Par le docteur Jean-Pierre Lagacé ARTICLE 1

optométriste, M.Sc.

Cornées artificielles ¢ le passé,
le présent et le futur * partie 2

Kératoprotheses souples

Des matériaux souples pour la jupe ont
été adoptés ces dernieres années pour
augmenter la biointégration a partir
d’une variété de polymeres synthétiques
avec ou sans biofonctionnalisation
avec des macromolécules (tableau 3).
Plusieurs KPros de type jupe et optique
ont fait 'objet d'essais cliniques au fil des
décennies, notamment la Keraklear®4, la
MIRO® Cornea®, la Legeais BioKpro [11%¢
et la Korea Seoul-type KPro?/-10°,

Nous nous concentrerons sur la kérato-
prothése AlphaCor™c, la premiére KPro
souple a avoir obtenu I'approbation de
la FDA il y a prés de 20 ans, tout en
mentionnant les deux KPros synthé-
tigues souples les plus récents qui ont
commencé les essais cliniques 'année
derniére (CorNeat, et EndoArt).

Kératoprothése AlphaCor"c

Chirila et coll. du Lions Eye Institute et
de I'Université d’Australie occidentale
a Perth ont cherché a produire une
KPro « idéale ». lls ont utilisé du poly
(méthacrylate de 2-hydroxyéthyle)
(PHEMA) réticulé pour former les
composants optiques et ceux de la
jupe®. Le PHEMA hydrophile forme un
hydrogel par polymérisation. La jupe et
l'optique sont chimiguement identiques,
sauf que la jupe a une teneur en eau
plus élevée, ce qui signifie qu'elle a
des pores plus larges pour permettre
la biointégration. L'optique et la jupe
sont fusionnées par un IPN pour éviter
les fuites ou la croissance du bas!©> 03,
Anciennement connue sous le nom de
Chirila KPro, 'AlphaCorM© KPro a été
approuvée par la FDA en 2003 En
1998, la Chirila Type-I KPro originale a
été implantée pour la premiere fois chez
trois personnes dont la kératoplastie
avait échoué et qui présentaient des
cornées vascularisées et/ou cicatrisées.
Ce dispositif a nécessité 'ablation de la
cornée hoéte sur toute son épaisseur et la
mise en place d’'un lambeau conjonctival
pour protéger l'interface KPro-cornée
pendant la cicatrisation postopératoire;
ce lambeau est ensuite retiré au cours
d’'une deuxiéme étape chirurgicale.
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Keraklear

Keratoprosthesis Materials

Keraklear artificial cornea
glycol) PEG

Keratoprosthesis Materials

poly(tetrafluoroethylene)

Legeais Fluorocarbon
(PTFE)
Keratoprosthesis Material

MIRO® CORNEA UR keratoprosthesis

Keratoprosthesis Material

Alphacor keratioprosthesis

Material
PMMA + PEG

Keratoprosthesis

Korea Seoul-type keratoprosthesis

PMMA + (polyethylene

Hydrophobic acrylic
polymer + Genetically
engineered fibronectin

Polyhydroxyethy!
methacrylate PHEMA
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Tableau 3 Description des kératoprothéses souples commerciales avec des jupes a base de matériaux souples.

Malheureusement, deux dispositifs ont été rapidement
extrudés en raison de la rétraction du lambeau conjonctival.
L’insertion en pleine épaisseur augmentait le risque d’expo-
ser la jupe poreuse apres I'échec du lambeau conjonctival.
En réponse a ces observations, une KPro plus fine (le
Type Il, AlohaCoMC KPro) a été développée, permettant
'implantation d’une poche lamellaire au lieu d’'une insertion
pleine épaisseur, suivie d’'une seconde étape chirurgicale
plusieurs semaines plus tard pour trépaner la cornée
hoéte antérieure. Dans un essai pilote portant sur quatre
patients ayant recu la KPro de type Il, on n’a observé
aucune complication postopératoire et on a pu améliorer
les résultats a sept mois de suivi chez tous les individus'®,
Cette conception plus fine a ensuite été utilisée dans les
essais cliniques de plus grande envergure qui ont permis
a la FDA d’approuver le dispositif AlphaCor™c104,
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Figure 2 Images numériques de I'AlphaCor"® produite par polymérisation
de PHEMA de maniére a obtenir un PHEMA transparent (optiquel) et blanc
(jupe) avant (A) et aprés (B) lattage.




Les indications pour les kératoprothéses pénétrantes sont
les suivantes'™® :

B Traitement des patients dont la vision est inférieure a
20/200 dans I'ceil affecté.

B Patients dont la greffe de cornée a échoué avec la cornée
d’'un donneur et dont la vision est faible ou inexistante.

B Patients atteints de maladies non auto-immunes, de
malformations congénitales et d’autres problémes
oculaires.

B Les patients qui n‘ont pas acces a des tissus de greffe
de cornée.

Les indications des kératoprothéses non pénétrantes sont
les suivantes :

m Kératocone;
B Dystrophies cornéennes;

m Cicatrices cornéennes non liées a une inflammation
active de l'ceil;

m (Edéme cornéen;

m Déficit en cellules souches limbigues
(par exemple, aniridie);

m Echec des greffes de cornée avec un diagnostic initial
non inflammatoire (par exemple, kératocodne).

La kératoprothése AlphaCor™©

Bien que le taux de réussite de la kératoprothése soit
élevé, certaines complications graves peuvent survenir
dans de rares cas.

B Le glaucome et I'extrusion de I'implant sont des com-
plications graves qui peuvent survenir.

B Une vitrite soudaine peut entrainer une réduction dras-
tigue de la vision. Il est toutefois possible de traiter
cette affection par des antibiotiques ou par une petite
intervention chirurgicale au laser.

m Une inflammation du tissu oculaire peut se produire.
Cette affection peut également étre traitée.

L'utilisation d’'une kératoprothese est généralement envi-
sagée lorsque plusieurs greffes de cornée avec donneur
ont échoué chez un patient. Une revue Cochrane n’a
pas trouvé d'essais contrdlés comparant I'efficacité des
cornées artificielles a celle des cornées de donneurs pour
les transplantations répétées de cornées'es.

Souvent, les patients présentent des conditions préexis-
tantes, telles gu’une maladie maculaire ou une dépression
glaucomateuse, qui limitent 'amélioration de 'AV. C'était le
cas de nombreux patients dans I'étude menée par Hicks
et coll. LAV moyenne était de 20/200 et la plus faible
était la perception de la lumiére. De facon surprenante,
un patient a atteint une AV de 20/20. Jiraskova et coll.
ont trouvé des MAVC allant des mouvements de la main
a 20/25. Bien que les résultats en matiére d’acuité visuelle
soient prometteurs, la récupération de la vue a souvent été
entraveée par l'apparition de dépdts sur l'optique et la spo-
liation de la surface du dispositif. Hicks et coll. ont constaté
que 11 % de tous les patients chez qui on avait implanté
une AlphaCor™c présentaient des dépobts intraoptiques de
calcium ou de pigments, quatre cas présentant des dépots
blancs et les quatre autres des dépbdts bruns'®’. Les dépodts
blancs avaient été associés a 'administration topigque de
stéroides et de bétabloquants et les dépobts bruns étaient
corrélés au tabagisme et a 'administration topique du
bétabloguant Iévobunolol®’. Il est intéressant de noter
gu’'une étude a exclu I'étape 2 du processus chirurgical,
au cours de laguelle le tissu cornéen est retiré du volet
antérieur, afin de déterminer si cela pouvait réduire le taux
de fonte stromale, de dépdts et de fuites agueuses. Aucun
des six patients n’a eu de fonte stromale, d’infection, de
fuite agueuse ou d’extrusion'®,

L'AlphaCorMc a été développée pour répondre aux pro-
blemes observés dans les anciennes générations de KPros;
a savoir le glaucome, I'endophtalmie, la formation d’'une
membrane rétroprosthétique et I'extrusion. L'AlphaCorMc
est associée a une réduction des complications, mais la
fonte du stroma cornéen et le dépdt optique ont constitué
un revers majeur. Les efforts actuels pour améliorer le
résultat clinique comprennent 'amélioration de la rigidité
du matériau de la jupe pour permettre une meilleure suture
du dispositif dans I'ceil hote. En outre, I'incorporation de
gélatine pour améliorer I'attachement et la prolifération
des cellules est également envisagée pour améliorer la
biointégration de la jupe du dispositif. En outre, des efforts
sont faits pour améliorer I'optique de 'AlphaCor™c, comme
'ajout d’'un comonomeére de philtre UV pour éviter tout
dommage associé aux UV sur la rétine, ainsi que 'utilisation
d’'un comonomeére anti-calcification pour réduire le risque
de dépdts optiques qui nuisent aux améliorations visuelles.
On espere que ces modifications cibleront la majorité des
complications précédemment relevées avec AlphaCorMc
et que les futurs patients bénéficieront de ces résultats
clinigues améliorés.

La kératoprothése AlphaCorM¢ : dispositif, technique
chirurgicale et résultats cliniques

Objectif
Evaluation clinique de la kératoprothése AlphaCor*c chez
les patients a haut risque de rejet d’allogreffe de cornée'.

Design
Etude rétrospective.
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Patients et méthode

L’implantation de I'AlphaCor™c a été réalisée selon une
technique chirurgicale en deux phases avec une insertion
intrastromale, puis une exposition secondaire de l'optique
apres un intervalle de six mois. Les parametres évalués
étaient l'acuité visuelle et la survenue de complications
postopératoires.

Résultats

Quatorze implantations ont été réalisées. Le suivi moyen
était de 15,6 3 5,6 mois (de 2 a 24 mois). Le gain d’acuité
visuelle moyen était de 2,5 3 3,1 lignes (de O a +11 lignes).
Vingt et un pour cent des patients présentaient une acuité
supérieure ou égale a 1/10. Sept patients (50 %) ont pré-
senté une nécrose stromale dont un cas (7,1 %) d’extrusion
définitive de la prothése, trois cas (21,4 %) ont nécessité la
réalisation d’'une kératoplastie transfixiante architectonique
et chez trois patients, une greffe lamellaire a été réalisée.
Le taux de rétention a lissue du suivi était de 71,4 %.
Trois patients (21,4 %) ont développé une membrane
rétroprothétique. Un patient (71 %) a développé une
endophtalmie tardive.

Conclusion

L'AlphaCor™c est une solution thérapeutique chez les
patients présentant une cécité cornéenne et chez qui la
probabilité de survie d’une allogreffe de cornée est faible.
Il est capital, au cours de I'évaluation préopératoire, de
prendre en considération les principaux facteurs limitants
de cette kératoprothese selons ses indications; de plus, des
études complémentaires sont nécessaires afin de préciser et
déterminer la technique chirurgicale optimale d'implantation
ainsi que l'efficacité des traitements postopératoires.

Alternatives a la cornée synthétique

Une alternative intéressante a I'AlphaCor™¢ est la CorNeat
KPro, une cornée stérile entierement synthétique fabriquée
a partir de matériaux inertes. Alors que I'AlphaCor™c tente
une certaine biointégration avec le tissu natif (stroma), le
tissu lui-méme est avasculaire et sa cicatrisation est lente.
La CorNeat KPro tire parti de I'environnement hautement
vascularisé, riche en fibroblastes et régénérateur de la
conjonctive et s'integre au tissu.

Contrairement a la longue technique chirurgicale MOOKP,
'implantation de la CorNeat ne nécessite que 45 minutes
d’opération a I'aide d’'une trousse chirurgicale munie d’un
marqgueur et d’'une pince. La lentille en PMMA est concue
pour s’enclencher sans effort dans une cornée trépanée.
En cas de succes, le dispositif devrait résister a la PIO
et préserver l'intégrité de I'ceil. La jupe dégradable est
implantée par voie sous-conjonctivale.

La CorNeat KPro est indiqué pour les personnes ayant subi
un échec de kératoplastie ou une indication qui entrainerait
un échec de kératoplastie™. La CorNeat est entré dans son
premier essai clinique en Israél en janvier 2021 (ClinicalTrials.
gov ldentifier : NCT04485858). Plusieurs autres essais
clinigues sont prévus et la date de mise sur le marché est
prévue pour 2023. En outre, une société israélienne, EyeYon
Medical, a produit une couche endothéliale synthétique
connue sous le nom d’EndoArt™. Il s'agit d’un film polymeére
qui agit comme une barriere, empéchant I'exces de liquide
de pénétrer dans la cornée depuis la chambre antérieure,
évitant ainsi 'cedéme cornéen et la perte de vision.
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L'EndoArt est implantée par une procédure peu invasive et
peut réduire un cedeme préexistant, comme I'ont montré
des études précliniques et un essai clinique précoce
(ClinicalTrials.gov Identifier : NCTO3069521).

Tendances futures pour les implants cornéens

Contrairement aux KPros, un domaine croissant de la
recherche et du développement concerne les substituts
cornéens visant a réduire la dépendance a I'égard des tissus
de donneurs humains, en particulier pour les cas a faible
risque qui constituent la majorité des transplantations cor-
néennes réalisées dans le monde. Divers biomatériaux ont
été utilisés pour former des substituts cornéens d’épaisseur
totale ou partielle afin de reproduire la structure et la fonc-
tion de la cornée. Des polymeéres naturels et synthétiques
ont été utilisés comme échafaudages et substituts du
stroma cornéen'. Les polymeéres naturels ont I'avantage
d’étre biocompatibles, mais les polymeres synthétiques
permettent de manipuler les propriétés chimiques et
mécaniques pour répondre aux besoins individuels™.

Les biopolymeéres des composants de la matrice extracellu-
laire (MEC) sont a I'étude pour imiter le microenvironnement
cornéen. En théorie, les composants de la matrice extracel-
lulaire devraient étre idéaux pour promouvoir et soutenir
la régénération, car c'est la matrice extracellulaire qui
soutient la croissance et le développement embryonnaire
d’'un organe. Le biomatériau idéal doit étre biocompatible,
transparent, solide (pour permettre les sutures et la P1O),
non immunogene, réfractif, permeéable aux nutriments et
a loxygéne, et résistant a la néo-angiogeneése™.

Le collagéne et ses dérivés

Le stroma cornéen, qui constitue la majeure partie de
la cornée, est principalement constitué de collagéne. Le
collagene de type | est abondant dans plusieurs régions du
corps et il est disponible dans le commerce™,. Dans la cornée,
le collagene de type |, lll et V forme une structure complexe
en forme de treillis qui offre une résistance considérable, mais
il est difficile de reproduire cette structure en laboratoire
en utilisant du collagéne purifié provenant de différentes
especes et de différents tissus. Plusieurs traitements ont
été appliqués aux hydrogels de collagene pour augmenter
leur résistance a la traction™. Les hydrogels de collagéne
ont été comprimés plastiquement pour augmenter leur
densité™, réticulés chimiguement (glutaraldéhyde, génipine),
physiguement (traitement UV ou déshydrothermique) ou
enzymatiguement (transglutaminase)™, et ajoutés a d’autres
matériaux capables de former un IPN ou un double réseau’.

Une solution prometteuse pour les patients présentant un
risque élevé d’échec de la greffe est un implant cornéen
issu de la bio-ingénierie et fabriqué a partir de collagéne
humain recombinant de type Il (RHCIID. Dans une étude
clinigue de phase |, Fagerholm et coll. ont préparé une cornée
biosynthétique composée de collagene humain recombinant
de type lll réticulé avec les réticulants non toxigques de lon-
gueur zéro 1-éthyl-3-(3-diméthylamino-propyl)-carbodiimide
hydrochloride et N-hydroxysuccinimide (EDC-NHS). lls ont
constaté que la cornée biomimétique présentait une bonne
biointégration, régénérait I'épithélium cornéen, remplacait
partiellement le stroma cornéen et facilitait la régénération
nerveuse, rétablissant ainsi le réflexe cornéen mieux que
les allogreffes de cornée chez les patients a faible risque'™.



Un suivi a 4 ans a montré gue les 10 implants conservaient
leur transparence et gu'aucun rejet de tissu n‘avait été
signalé™. Cependant, ces implants RHCIII n’étaient adaptés
gu’aux patients a faible risque, car ils ont conduit a une
néovascularisation dans des modeles de lapin présentant
une pathologie sévére™.

Pour déterminer s’il était possible de réduire le risque de
néovascularisation lié a I'implant chez les patients a haut
risque, des implants RHCIII modifiés ont été mis au point
pour inclure le phospholipide synthétique meéthacryloy-
loxyéthyl phosphorylcholine (MPC).

Ces implants RHCIII-MPC s’étaient déja révélés capables
d’empécher la vascularisation dans un modele de lésion
cornéenne par brulure alcaline a haut risque™. Ce dispositif
a été implanté chez trois patients souffrant d’'ulcération,
d’'une diminution de I'intégrité de la cornée, de quasi-cécité
et de douleurs et d'inconfort associés. Bien que les implants
n‘aient amélioré la vision que chez deux des trois patients,
dans les trois cas, les implants sont restés exempts de
néovascularisation aprés un an de suivi. Une restauration
fonctionnelle de l'intégrité cornéenne a été observée, avec
une régénération stable de I'épithélium cornéen et des nerfs,
soulageant les trois patients de la douleur et de I'inconfort™.

En 2018, Islam et coll. ont greffé des implants cornéens
acellulaires composés de collagéne humain recombinant
et de MPC par kératoplastie lamellaire antérieure™. Les
patients étaient aveugles unilatéralement et présentaient un
risque élevé d’échec de la greffe. Trois des six patients ont
bénéficié d’'une amélioration significative de leur vision et la
stabilité cornéenne des autres patients était suffisante pour
permettre une intervention chirurgicale visant a améliorer
la vision. Les résultats de la greffe dans les cornées de
mini-porcs étaient supérieurs a ceux des sujets humains,
ce qui indigue gue les modeles animaux ne sont prédictifs
gue pour les patients ayant des cornées non séverement
pathologiques®. Une autre méthode pour lutter contre
la néovascularisation consiste a intégrer un nanosystéme
a libération prolongée de bévacizumab (un médicament
anti-VEGF) dans les échafaudages biosynthétiques acellu-
laires'??, tandis que l'ulcération et le déficit neurotrophique
pourraient étre traités par la libération prolongée de facteur
de croissance nerveuse, démontrée récemment dans un
échafaudage a base de collagéne libérant le médicament
de maniére contrblée pendant une période de 60 jours'™?:.

Autres greffes de cornée synthétique

Si 'on examine les autres options disponibles pour les greffes
de cornée synthétique, I'AlphaCor et la ostéo-odonto-
kératoprothése ont donné des résultats similaires a ceux
observés avec le Boston de type |.

Une étude réalisée par Jiraskova et coll. a montré que le
taux de survie du dispositif a 1, 2 et 3 ans était respecti-
vement de 87 %, 58 % et 42 %. Une autre étude réalisée
par Hicks et coll. a démontré que la MAVC postopératoire
allait de la perception de la lumiére (LP) & 20/30 avec des
complications postopératoires limitées'?* 125,

Dans une étude rétrospective portant sur les résultats de
'OOKP, les chercheurs ont constaté un taux de survie de
80 % a 20 ans, et 60 % des patients avaient une vision supé-
rieure & 20/60'%, Des études ont également comparé I'utilisa-
tion des appareils de Boston de type 1et 2 a celle de TOOKP.

Ces dispositifs sont difficiles a comparer, car TOOKP
est concu pour les maladies a un stade avancé, tandis
que le Boston de type | est destiné aux maladies moins
compliquées avec un bon film lacrymal.

Le Boston de type Il a été créé pour les maladies a un stade
plus avancé; cependant, en comparaison avec 'OOKP, des
taux plus élevés de fonte des tissus et de fuites agueuses
ont été observés dans les types | et 2. En outre, 20 % des
KPros de Boston de type |l et 33 % des KPros de Boston
de type | ont dU étre explantés et remplacés par un
KPro supplémentaire ou une greffe de cornée tectonique.
Cependant, des résultats comparables d'acuité visuelle
de 20/40 ou mieux ont été obtenus avec les types 1 et 2
de Boston et avec TOOKP chez des patients atteints du
syndrome de Stevens-Johnson'?’.

Complications postopératoires
des kératoprothéses

Les complications postopératoires sont similaires, quel que
soit le type de cornée synthétique utilisé. Les principales
complications sont la formation d’'une membrane rétropros-
thétique, I'élévation de la PIO/glaucome et I'endophtalmie
infectieuse, mais la plus préoccupante est la fonte de la
cornée ou la kératolyse stérile.

Une analyse cumulative des séries de cas qui ont fait
état d’'une fonte de la cornée a montré gue plus la durée
de suivi est longue, plus le pourcentage de risque de
fonte de la cornée est élevé, comme le montre la durée
moyenne de suivi de moins d’'un an (1,7 %). Dans le méme
temps, les suivis de 1a 2 mois et de 1a 2 ans présentaient
respectivement 7 % et 11 % de risque de fonte de la cornée.

La prise en charge de la fonte de la cornée varie en
fonction de la gravité de la fonte observée. Les cas mineurs
nécessitent une prise en charge conservatrice et les cas
graves un remplacement complet de la prothese'?,

Les cellules souches épithéliales limbiques (CSEL) ont
été cultivées avec succes sur des hydrogels de collagéne
humain recombinant de type | (RHCI)™°. Les CSEL situées a
la jonction de la sclérotique et de la cornée sont responsables
de la régénération des cellules épithéliales de la cornée et
empéchent également I'invasion par les cellules épithéliales
conjonctivales®. Un déficit sévére en cellules souches
limbigues nécessite des allogreffes de cellules souches kéra-
tolimbales et limbigues, mais celles-ci ont un faible taux de
survie et nécessitent généralement une immunosuppression
post-chirurgicale™ ®2, Une étude a montré que les hydrogels
cultivés par les CSEL étaient biocompatibles, présentaient
des caractéristiques optiques prometteuses, une résistance
microbienne comparative et une génération de greffons
composites réussie. En outre, il a été démontré que les
cellules stromales mésenchymateuses (CSM) dérivées du
stroma cornéen humain se cultivaient avec succes sur des
échafaudages d’hydrogel a base de collagéne porcin'3,

En 2020, McTiernan et coll. ont présenté la cornée LiQD. La
cornée LiQD est constituée de peptides courts de type col-
lagéne conjugués a du PEG, qui sont fonctionnellement simi-
laires aux implants RHCIII™4. Du fibrinogéne a également été
ajouté pour servir d'adhésif naturel. La cornée LiQD est liquide
a des températures supérieures a 37 °C et se solidifie en gel
a des températures inférieures. Elle peut donc étre utilisée
comme scellant ou comme alternative aux greffes de cornée.
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Une étude de 12 mois menée sur des porcs a montré que
la cornée était capable de se régénérer et qu’'un risque
réduit d’'allergie ou de réaction immunitaire était observeé
pour les greffes de cornée traditionnelles ou les matériaux
xénogéniques. Cependant, tous les porcs ayant recu I'implant
présentaient un voile cornéen et une néovascularisation apres
l'opération™.La transplantation de cornées de donneurs est
la pierre angulaire du traitement de la cécité cornéenne, mais
une grave pénurie mondiale nécessite le développement
d'autres options thérapeutiques. La perforation de la cornée
due a une infection ou a une inflammation est scellée avec
de la colle cyanoacrylate. Cependant, la cytotoxicité qui
en résulte nécessite une transplantation. LiQD Cornea est
une solution de rechange a la transplantation de cornée
conventionnelle et aux produits d’étanchéité. Il s’agit d'une
matrice d’hydrogel liquide sans cellules pour la régénération
de la cornée, composée de peptides courts semblables au
collagéne conjugués a du polyéthyléne glycol et mélangés a
du fibrinogene pour favoriser 'adhésion au sein des défauts
tissulaires. La gélification se produit spontanément a la tem-
pérature du corps en 5 minutes. Une exposition a la lumiere
n'est pas nécessaire, ce qui est particulierement avantageux,
car les patients souffrant d’'une inflammation de la cornée
sont généralement photophobes. L’'analogue de collagene
synthétique autoassemblé et entierement défini est beau-
coup moins colteux que le collagéne recombinant humain
et réduit le risque de rejet immunitaire associé aux matériaux
xénogéniques. La gélification in situ permet potentiellement
une application clinigue dans les cliniques ambulatoires
plutdt que dans les salles d'opération, ce qui maximise
'aspect pratique et réduit le colt des soins de santé™®,

La gélatine, une forme dénaturée du collagéne, peut également
étre utilisée pour construire des memlbranes pour les cellules
de la cornée®®. Elle est plus prédisposée a la biodégradation
et a l'absorption que le collagéne lui-méme. La gélatine peut
étre réticulée par voie déshydrothermigue ou chimique a l'aide
d’EDC ou de glutaraldéhyde (GA). Mimura et coll. ont réticulé
un hydrogel de gélatine avec du GA et ont constaté que
I'hydrogel était capable de soutenir la croissance et le maintien
de fibroblastes de lapin cultivés pendant 4 semaines'®.

Plusieurs matériaux autres que le collagene ou la gélatine, tels
gue la soie et le chitosane, sont actuellement étudiés pour
former des substituts cornéens avec un certain succées™.
Ce domaine de recherche en constante expansion a le
potentiel de former a I'avenir des substituts biomimétiques
de la cornée de pleine épaisseur™,

Cornées décellularisées

Les cornées décellularisées sont I'une des formes les plus
prometteuses de reproduction de la structure et de la
fonction complexes des cornées réelles™. La décellularisation
est un processus par lequel les cellules d'organes ou de tissus
de mammiféres sont retirées pour former un échafaudage
dépourvu de cellules et dont I'intégrité de la MEC est
intacte. Bien que les hydrogels dérivés de composants de
la MEC tels que le collagéne imitent la MEC de la cornée, ils
peuvent manquer de son organisation fibrillaire *¢ et donc
de la résistance a la traction que la structure lamellaire du
collagéne confére au stroma.

Les cornées décellularisées imitent a la fois l'architecture
des fibrilles et la composition de la cornée et consti-
tuent donc une option trés attrayante. Cest la structure
architecturale organisée et complexe des fibrilles de
collagéne stromales de la cornée qui permet d’obtenir
les propriétés biomécaniques appropriées de la cornée.
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Les fibrilles de collagéne de la partie antérieure de la cornée
sont plus isotropes et permettent ainsi de mieux supporter
la PIO et de maintenir la courbure de la cornée. Ici, des struc-
tures semblables a des ressorts s’étendent dans des fibrilles
plus profondes®. En périphérie, les fibrilles sont orientées de
facon circonférentielle, plus compactes et le diamétre des
fibrilles augmente avec le collagéne de la sclére qui fusionne
pour renforcer le limbe, stabiliser la courbure de la cornée
et maintenir ses propriétés de réfraction'. Les fibrilles plus
grandes et plus larges de la cornée postérieure et leur
disposition orthogonale, ainsi que celles de la cornée cen-
trale, renforcent la résistance aux tensions exercées par les
muscles extraoculaires. Les faisceaux plus étroits du stroma
postérieur sont dirigés vers les quatre muscles grands
droits. Cette structure complexe de collagéne est maintenue
par des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes. Les
cornées décellularisées sont une source prometteuse
pour I'ingénierie du tissu cornéen, car elles conservent
cette structure complexe de collagéne cornéen'™o42,

Le processus de décellularisation commence par I'iso-
lement du tissu du donneur, suivi de I'élimination des
cellules. De nouvelles cellules saines peuvent ensuite étre
ajoutées pour augmenter la biointégration et, enfin, la
cornée est implantée dans le patient™°. La décellularisation
peut étre réalisée a l'aide d’agents physiques (cycle de
congélation-décongélation, pression hydrostatique élevée,
électrophorése, CO? supercritique), chimigues (Triton X-100,
dodécyl sulfate de sodium, acide formigue, éthanol) et/
ou biologiques (trypsine, phospholipase A2, Dispase® II).
La décellularisation vise a éliminer de la cornée tous les
complexes majeurs d’histocompatibilité afin d’éviter une
réponse immunitaire et donc un rejet une fois transplantée
chez le receveurs. Il a été démontré gu’une décellularisation
inefficace entraine le passage des macrophages a leur
phénotype M1 pro-inflammatoire in vivo et in vitro™?. En
outre, la décellularisation peut exposer de nouveaux sites
antigénigues en raison de la déformation des fibrilles de col-
lageéne, ce qui peut entrainer le rejet du greffon'*s. En outre,
le processus de décellularisation réduit souvent de maniére
significative la teneur en protéoglycanes. Cette réduction de
la teneur en protéoglycanes diminue la capacité de rétention
d’eau de ces constructions et compromet la bioactivité.

Les cornées porcines sont couramment utilisées pour les
études de décellularisation, car elles sont faciles a obtenir
et présentent des similitudes anatomiques avec la cornée
humaine. Dans le cas des cellules porcines, la décellulari-
sation est nécessaire pour éliminer les épitopes Galactose-
alpha-1,3-galactose (a-Gal) et acide N-glycolylneuraminique
(Neu5Gc) qui sont extrémement immunogénes pour les
hoétes humains4. Des procédures de décellularisation
sous-optimales conduisant a des réactions immunogénes
sont probablement a l'origine de I'inflammation, de la néovas-
cularisation et du rejet observés dans les premiers rapports
clinigues d’'implantation de cornées porcines acellulaires™®,

Pour résoudre les problémes potentiels de la transplantation
xénogeénique, une alternative potentielle consiste a générer
d’'abord des porcs « humanisés ». Pour développer des
« porcs humanisés », il faut éliminer de multiples molécules de
surface cellulaire xénoréactives et des rétrovirus endogénes
porcins (PERV). La technique révolutionnaire d’édition de
genes CRISPR-Cas9 a été introduite pour obtenir des porcs
avec des knockoutsE des génes GGTAT, CMAH et f4GalNT2
impligués dans les glycanes de surface immunogénes'#,



Les PERVS ont également été inactivés a l'aide de la méme
technique™®, ce qui pourrait faire des cornées de porcs
transgénigues une alternative non immunogéne. Cependant,
le processus est tres coliteux par rapport a I'utilisation de
cornées décellularisées provenant de porcs « normaux ».

Apres décellularisation, ces matrices peuvent étre peuplées
de cellules humaines pour générer une greffe de cornée
viable. Trois parameétres permettent d’établir que la décel-
lularisation a eu lieu : la coloration pour vérifier 'absence
de noyaux cellulaires intacts, la quantification de 'ADN
double brin (ADNdb) et la détermination de la longueur
maximale des restes d’ADN a l'aide de I'électrophorese
sur gel d’agarose. La difficulté de choisir la technique de
décellularisation optimale réside dans le fait que les cher-
cheurs ont obtenu des résultats différents en utilisant des
techniques similaires. En outre, 'augmentation de I'efficacité
de la décellularisation est associée a une augmentation
des dommages causés a la MEC™3,

La recellularisation de la cornée peut étre réalisée a l'aide
de cellules d'origines diverses, toutes associées a certains
avantages et inconvénients. La cornée étant avasculaire, les
cellules allogénigues peuvent étre utilisées avec un risque
réduit de rejet, a condition que le tissu implanté reste a l'abri
du systéme immunitaire de I'hdéte. La recellularisation des
trois types de cellules, épithélium, stroma et endothélium,
a été réalisée selon différentes approches'.

La recellularisation du stroma est possible en utilisant des
cellules stromales autologues en prélevant une biopsie
de I'ceil non atteint. Si les deux yeux sont atteints, des
CSM dérivées de l'adipeuse peuvent étre activées pour
produire des kératocytes 8. Les cellules souches pluripo-
tentes induites (CSPi) cultivées sur des cornées humaines
cadavérigues ont produit des cellules ayant un phénotype
similaire a celui des kératocytes.

Différents moyens d’'obtenir la pénétration des cellules dans
la structure fibrillaire épaisse et dense de la cornée ont été
étudiés. Les kératocytes humains ensemencés directement
a la surface de I'échafaudage ont donné lieu a des distri-
butions ressemblant a celles des homologues humains.
Dans un essai clinique de phase |, Ali del Barrio et coll. ont
réussi a recellulariser des lamines de 120 Qm d’épaisseur a
partir de cornées de donneurs en ensemencant des CSM
autologues dérivées de l'adipeuse qui ont été implantées
chez quatre patients'*®. Chague patient a bénéficié d’'une
amélioration de 'AV et de I'AVCD. Cependant, il N’y avait pas
de différence significative entre les groupes recellularisés
et non recellularisés, remettant en question la nécessité
d’'ajouter des CSM dérivées de l'adipeuse, qui sont obtenues
a partir d’'une chirurgie de liposuccion supplémentaire’®.

Les injections de cellules dans le stroma peuvent endom-
mager la structure fibrillaire du stroma'3. La lyophilisation
crée des pores qui permettent une meilleure pénétration
des cellules™®. Des bioréacteurs ont été utilisés pour main-
tenir la construction en suspension a I'aide d’'un agitateur
magnétique et empécher les cellules de s’attacher a d’autres
surfaces et de favoriser la colonisation de la structure. Ma
et coll. ont ensemencé de fines feuilles de cornée porcine
décellularisée avec des kératocytes pendant la transplan-
tation. Des cellules ont été ajoutées a chaque feuille, créant
une cornée recellularisée a 5 couches qui a ensuite été
transplantée chez des lapins par kératoplastie lamellaire'™'.

La chirurgie utilisant ces feuilles recellularisées a été plus
reussie et plus transparente que les chirurgies utilisant des
tissus acellulaires dans le modele.

La recellularisation épithéliale a été réalisée a l'aide de
cellules souches limbiques isolées a partir d’'une biopsie de
I'ceil non atteint’™. Lorsgue les deux yeux sont atteints, des
cellules allogénes de la muqueuse buccale peuvent étre
utilisées™. Les CSPi pourraient également étre utilisées
comme source de cellules non autogenes en raison de leur
capacité a se différencier en cellules épithéliales limbiques
semblables a des cellules souches™. Xu et coll. ont rapporté
la production d’'une hémicornée antérieure en utilisant des
stromas cornéens porcins acellulaires dans lesquels ont a
injecté des cellules stromales et épithéliales cornéennes
humaines'™. Ces constructions ont été transfectées dans
des yeux de chien par kératoplastie lamellaire et on a
constaté gu’elles maintenaient la transparence, I'épaisseur
et la composition de la cornée.

Certains rapports ont remis en question les mérites de la
recellularisation, car aucune différence significative n'a été
observée entre les cornées acellulaires et recellularisées'®.
Cependant, il s’agit d’'un domaine en développement qui
nécessite davantage d’études in vivo et d’essais cliniques
pour évaluer les avantages possibles de la recellularisation.
Néanmoins, les cornées décellularisées pourraient constituer
une alternative potentielle a la cornée qui imite a la fois sa
composition et son architecture fibrillaire.

Impression 3D

L'impression 3D est devenue une méthode attrayante
pour fabriquer un équivalent cornéen. Avec I'émergence
de divers biomatériaux dans la bio-ingénierie de la cornée,
des bio-encres et des encres peuvent étre fabriquées pour
imiter le micro-environnement de la cornée. Actuellement,
'accent est mis sur la reconstruction d’un équivalent stromal
a laide de plusieurs méthodes, dont I'impression a jet
d’encre, 'impression par extrusion et I'impression assistée
par laser. Duarte Campos et coll.’®© ont bio-imprimé des
kératocytes du stroma cornéen (CSK) dans des bio-encres
a base de collagéne pour former des équivalents stromaux.
En théorie, la bio-impression 3D pourrait produire une
cornée multicouche avec des cellules épithéliales, des
kératocytes et des cellules endothéliales.

Isaacson et coll™ ont démontré la faisabilité de I'ingé-
nierie d’une structure cornéenne artificielle a I'aide de la
bio-impression 3D. En utilisant un modéle numérique 3D
existant de cornée humaine et une bio-encre composite
composée de collagene et d’alginate, qui contient des
kératocytes cornéens encapsulés, des constructions 3D
anatomiguement analogues a un modele humain ont été
produites™. Les kératocytes sont restés viables pendant
7 jours apreés I'impression. Cependant, I'activité métabolique
et I'expression protéique des cellules kératinocytaires
étaient faibles, ce qui pourrait étre lié a la forte densité de
réticulation de I'échafaudage bio-primé en 3D et a I'absence
de géomeétrie incurvée.

Ulag et coll. ont imprimé en 3D une cornée adaptée
a la transplantation en utilisant un moule en alumi-
nium, nécessaire pour obtenir la forme correcte, et
une construction en PVA-chitosane™® La micros-
copie électronique a balayage et la spectrométrie
UV ont révélé des propriétés optiques favorables.
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La résistance a la traction a pu supporter les fluctuations
de la PIO et la structure est restée biocompatible avec les
cellules souches aprés 30 jours de dégradation'™g,

En outre, les bio-encres a base de MEC cornéenne décel-
lularisée peuvent étre utilisées pour imiter la structure du
stroma cornéen. Kim et coll. ont étudié les effets de la
modification du diametre de la buse et donc de la contrainte
de cisaillement lorsque la bio-impression par extrusion a
été utilisée pour bio-imprimer des kératocytes humains
dans une bio-encre fabriquée a partir de MEC cornéenne
décellularisée™. 'élargissement de la buse pour réduire la
contrainte de cisaillement a entrainé 'apparition de fibrilles
de collagéne non alignées. Tout en donnant des fibrilles
hautement structurées, la buse plus étroite et la contrainte
de cisaillement plus élevée ont endommagé les kératocytes,
activant ainsi les fibroblastes. Enfin, le diamétre optimal de
la buse a produit une structure similaire au stroma cornéen
humain natif avec des kératocytes viables™®.

Sorkio et coll. ont produit un échafaudage contenant une
couche stromale et une couche épithéliale en utilisant la
bio-impression assistée par laser'®®. La couche épithéliale a
été créée a l'aide d’une bio-encre contenant de la laminine
recombinante humaine, de 'acide hyaluronique et des CSEL
dérivées de cellules souches embryonnaires humaines.
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