NS TS
Rejet actif non:___ oui;___ probable:____ NS TS
Echec de la greffe non:___ oui;___ probable: NS TS
Complications non:____ oui;___ probable:____ NS TS
Dre Brunette avisée non: oui:

Signature:
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Annexe 7 : Feuillet clinique pour examens hors protocole

Post-op # : Date : Heure : Examinateur :

Post-op # : Date : Heure : Examinateur :

Post-op # : Date : Heure : Examinateur :




Annexe 8 : Utilisation de I’OCT Thorlabs

Purpose of the Instrument
To perform in-depth analysis of ocular coherence tomography (OCT) by high resolution cross sectional
examination of the cornea without direct contact. The Thorlab Spectral Radar OCT utilizes a focused
beam of high-penetrating IR light (930 nm) to visualize the tissue of interest with a resolution of 4.4

pum. The corneal thickness (pre-op and post-op) can be measured with the use of Image) software
(NIH, Bethesda, MD, USA).

System Start-Up

1. The instrument coupled to the computer should be paced on the bench at examination room
(refer to Figure 1).
NOTE: This instrument is VERY FRAGILE. Please move and operate this instrument with great
care.

2. Please ensure all the plugs between the computer-to-Thorlab unit and Thorlab probe-to-Thorlab
unit are properly connected.
NOTE: The plugs and the fibre-optic cable should usually be connected. If they are not
connected, please contact the designated person in charge of this Thorlab unit (Has from the
BFV group or Javier from the Costantino Lab) to ensure the connections are made accordingly.

= Thorlab Unit]

= Computer

Figure 1: Overview of the ThorlabOCT Image at the BFV examination room. Both the Thorlab computer and
the Thorlab unit must be turned sequentially.

3. Turn on the Computer and the Thorlab unit. Log in the computer.
Username: SROCT
Password: sroct

4. Start the software by clicking on the Desktop icon SRScan. You should see a window
corresponding to the software pop up (refer to Figure 2). It will automatically perform an initial
warm up and calibration procedure (~ 10 s).



5. Click START and adjust the mirror knob until the reference intensity is within the accepted range
(refer to Figure 2B — top right corner).

> Rotate the small knob at the back of the probe until the reference intensity (on-screen) is
either orange or green (refer to Figure 3 for the probe configurations). No pre-calibration is

required during the start-up if these two colours appear on screen.

6. Click STOP and place the sample to be analyzed near the probe.

Xd ® & W
-

m O Rl o Il-_-l_..,__ S - a—

meem & e e B s e |
s |

Optical
tomography
screen of the |
cross-section

el Caliper
Image no. | Settings
Screen I X w--lul'- Recording
et |,
visualization | & j ! Buttons
camera
Camera STOP
setting button

Figure 2: Overview of the SRScan software during the start-up. A:
The initial auto setup calibration of the SRScan software and the
B: SRScan essential components in the main software screen.
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Fibre optic (DO Protective cap

NQOT BEND)
Depth of
field knob*
Mirror LEDs
adjustment knob t
™ 930 nm IR
laser

Figure 3: Instrumental setup of the Thorlabs OCT probe.

Image Acquisition

Images acquisition/
second

Number of Columns  Range X [mm] Spacing X [um] Spacing Z [um] Frame Rate Window I ¥ Reference Intensity a
4 3.1 2.1 HHanning albsace ————] m

Number of Image  Distance between 2
columns  width{mm} columns and rows

Figure 4: Screenshot of the measurement bar on the Thorlab OCT. The number of columns,
Range X and Window can be adjusted based on the sample and measurements required.

» Number of Columns: Corresponds to the resolution. Higher number of columns will
result in a longer acquisition time (min: 50 and max: 2500).

Range X (mm): Width selection of the image (min: 0.05 mm and max: 6 mm).

Spacing X (um): Dependent variable based on the chosen column number and range.
Spacing Z (um): Measured value of the width of a row of the image (cannot be changed).
Window: Mathematical window of function. Four available functions ranging from
Hanning, Blackman, 4 Term and Tapered Cosine.

1. Setthe parameters on the measurement bar for recording purposes (Pre):
> Select a lower resolution in order to locate the region of interest (start with 500-1000).
» For the purpose of corneal analysis, select the widest option (6 mm) and narrow down
the ROl as desired.
> In the windows box choose the Hanning mathematical function.

2. Place the subject (E2 or E4) or the sample (ex vivo eyes) on the Mayo table in such a way that the
cornea of the eye is perpendicular to the probe (refer to Figure 5 left).
> You can adjust the height of the table until an optimal position between the subject and
the probe is discovered. A towel can be used to adjust the subjects’ head orientation and
height.

3. Place the probe around 1 — 2 cm from the subject’s eye (refer to Figure 5).
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10.

11.

—

-l -

Figure 5: The Thorlab probe setup in the BFV examination room (left) and the initial placement of the
probe 1-2 cm away and perpendicular to an ex vivo rabbit eye (right). The probe holder can be moved
multi directionally (all x, y and z axis) until probe is placement is optimal to acquire quality images of
the specimen.

Click START.

Centre the region of interest (ROI) with the help of the visualization screen (refer to Figure 2B
bottom left), prior to moving the probe forward.

Move the probe forward until the desired region of interest appears on the screen (~0.5-1 cm).
» Do not hesitate to decrease the resolution further to locate the area of interest (lower
frame rate will yield faster image acquisition)
> If the image seems inverted or out of focus, adjust the depth of field knob (see Figure
3). Usually, it is preferable for it to be almost completely screwed in.

When the image is centered click STOP and then adjust the resolution to 1000-2250.
> Note that when acquiring in vivo images, 1000-1750 are optimally used. The higher
resolutions might not be optimal as there animal’s breathing can interrupt the image
quality.

Click START. The number of pictures taken by the Thorlab OCT varies by the resolution chosen.
> Higher resolution = longer image acquisition time = less images.
> Lower resolution - faster image capturing = more images captured.

If the cornea is too thick for it to have it to be in a single image frame, make a series of images of
the anterior and the posterior. Name the files accordingly (ANT/POST/FULL).
» When the probe is too close, a reflection image of the cornea is created. Back it up a bit
to regain the normal image.

If one sees the horizontal white or gray lines in the image of the cut, because there is
interference between the probe and the specimen of study. Just keep them away from each

other.

Once you have the desired image click STOP immediately as the images are kept temporarily in a
limited numbered memory.
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Analysis and Fine-tuning of the Captured Image (Thorlab OCT Software)

f —_—

JB-Sean Window

OCD Wauialization
Camera

Figure 6: A screenshot of the software interface during an
operational mode.

1. Visualization Bar (refer to Figure 6 and Figure 7)
The visualization bar is used to optimize and set the display borders of the image (range 20 — 70). You
can work on this after the image is being captured (refer to the examples shown below).

Figure 7: Different image contrasts that can be adjusted
by varying the visualization bar.

2. Palette Sections (refer to Figure 6 and Figure 8)
The scanned images can be displayed in gray scale or false color. Use the up and down arrows on
the Palette Section Button (Figure 6) to make a selection of image display. Figure 8 below shows
the same image of a scan of a human thumb in either gray scale or the false color-coded palette.

Grey Scals
Schama

False Colour

Figure 8: Two palette selections: Grey scaled and False
colour coding of the same OCT image.
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Saving and Exporting the Acquired Images

Number of Columns  Range X [mm] Spacing X [um] Spacing Z [um] Frame Rate Window Reference Intensity = gl
o0 Js.00 B [3.1 [s.45 I Hanning Gailints, _— St

: 0.0+
doo [0 3
=
H B3
g EY
g (a2
a 2 =
........................................................................................................................ s i S——
: b0 0 2 4 e 80 0 @
Width [mm] Amplitude [d8]
Im ! Palette I of Refra
y * oy Cursor Index ction Distance X [mm]  Distance Y [mm]
Number "-.._.E” 7 [zl ez e ED B P
Saturation Next File Name Savanext]
» <Not APaths — SaveAs
St
3 Save All
Description Save all ‘4'__

Contrast

J

- [ax |

Figure 9: SRScan interface depicting the image transition and image saving options.

1. Once you have captured your desired image (few images will be captured and temporally saved
in a numbered memory system), view the images by simply going through the image frame

arrows.

2. Tosave the images, the options are located at the bottom right of the screen:
a) To save the currently displayed image, click Save As.

b) To save the complete series of images, click Save As to choose the appropriate folder for

the current image first, create a backup model and then click on Save All.

3. Please utilize the appropriate nomenclature when saving the images. Refer to
Nomenclature_ldentificationDossiers_160629_MP.docx on the Kardex.
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Image Analysis Using Image)
For precise analysis the images can be analyzed utilizing the Imagel software.

1. Open the desired image using the ImagelJ software.
2. Referto the dimension used when the image was initially acquired (eg: 6 mm (width) x 1.3 mm

(depth)). At the top left corner of the image (opened with Imagel), the pixel dimensions should
also be noted.

= tif (75%)

2000x512 pixels;B-bit; 1000K

Image Depth

Image Width et Ay b s ' :."'

Figure 10: SRScan real-time image dimensions (left) and the pixel composition of the acquired
image on Imagel (right).

3. Press Ctlr + Shift + P or navigate to Image > Properties. A window will appear (refer to Figure 11).
Check “Global” and fill the pixel width and height with the following spreadsheet:

Input Output (to write in the pop up window in ImageJ)
Image height (pixels) : 512 Pixel width : 3,0000
Image width (pixels) : 2000 Pixel height : 1,8452
Image height (um) : 1300
Image width (pum) : 6000
Object refractive index : 1,376
GLPX124_OS_16MMCO.. X
a. For feline corneal analysis, the Chamnels (e [1
refractive index is 1.376. sices@ [1
b. For CLP-PEG and hydrogel- Frames @ [1
based implant analysis, the Note: 'zt must equal 1
refractive index is 1.334. T—
Pixel width: f2.1802
Pixel height W

Voxel depth:  |1.0000

Frame interval: |0 sec
Origin (pixels). |00

OK Cancel

Figure 11: Screenshot of the Imagel software portraying the process of converting the
pixelated dimensions to the real-time dimensions of the tissue of interest.
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4. Once the scale is set, the real-time dimensions should pop up on the top left side of the Image)
window.

5. Click on the line option on the Image) window and draw the line on the ROl that needs to be
measured. Press Shift while drawing to draw a straight vertical line. Afterwards, press Ctrl + M
and a new window (shown in Figure 12) should pop up with the scaled length of the ROI. You can
make measurements on multiple pictures and copy paste the generated result table in an Excel
spreadsheet or manually enter the generated measurements.

/

¢ Image) =
File Edit Image pProcess Analyze Plugins Window Help
mifelfai[o] — PAp

File Edit Font Results
[area [Mean [min  [Max  [Angig

2034 64.372 0.041 181080 -90

Figure 12: Screenshot of the ImageJ Software interface depicting the process of image analysis. An ex
vivo rabbit cornea is shown above and the corneal length is shown by the yellow line (676 um).

6. Inorderto determine the real length of the ROI, divide the value obtained utilizing the refractive
index (rf) of the material being studied.

a. NOTE: The image acquired assumes that the rf of the material studied to be 1.000.
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APPENDIX

1. Instrumental Setup

output outpu
Clock - "
Fibre input
output
not used

ocresose  F
o -

Trigger Aux Probe Video optical
output (not used)
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2. Sample Images (ex vivo E1, E3 and Human Cornea)

a. Human Cornea (160427, 1 day post-mortem, Source: Québec Eye Bank)

1
6000 pm

Image rvidth
4000 pum

2000 pm

200 pm

500 pm

500 pm
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b. Ex Vivo E3 (160509, 3 days post-mortem, Montréal Heart Institute)

Image width

c. ExVivoE1 (160422 and 160427, 4 days post-mortem, CHUM)

Image width

500 um

200 pm

500 um

200 pm
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Annexe 9 : Utilisation du topographe Pentacam HR

Acquisition des images (voir figure page suivante)

Dans la section « Patient », cliquer sur « Nouveau ».
Entrer les informations suivantes :
o Nom: GLPX
o Prénom:#
o Né(e) le : JJIMM/AAAA (Si connue)
o N°ID: GLPX#
Cliquer sur « Valider », puis sur « Pentacam ».
Aller dans Examen > Scan.
Dans la section « CEil », cocher « Droit » ou « Gauche » pour que cela corresponde a I'ceil photographié (revérifier cette
information tout juste avant de prendre les photos, car le logiciel la change automatiquement lorsque I'on déplace I'appareil de
droite a gauche).
Si ce n’est pas déja fait, dans la section « Scan 3D » a droite, cocher « 50 images / 2 secs ».
S’assurer que les cases « Fente lumineuse allumée » et « Déclanchement automatique » sont cochées.

Pour I'alignement, suivre les indications suivantes :

o Eteindre les lumiéres dans la piéce. Garder une lumiére d’appoint au besoin, non dirigée vers I'appareil.
Ajuster la téte de I'animal a I'aide de serviettes
S’assurer que la lumiére bleue émise par I'appareil est centrée sur la pupille
= |l est possible de regarder la série d'images générées et de s’ajuster selon I'orientation de l'iris (qui devrait étre
généralement symeétrique sur toutes les images)

o Utiliser la manette de commande pour déplacer I'appareil jusqu’a ce la coupe de la chambre antérieure apparaisse en
bas a gauche et avancer 'appareil jusqu’a ce que le point rouge sur la cornée soit traversé par la ligne horizontale
rouge

o Utiliser I'affichage en bas a droite pour se guider dans les derniéres manipulations

o L’appareil fera automatiquement ses photos lorsque le point rouge et la ligne rouge seront alignés en bas a gauche et
lorsque la cible jaune sur I'ceil et la cible rouge seront alignées en haut a droite.



aG
o 9 O
o oo O

Aniter

D

Fixation Target (Dpt]

hyperope myope

24012345

Oeil

" hoit & gauche

Cliché Scheimpflug

£ 1image

Cliché Scheimpflug dynamique
" Bimages /0.1 sec.
" 10 images/ 0.2 sec.
15 images/ 0.3 sec.

Comea Fine
" 50 Picture /1 Sec
" 100 Picture / 2 Gec
Scan 3D
Enh. Dyn,
" 25 images/ 1 sec r
" B0 images/ 2 sec.

Multi R otation

" 2Tums / 2Sec

Accomodation

" 25 Picture / 2 Sec

[V Fente lumineuse allumée

v Déclenchement automatique

Démarrer le Scan

IMPORTANT : Ne plus rien toucher pendant I’acquisition. La prise de photos dure 2 secondes, mais il y aura une attente d’une dizaine de

secondes apreés celle-ci.
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Dans linterface qui s’affiche alors, la ligne « QS » en haut droite doit avoir la mention « OK » pour que le test soit fiable. Si ce
n’est pas le cas, recommencer la prise de photo.

OCULUS - PENTACAM Vue générale

Segment 48° -
Segment; 55° - Prénom; JAslim\dismus

Segment 53" 5 . N*ID: “‘ugh charber angle

Segment, 70° - 250° E— Neéfe] le: [(EES Ost  |diot

HNam: | Demao

Segment 77° - 257 e ] Examen du [10/23/2003 Hewe: [123815

Segment: 84° -
Segment 32° -
Segment 99" -

Centre pup,

Pachp. mn.

Volume CA. |247mm®  AnglelC. [475°

Frof. C.A (Endo.) |3.89 mm Dia pup: [320mm

“al PO | PIO (Add ) |+[15 mmHg  Ep cristdl |

[Cate Tangentielle [Face arténewrs)

Comée - Face ant.

<

<l

Comée - Face post

<l

Iris:

Cristalin - Face ant

<l

<l

Cristalin - Face post.

Echele

<l

Angle de coupe l W

Position de coupe I o ::j

E'_ll

Namal Animer
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Si le patient a déja eu ses prises de vues, suivre les indications suivantes (a partir de I'interface de la base de données Oculus, ici-bas)

m OCULUS - Base de données OCULUS - X

Patient:

Nom:
Prénom
Nefe) e
N ID:

7 72772018 =1 [£7 72772018

iz

Do | Exporter Eironsi Effacer examen

| Nombre de fiches patient: 1 (1) [

Chercher le patient par ses informations d’identification. Normalement, le numéro de dossier suffit.
Cliquer sur le patient dans la liste de gauche

Cliquer sur I'examen de I'ceil droit le plus récent (date ET HEURE) dans la liste de droite

Cliquer sur le bouton « Pentacam » en haut (fleche rouge)
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A OCULUS - PENTACAM Overview - X
Patient Examination Display  Settings PG Print

Print Actual Display
Print List

Last Name: |HAD

First Name: KEVI
Configure Display List

1D: 1853277 Print/IPG Settings

Date of Birth: [07r281993 Eye: [Right

Exam Date: [0ap172018 Time: [15:50:12

Ki: [453D Astig: [0.5D
3725
75°-255° - ko
T 2 k2: [458D
83°-263°
e Axis:
5/25 St [10438 as:  Jok
arion- b (steep)

6/25
99*-279° ‘@ Pachy: x[mm] y[mm]

1z _

1u5'7255'*&} Pupil Center: + 486 pm -0.22 -0.06
8/25

114204 ThinnestLocat:  © [482 pm foma. [oar

8/25 &
122°-302°

10425 N - Chamber Volume: 218 mm * Angle: 378"
M g A. C. Depth (Int): 3.55 mm Pupil Dia: |3.37 mm

Q-val.:

(Bmm) [-0.44

Adjust Image : Enter IOP | |IOP{cor): @ Cornea: [11.9 mm

‘True Net Power
Cornea Front
Comea Back
Iris

Lens Front
Lens Back

Scale I

Cutaut Width 1500
Cutout Pos 2707 il

Curvature

Animate | Abs

e Deés que I'examen a fini de charger, cliquer sur « Print », puis « Print liste » en haut a droite
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= Print
General

Select Printer

<

Status
Location:
Comment:

Page Range
Al
 Selection
(o

D Xerox ColorQube 8700/8900 Series Class Dri

Ready
SALLE F&6
TEMPORAIREMENT

>

" Printtofile  Preferences
Find Printer...

Number of copies: [1 =]

Cancel

Thinnest Lacat.

oEE—]

ent: 60° - 240 Contrast Nomal | Last ame HADET ]
et 8 208 Fitst Hame: [ ]
et 75° - 2557
enl: 63 - 263 ID: [1e53277 |
ent: 517 - 2717 _\’— X
g Date of Bith | FZEEEE] | eve  [Right |
el 10" - 2867 ) Exam Date: [ari72m8 | Time: 158012 |
et 114" - 204° Adist Image |
LN [SH TS ] estic  [050 ]
g N [T ] Bevel o
. - o) [ ]
i -
270" [stesp) I1UJE I s |UK I
Pachy:
Pupil Center +

Charnber Volume: [218 ram= | &ngle | |
4. C. Depth (It} 355 mm PupilDis. [337 mm
Enter 0P | I0P(cork: [ | ocomea  [1T3mm_|

Cormea Front

Comea Back

Iris

Lens Front

Lens Back

Scale

Cutaut “width

Cutout Pos

Narmalize

Show Fill
v I
v e
v v
v v
v I
v e

oy
B

Animate

True Met Power

PG Print

a—
4
o4
4
D
a-
Curvature
T T T T
4 4 g Bbs

Apres un certain temps, la fenétre de I'imprimante s’affichera. Cliquer sur « Print »
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Annexe 10 : Utilisation du microscope confocal Confoscan 3

Protocole adapté du manuel de [’appareil :
You can start ConfoScan3 from the main screen.
To Start ConfoScan3 from the Main Screen
Click the ConfoScan3 exam button:
NAVIS checks if you have a patient selected:
If you do not have a patient already selected — the NAVIS window, List of Patients, is
displayed. You have 2 options:
- Option 1: Select a patient from the List of Patients.
- Option 2: Add a patient (GLPX#).
- If you do have a patient already selected — ConfoScan3 is started for that patient.
ConfoScan3 is started and opens the ConfoScan3 Acquisition Window with the patient you have

selected or added. The patient’s name appears at the top of the window.

kg

[ il

Recording Images

Generally, the process to record images follows this flow:
- Open the Acquisition Window.

- Review or set the examination parameters.

- Prepare the patient.

- Prepare the lens.

- Activate the recorder.

- Align the microscope with the patient’s eye.
- Record the images.

- Review the images.

- Repeat, if necessary.

- Exit and save.



To Open The Acquisition Window
From the ConfoScan3 Exam window, you open the Acquisition Window:
1 You have 2 options:

- Option I: Click the function button, New:

- Option 2: Select the menu command:
- Examination, New.

The ConfoScan3 Acquisition Window opens.

- Désinfecter I’extrémité distale de la lentille de 1’appareil et attendre qu’elle séche

- Placer le sujet endormi pres de 1’appareil et ajuster sa téte a 1’aide de serviette pour que I’ceil a
examiner soit le plus prés possible de la lentille sans lui toucher.

- Orienter la téte du sujet pour que la lentille fasse face a la région d’intérét (ex. cornée centrale,
implant périphérique, etc.)

- Apposer le gel sur la lentille.

- Rapprocher le sujet de la lentille jusqu’a ce que son ceil touche le gel sans toucher a la lentille

(voir figure ici-bas, tirée du manuel).

The distance between the start and
end position is determined by the

End Sthions carnea Thickness parameter.

Gel

Front Lens

Cornea

The Microscope head moves from the start
position to the end position for the number
of passes programmed by the user.
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En utilisant le joystick, veillez a aligner correctement la lentille de fagon perpendiculaire a la

cornée.

A Initial Position Fye Front Wew

Cornea Section (Top Wew)

[

S
p

- Vous pouvez utiliser le mode auto ou semi auto pour la saisie des images et vous pouvez ajuster
la distance entre chaque image dans I’axe Z dans les options. A noter que ces modes suppriment
souvent les implants de leurs séries d’images parce que ces derniers sont tres transparents (images

presque noires). Il va cependant poursuivre sa course et se rendre a I’endothélium.

Comfoecan 20 - [[evics 5§ el ings]

Elmimﬂuhl ovA | Stwage] Oihes]
 EmwAMes

:I Auto _Smﬂ’-ﬂ..uml Mol |

o
A Hoom il
" ’ 1
At
Filvise aTach dstis Bl SO0l et i 18
1 3

|
Imm - —— TR P L Ty T
| ﬂHEjﬂl I Burdle Eypas wmge sys. The graph showe befi sye in boe

il il e i Ore e

~Sead mode

Enaleislowme Capriu 2 sharke in the Snbsmnr
| Falf Epi I Chismibes, ranping oo 100 miss.
]
* Alatkia Dalauli | ok

Sauvegardez les images a la qualité maximales (TIFF).

- Exportez les images sur une clé USB.
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Annexe 11 : Utilisation de I’angiographe HRA
PROTOCOLE ANGIOGRAPHIE CORNEE HRA
Matériel :

— HRA (Heidelberg Retina Angiography; Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg,
Germany) et sa table de travail (disponible dans le laboratoire d’optique de Santiago C.)

— Sédatif : Dexdomitor
— Cathéter Jelco (en amener plusieurs si risque de tentatives multiples)

— Bouteille (5 ml) de fluorescéine sodique 10% (FLUORESCITE Injectable 10%; Alcon
Canada Inc.)

— 2 Seringues tuberculine (1 cc)

— Ecarteur a paupiéres pour adulte

— 2 grandes boites en plastique vides
— Champs chirurgicaux bleus

Préparation du sujet et angiographie

— Calculer la dose de fluorescéine a injecter a I'animal, de sorte qu’on obtienne 20 mg/kg.
En mettre 0,05 ml de plus dans la seringue pour considérer la perte dans le cathéter et
pour I'évacuation de ['air.

— Positionner le HRA, les boites en plastique et les champs bleus pour permettre au HRA
de regarder I'ceil du sujet lorsqu’il sera prét.

— Endormir le sujet
— Pendant que le sujet s’endort, préparer le HRA :

1. Ouvrir I’ordinateur
2. Ouvrir la source d’¢électricit¢ du HRA
3. Positionner la manivelle sur le HRA vis-a-vis le « A » (angiographie) et non sur le
«R»
a. Bonne position : R e--- A
4.  Double-cliquer sur le programme « Heidelberg Eye Explorer »
Archive OK = Cancel 2 OK
6. New patient (petit bonhomme avec une étoile)
a. Lastname : GLPX118
b. 1% name : G3
c. Title : laisser vide
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Date of birth : inscrire la date d’arrivée (JI/MM/AAAA)
Sexe : M/F
Patient ID : laisser vide

™o oo

g. Appuyer sur OK
7. Device type : Spectralis HRA
a. Spectralis HRA
b. Operator : J
c. Study: G3
8. Appuyer sur OK 2 fois
9.  Choisir OD ou OS
10.  Appuyer sur le bouton ON/OFF en bas a droite sur I’écran du HRA (devrait passer
de jaune a vert)
11.  Vérifier que les parameétres de vidéo sont adéquats :
a. Cliquer sur FA sur I’écran du HRA
b. Cliquer sur « Composite » 2 fois (ou tout autre mot qui est écrit a droite du
bouton Single)
c. Vérifier que c’est écrit 45 s.
i. Sinon, cliquer dessus et ajuster le temps avec les symboles +/- jusqu’a
avoir 45 s (secondes)
d. Cliquer sur OK
12. Cliquer sur « IR » sur I’écran du HRA
13. Cliquer sur « Movie 45s »

Arroser la patte d’alcool, faire un garrot avec la main et insérer le cathéter dans sa veine
céphalique droite ou gauche. Si la veine est difficile a voir, raser un carré de poil dans la
région de la patte. Maintenir la pression en proximal sur la veine, avec la main, pour
empécher la fuite de sang.

Pendant qu’'une personne maintient la pression sur le cathéter, une autre personne se
charge d’'insérer la seringue sans son aiguille dans le cathéter. Pour se faire, il faut
relacher lentement la pression sur le cathéter pour que le sang veineux vienne
rencontrer la seringue et ainsi empécher 'air de se retrouver dans le conduit.

Une fois le cathéter et la seringue assemblés, on peut complétement relacher la pression
sur la veine

Placer le sujet sur les boites en plastique bleues de telle sorte que son menton repose
délicatement devant I'objectif du HRA, avec la téte Iégérement inclinée vers 'avant. Pour
ce faire, utiliser des sarraus jaunes ou tout autre objet mou pour créer l'inclinaison de la
téte voulue.

Placer un écarteur sur I'ceil a analyser. Si possible, essayer d’écarter également la
troisiéme paupiére.

Effectuer le focus sur la cornée de I'ceil avec la manivelle derriéere le HRA.
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Regarder et exporter les images:

A PARTIR DE CETTE ETAPTE IL EST PRIMORDIAL DE NE PLUS DEPLACER LE
SUJET

Cliquer sur FA sur I’écran du HRA

Cliquer sur « Inj. » sur I’écran du HRA et commencer immédiatement ’injection de
Fluorescéine (doit €tre fait en a peu preés 3 secondes)
o **S’1l faut remettre a zéro le chronometre de 1’injection, aller sur « Setup » et

cliquer sur « Reset Injection Timer »**

Cliquer sur « Acquire » sur I’écran du HRA

S’assurer que I'image est bien nette sur I'écran d’ordinateur et qu’on peut voir 'ensemble
de la cornée du sujet. Réajuster le focus au besoin.

Attendre le délai (45s) ou cliquer sur STOP quand I’acquisition désirée est terminée
Cliquer sur le bouton ON/OFF sur I’écran du HRA

Cliquer sur « Save Images » sur I’écran de 1’ordinateur

Cliquer sur « Exit »

Exporter en vidéo (AVI) :
o Faire un clic-droit sur la vidéo, puis cliquer sur : Export = as picture > Sélectionner
dossier > Save as : AVI Files (*.avi)

= Current AVI Codec : Full Frames (Uncompressed) / Quality : 100%

= Sinon : Set up Codec - Compressor > sélectionner «Full Frames» (en bas)
- Cliquer sur OK - Save

Exporter en images (Bitmap) :

o Cliquer sur « Expand »

o Sélectionner les images voulues (en utilisant CTRL + clic)

o Faire un clic-droit sur une image sélectionnée, puis : Export > As picture > Save as
type : BMP Files (*.bmp) - Sélectionner dossier > Save

o Pour revenir au vidéo, cliquer sur 'icone de dossier supérieur (dossier avec une
fleche pointant vers le haut)

**Noter que les fichiers sont volumineux (prés de 100 MB par vidéo AVI)**
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Annexe 12 : Feuillet des examens d’imagerie spécialisée

GLPX. Examenpar: . Dater ... Heure: ... Postop#: ...
Sédation: [0 Aucune
[0 Médétomidine (Dexdomitor ou Cepetor):  Dose: ... mL IM
[0 Atipamézole (Antisedan ou Revertor): mL IM

Pupille: [0 Aucune gtte [ Pilocarpine 0.5%

[J Mydriacyl 1% [J Cyclogyl 1% [ Phényl 2.5%

Microscopie spéculaire
1 0Ss
[1 Décompte de cellules effectué
Commentaires :

Thorlabs
10S

[1Central [1Implant [ Autre :

Commentaires :

Visante
[10OS Central
[0 Anterior segment
[0 Pachymetry
[1Cornea 90
[1Cornea 180
[1 CorneaX4

[10S Implant
[1Cornea 90
[1Cornea 180
[1 CorneaX4

Commentaires :

Pentacam
10Ss
Commentaires :

Confoscan
10S
Commentaires :

oD
Décompte de cellules effectué

(10D
[1Central [Ilmplant [ Autre:

[ OD Central
[ Anterior segment
[0 Pachymetry
[1 Cornea 90
[1 Cornea 180
[1 CorneaX4

710D Implant
[1Cornea 90

[1Cornea 180
[1 CorneaX4

0 OD

oD




Appareil

Images a prendre

Exemples types

Thorlab OCT | 3 belles images de
limplant
Examen preop : central,
inférieur, supérieur, pour
les deux yeux
A prendre au milieu de I'implant, le plus centré possible. Prendre aussi des images d’un bout a I'autre de 'implant
pour bien voir sa progression de chaque coté.
Microscopie | 1image par ceil
L, . Patient ID MANUAL S5
spéculaire st 4 %
%
Examen preop : les Pz
deux yeux Sex ala .
DoB 12/11/2017 200 400 600 8001000
AREA
Ape CD 2015 AVE 343
Date 2/113/2018 SD 88 MAX 535
Time 12:04.27 PM CVY 26 MN 144
BA 41 NUM 151
Sminer PACHY 548
Comments =4
M1
OCT Visante | 3 images par implant : image Analysis Repart e . e s os*
Anteri - e Visante OCT Bl smoe: ome 5 Visante OCTRR e v 5 Visante"0OCT
e Anterior - . ar : o czu:!«wd!l m _ o ‘ e P ) ot s
° Cornea a 90 i - s Faxam dute 127002 128197 44 400 Scan GLP - Cornma 80 it o date: el oanc ames

e Cornea a 180

Examen preop : central,
inférieur, supérieur, pour
les deux yeux

1309 _Semne

P - srewser sagrare 62)

Anterior

Cornea a 90°

Cornea a 180°

A prendre au milieu de I'implant, le plus centré possible
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OCULUS _FENTACAM _Scheimatiug Image Overview ... OCULUS PENTACAM Scheimpfiug Images \.. OCULUS _PENTACAM Overview
e = a0 s

Pentacam 1 image par ceil

Examen preop : les
deux yeux

1 Large Coior Map

Confoscan 1 belle vidéo de I'implant

TERMINER Examen preop : central,

LA SESSION | inférieur, supérieur, pour
AVEC CE les deux yeux

TEST (GEL)

Endothélium Stroma Epithélium
Extrait d'images provenant de I'enregistrement de la vidéo
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Annexe 13 : Kardex des coupes ex vivo au laser — SMILE

KARDEX GREFFE INJECTABLE (GLPY)

COUPE AU LASER — CONDITIONS STERILES

Matériel
1 Cornée pour X implants injectables
1 Matériel (implants) injectable

Instruments et paquets stériles

1 Boite d’instruments GREFFE

1 Boite BADIGEONS & POIGNEES MICROSCOPE
2 Paquets de compresses 4x4

2 Bacs en acier inoxydable avec couvercle

Soluté et autres liquides
1 BSS 500 ml
Fournitures
1 Systéme d’irradiation avec diaphragme (par Emilio ou Marcelo d’OHI)
Minicentrifugeuse pour tube 1.5ml (sinon par Emilio ou Marcelo d’OHI)
Lame 57 (Beaver 375700): PRN kératectomie
Aiguilles 18G (réservée pour aspiration du BSS du sac)
Aiguilles 30G
Canules 19G
Canules 27G (#8065480120)
Seringue 20 ml (canule 19 pour irrigation BSS)
Seringue 10 ml (clamper la chambre; 2/chambre)
Crayon marqueur stérile régulier
Paquet d’éponges sapin avec poils
Paquet d’éponges sapin sans poil
Merocel stérile
Petri 100mm
Sharpie noir
Nylon CU-1 (10-0-12 ; Alcon) ou nylon HGL5 (cornée & limbe)
Serviettes a main blanches (papier absorbant-salle d’OP de HMR)
Grand bac en métal avec couvercle — transport de chambre
Petit bac en métal avec couvercle — transport de chambre
Tampon d’alcool
Papier d’aluminium pour les implants injectables (mettre dans la salle de culture)
Chronométre (cellulaire)
Thermomeétre avec microsenseur (par Emilio ou Marcelo d’OHI)

—_ W N = N = = = = N =

NN

—_ e = N = e e =

Gouttes ophtalmiques
1 Vigamox

Champs

1 Champ de table stérile

1 Champ d’utilité

1 Champ Mayo

1 Piqués bleu



1 Table a roulettes (emprunter a Josée)
1 Petite poubelle (emprunter a Josée)

Gants chirurgicaux

3 Isabelle: 5 ¥
3 FX:8
A placer a ’entrée de la salle de chirurgie
Savon
Chapeau (charlottes)
Masque

Gants non stériles pour tout le monde

Boite a transporter pour une coupe au laser (matériels stériles)
1 Chambres artificielles Barron de Katena® (stérile — alcool)

1 Crayon Sharpie

1 Bac en métal avec couvercle stérile — transport de chambre
3 Chapeau (charlottes)

3 Masque

3 Gants chirurgicaux (2 par personne)

Vs Pétris 100 mm

1 Lame 57 (Beaver 375700):

1 Paquet de compresses 4x4

2 Seringue 10 ml (clamper la chambre; 2/chambre)

1% Aiguilles 18G

Canules 19G

Couteau Crescent

Couteau 30 (#3775300)

Couteau aseredge (REFE7510)

Champ d’utilité

Kit Trotman microciseau et lame beaver (boite a FX)
BSS 500 ml

Etiquettes stériles (identifier la chambre)
Paquets d’éponges sapin avec poils
Paquets d’éponges sapin sans poil

Pot histologique

Tampons d’alcool

Clée USB

—_ W = N NN = = A== =N

Maintien des GLPY
1 Seringue 60 ml
2 Tubulures

1 DMEM
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Annexe 14 : Kardex des coupes ex vivo manuelles

KARDEX GREFFE INJECTABLE (GLPY)
COUPE MANUELLE — CONDITIONS STERILES

Fournitures pour stériliser les chambres (a faire la vieille)
1 Chambres artificielles Barron de Katena

1 Ethanol 70%

1 Eau stérile

2 Grand bac stérile
1
1
1

Seringue 10 ou 20ml
Pot stérile pour ranger la chambre a 1’intérieur
Compresse

Fournitures pour la préparation de ’injectable - salle de culture

1 Spray Ethanol 70%

1 Minicentrifugeuse pour eppendorff
1 Bac de glace

1 Vortex ou Sonicateur (a emprunter)
1 Papier d’aluminium

Fournitures pour I’incubation des cornées

1 Bac dans I’incubateur avec de I’eau distillée
1 Bouteille pour recueillir le liquide

1 Bac stérile pour recevoir les cornées

1 Support a cornée

2 Tubulure

1 Papier collant coloré pour identifier les tubulures (in / out)
1 Seringue avec milieu

1 Pousse-seringue

Fournitures pour I’irradiation — dans le coin de la salle de chirurgie
1 Systéme d’irradiation et thermométre (OHI)
Grande couche bleue sous le systéme
Pousse-seringue
Seringue 60ml avec BSS + cap a seringue
Tubulure
Chronométre (cellulaire)
Boite avec les lunettes protectrices
Collant avec le numéro de la cornée pour mettre sur le bac une fois terminé
Feuille pour prendre la température de la cornée aux 10 minutes

— e b e



Instruments et paquets stériles
1 Boite d’instruments GREFFE
Boite BADIGEONS & POIGNEES MICROSCOPE
Boite COUTEAU A DIAMANT (300 um)
Paquet de compresses 4x4
Boite BAC EN ACIER

Soluté et autres liquides
1 BSS 500 ml
1 Bouteille eau stérile (sous 1’évier)

Fournitures pour I’injection

1 Lame de trépan de Hanna (ou biopsy punch) 6 mm

1 Couteau Crescent (neuf ; pour dissection stromale)
1 Lame couteau 30 (Micro sharp blade 377530) pour couper le fil de suture
1 Lame 57 (Beaver 375700): PRN kératectomie
2 Aiguilles 18G (réservée pour aspiration du BSS du sac)
1 Aiguilles 30G
2 Canules 19G
1 Canules 27G
1 Seringue 30 ml (canule 19 pour irrigation BSS)
2 Seringue 10 ml (clamper la chambre; 2/chambre)
1 Seringue 5 ml (sur aiguille 30G pour injection intraoculaire)
1 Seringue cap VWR : CA10836-706
1 Crayon marqueur stérile régulier
5 Paquet d’éponges sapin (avec et sans poiles)
1 Merocel stérile
1 Pétris 100 mm (préalablement mis dans un sac stérile)
1 Nylon CU-1 (10-0-12 ; Alcon) ou nylon HGLS5 (cornée & limbe)
1 Ciseaux
1 Serviettes a main blanches (papier absorbant-salle d’OP de HMR)
10 Tampon d’alcool
Matériel
Cornée pour X implants injectables (demander d’avance a la Banque d’Yeux)
Gouttes ophtalmiques
1 Vigamox
Champs
2 Champ de table stérile (un pour la table de chirurgie et I’autre pour la table des instruments)
1 Utility draps
Gants chirurgicaux
Isabelle: 5 Y4 MP : 7%
A placer a Pentrée de la salle de chirurgie:
Savon
Chapeau (charlottes)
Masque
Gants non stériles pour tout le monde
Bonnet
Jaquette jaune
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Annexe 15 : Détails et compte-rendu des expériences ex vivo

GLPY Experimental Details Date (dd/mm/yyyy):
Eye Bank Identification No: [ ] OD (Code 3000) [_] OS (Code 4000)
Date of death:
Donor age:
Endothelial cell count: cells / mm?
Laser Surgery/SMILE/Visumax: Start: End: Done By: |
De-epithelization: []Yes [ ] No
Succion ring on a: [] free cornea ] mounted cornea
SMILE surgery by: [] Dr. Michel Podtetenev
Incision: angle: ___ degrees
width: . mm
Cap diameter: _____mm
@ Lenticule: opticalzone: ______mm
min thickness: _____mm
max thickness: ______mm

Sutures: Start: End: Done By: /
Manual incision: WxL:

Number of sutures:

Preparation of Injectable Implant: Start: End: Done By: /

e Formulation:
e Total Formulation prep time minutes

e Time between Prep & Inj: minutes




Injection of Implant:
e Viscosity:

Start:

End: Done By: /

e Approximative volume (Thorlabs):

e Homogeneity (interfaces; bubbles; debris)

o Comments:

Crosslinking: Start: End: Done By:  /
e Cycle Fequency: sec on sec off
e [rradiance: mW/cm?2
e Total CXL time: minutes
e BSS Irrigation Interval: minutes
Pre- and Follow-up Examinations: Done By:
Time Thorlabs Visante Comments
Pre-injection v
Post-inject & Pre-
CXL v
HO Post-CXL v \ \
H2 v \ \
H4 v v v
H6 v v v
D1 v v v
D2 v v v
D3 v v v
D4 v v v
D5 v v v
D6 v v v
w1 \' Y v
W2 \' Y v
W3 \' Y v
w4 \' Y v

Attachments: [_] SMILE Printout

[] Eye Bank donor form
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Annexe 16: Expériences ex vivo complémentaires

Expérience C : Impact de la kératotomie, de la lumiére bleue et de la

riboflavine

7
L <4

Buts :

» Tester sur trois cornées différentes 1’effet de la kératotomie seule (C4), I’effet de la
kératotomie et de I’irradiation par la lumiére bleue (C5), ainsi que ’effet de la kératotomie,
de I’injection de riboflavine (sans les autres ingrédients de I’implant) et de I’irradiation par
la lumicére bleue (C6).

Hypothése :

» En absence d’implant, il ne devrait pas y avoir d’opacification cornéenne.

Modifications au protocole:

» Une photo a la LAF et OCT sera dorénavant prise avant d’opérer la cornée.

Nombre de cornées opérées : 3 (C4-6)

Type de chirurgie : kératotomie manuelle

Durée du suivi post-op : 24 heures

Résultats :

» (C4-6 : aucun heurt lors des manipulations durant cette expérience.

» (C4-6 : aucun changement percu a la LAF (Figure 63).

» C6 : légere diffraction lumineuse pergue a I’OCT post réticulation (Figure 64).



Kératotomie Kératotomie + lumiére bleue Kératotomie + réticulation

HO

H24

Figure 63. C4-6 : Evolution de la transparence cornéenne sur 24h.

L’image de gauche prise quelques minutes apres la réticulation de la riboflavine dans la poche stromale ne montre pas de différence visible d’opacité
cornéenne apres 4h (image du centre) ou 24h (image de droite). La cornée dans I’image de droite apparait légérement rosée a cause de la couleur du
milieu de culture qui circule dans la chambre antérieure artificielle.

Légende : H-1 (1 heure préop), HO (postop immédiat), H4 (4h postop) et H24 (24h postop).
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Kératotomie Kératotomie + lumiére bleue Kératotomie + réticulation

H4

H24

Figure 64. C4-6 : Impact cornéen de la kératotomie, de I’irradiation et de la réticulation.

En comparant le suivi des 3 cornées ci-haut, on peut constater que la kératotomie seule (rangée de gauche)
produit une 1égére désorganisation stromale responsable de la ligne blanche observée le long du trajet de la
lame Crescent (fléches rouges). Apres I’irradiation de la lumiére bleue (rangée du centre), aucune différence
n’est notée dans 1’apparence du trait de coupe (bien qu’il soit ici anormalement trés postérieur : fléches
rouges). Enfin, la réticulation de la riboflavine (rangée de droite) est I’étape qui a produit le plus grand
changement a I’OCT, avec une zone hyperréflective plus épaisse et qui affecte le stroma antérieur et
postérieur a la coupe (fléches bleues).

Analyse

Cette simple expérience a permis de mettre en évidence qu’en effet, la réticulation de la riboflavine
peut produire une zone hyperréflective a I’OCT, mais que ceci ne se traduit pas nécessairement par
un résultat dysfonctionnel au niveau de la transparence cornéenne telle qu’a la LAF. Ni la
kératotomie manuelle, ni I’irradiation de la lumiére bleue ne permettent de reproduire
I’opacification cornéenne pourtant visible en seulement 4 heures a la LAF lors de I’expérience B.
Il est donc plus probable que ces changements soient en fait dus a la présence de I’implant dans la
poche stromale et il serait donc important d’évaluer si I’implant en soi ou sa réticulation provoquent

une réaction cornéenne toxique.
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Expérience E : Répétabilité de la kératotomie manuelle

Buts:

> Evaluer la variabilité de la profondeur de la kératotomie manuelle en tentant cette fois de
viser 150 um de profondeur plutét que 350 pm.

Hypothése :

» Les coupes devraient avoir une profondeur moyenne de 150 pm + 25 pm.

Modifications au protocole:

» Viser 150 um de profondeur plutdt que 350 um lors de la kératotomie manuelle.

Nombre de cornées opérées : 6 (C9-14)

Type de chirurgie : kératotomie manuelle, précoupe sur 3 mm en temporal avec un couteau

20G, avec une angulation perpendiculaire a la surface cornéenne

Durée du suivi post-op : 1 heure

Résultats (mesures faites grace a ’OCT de Thorlabs™) :

» (C9-14 : Profondeur des coupes (€paisseur du mur antérieur) = 163 + 71 um (Figure 65)

» (C9-14 : Pachymétrie centrale = 633 £ 46 um

Figure 65. C9-14 : Répétabilité de la kératotomie manuelle.

Ces clichés capturés grace a I’OCT Thorlabs™ mettent en évidence la variabilité de la profondeur de coupe

de la kératotomie manuelle. Bien que toutes les coupes soient visiblement dans la portion antérieure de la
cornée, on voit facilement que les coupes ne sont pas toutes a la méme profondeur et que certains (C13 et
C14) ont méme une profondeur qui augmente visiblement le long du trajet de la lame. L’cedéme cornéen,
présent seulement dans la C11, rend plus difficile la visualisation du trajet de la lame.

Barre d’échelle verticale : 100 um
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Analyse

Cette simple expérience a permis de confirmer que les coupes manuelles sont effectivement source
d’une variabilité significative dans la profondeur de la poche stromale, mais que la moyenne des
coupes tourne quand méme autour de la valeur cible (ici de 150 um). La technique SMILE reste
donc la méthode a privilégier, si accessible, pour s’assurer d’avoir toujours les mémes parametres

de coupe.

Expérience I : Concentration en oxygene lors de la réticulation

% But:
» Reproduire exactement les conditions de réticulation de la cornée dans un modéle in vitro

et les comparer a un mode¢le a taux d’oxygene atmosphérique (21%).

<,

» Hypothese :
» Assumant que la réaction de type II ait effectivement lieu dans la poche stromale, menant
a une déplétion en oxygene en quelques secondes et que cette déplétion empéche I’implant
de se solidifier, car ceci nécessite une réaction de type Il de fagon prédominante, un implant
irradié en présence d’oxygene deviendra solide, et celui irradié en 1’absence d’oxygene sera
moins solide ou restera sous forme liquide.
«* Formulation et réticulation des implants :
= Hydrogel #587 (numéro utilisé par le labo d’EA) : humidité et O2 a 21%
* Hydrogel #588 : humidité et N2 (02 a 1%)
< Résultats :
» L’hydrogel #587, irradié sous un niveau atmosphérique d’oxygene forme un implant solide,
facilement manipulable par des pinces et qui garde cette consistance durant plus d’un mois.
» L’hydrogel #588, irradié a un niveau faible d’oxygene, demeure sous forme liquide, bien

qu’une fine couche plus solide apparaisse a sa surface.
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Figure 66. Consistance d'implants produits a un taux d'oxygene atmosphérique ou faible.

L’hydrogel #587 a été produit dans des conditions humides, mais a un taux d’O, atmosphérique (21%), alors
que I’hydrogel #588 a été produit a des conditions humides et sous une chambre a N> qui vient imiter
I’environnement stromal pendant I’irradiation de la lumiére. L hydrogel #587 est saisissable a 1’aide de
pince et se plie lorsqu’on applique de la pression sur ses bords. L’hydrogel #588, bien qu’une fine couche
plus solide soit présente a sa surface, se déforme et brise lors qu’on tente de le saisir. Ces images ont été
capturées par Dr Marcelo Muiioz, PhD, a ’'UOHI, le 5 juillet 2018.

Analyse

Les résultats montrent assez franchement que les implants ont effectivement besoin d’un taux
d’oxygene atmosphérique constant pour se solidifier. En sachant que la concentration d’oxygene
prend 15 secondes pour chuter 2 3 mW/cm? a 25 °C (température piéce), et en 5 secondes a 30
mW/cm?, qu’elle prend 3 a 4 minutes pour revenir a son niveau de base quand la lumiére est éteinte

(avec une vitesse initiale assez rapide cependant : Figure 58)>

et que nous utilisons une intensité
lumineuse de 5 mW/cm?, il pourrait étre possible d’utiliser une lumiére pulsatile d’intensité courte
(par ex. 2,5 secondes allumée pour 2,5 secondes éteinte) pour éviter de consommer enti¢rement
I’oxygeéne dans la poche stromale et laisser le temps a la concentration en oxygene de remonter un
peu a chaque fois. En fait, en utilisant les mémes conditions environnementales que I’hydrogel

#588, le laboratoire d’EA a été en mesure de former un gel aussi consistant que I’hydrogel #587

en utilisant une lumiére pulsée par intervalle de 2,5 secondes.

Maintenant qu’il a été démontré que la confection d’implant solide était possible in vitro en
reproduisant les conditions de la cornée, il faut mettre le modele ex vivo a 1’essai. D’une part, il
serait pertinent de voir comment ce dernier hydrogel (#614) préformé in vitro va évoluer
lorsqu’inséré dans une cornée pendant 1 mois. D’autre part, il faut maintenant voir si I’utilisation
d’une lumiére pulsée est une solution adéquate au probleme de déplétion en oxygene dans la poche

stromale.
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