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A Ainsi, elles font la transition entre la couche superficielle et la couche basale de l'épithélium cornéen (5).

Enfin, la couche basale est formée d'une monocouche de cellules cuboïdales hautes de 20 µm (6). Elles sont la source des cellules subjacentes de l'épithélium. Elles possèdent plusieurs invaginations latérales permettant aux cellules voisines d'être étroitement connectées entre elles par des desmosomes, des jonctions communicantes et des jonctions d'adhésion (7). Elles sont liées à la membrane basale par des hémidesmosomes (8).

Cette membrane basale est sécrétée à la fois par les cellules basales épithéliales et par les kératocytes du stroma. Elle sert de support à l'adhésion des cellules épithéliales et favorise la survie, la prolifération et la différenciation cellulaires (9)(10).

Membrane de Bowman

Composée de fibres de collagène (majoritairement collagène I, V et VII) et de protéoglycanes, elle sépare l'épithélium du stroma cornéen et mesure environ 8 à 14 µm.

Elle n'est pas régénérée au cours de la vie, ainsi tout traumatisme cornéen au-delà de cette membrane entraînera une opacité cornéenne séquellaire.

Le stroma

Il constitue environ 90% de l'épaisseur cornéenne soit environ 500 µm (11). C'est la partie de la cornée qui est sculptée par le laser Excimer en chirurgie réfractive.

Il est composé de trois éléments principaux :

des lamelles de collagène parallèles entre elles et à la surface de la cornée. Elles permettent la solidité, la stabilité et la transparence de la cornée.

les kératocytes la substance fondamentale La majorité des caractéristiques de la cornée comme sa solidité, la stabilité de sa forme et sa transparence sont largement attribuables aux propriétés anatomiques, biochimiques et biomécaniques du stroma.

La membrane de Descemet

Il s'agit d'une fine couche composée de fibres de collagène (différentes du collagène stromal). Perméable à l'eau, elle sépare le stroma de l'endothélium cornéen et mesure environ 10 µm. Elle ne se régénère pas mais en cas de rupture les cellules de l'endothélium peuvent recouvrir la zone endommagée. 

/ LE FILM LACRYMAL

Le film lacrymal est un fluide biologique complexe contenant des électrolytes, des protéines, des mucines, des petites molécules organiques et des métabolites (14). Il a un rôle de protection, lubrification et nutrition de la cornée.

Les larmes sont produites par les glandes lacrymales principales et accessoires (situées dans la paupière et la conjonctive).

Il y a 3 types de larmes : les larmes basales, réflexes et psycho-émotionnelles.

Les larmes basales apportent à l'épithélium les facteurs de croissance nécessaires à son maintien (15) (16).

Les larmes réflexes sont produites en réponse à une atteinte épithéliale dans le but d'assurer sa régénération.

Enfin, les larmes psycho-émotionnelles sont liées aux interactions sociales et ne sont à ce jour décrites que chez l'Humain (17). Elle est produite par les glandes de Meibomius, de Zeiss et de Moll.

On distingue :

une couche superficielle non polaire qui retarde l'évaporation et contrôle les flux une couche profonde polaire permettant la cohésion entre la couche mucino-aqueuse sous-jacente et la couche lipidique superficielle hydrophobe. -La voie afférente sensitive du réflexe de larmoiement est constituée par la branche ophtalmique du nerf trijumeau V1.

-La voie efférente comprend une innervation sensitive et une innervation autonome.

L'innervation sensitive est assurée par le nerf lacrymal, branche du nerf ophtalmique de Willis (première branche du trijumeau).

L'innervation sécrétoire autonome est double avec des fibres parasympathiques issues du noyau salivaire supérieur du VII, et des fibres sympathiques issues de la moelle cervicale dont le rôle exact dans la production des larmes n'est pas clairement défini.

• 3.3 Glandes lacrymales accessoires

Les glandes de Meibomius sont des glandes sébacées situées dans le tarse et mises en tension lors des clignements palpébraux. On en dénombre 25 à 30 [START_REF] Roo | Superficial Conjunctival Epithelium as the Main Producer of Protective Tear Component Cystatin SN[END_REF].

Les glandes de Zeiss sont des glandes sébacées unilobaires annexées au follicule pileux d'un cil, au nombre de deux par cil [START_REF] Roo | Superficial Conjunctival Epithelium as the Main Producer of Protective Tear Component Cystatin SN[END_REF].

Les glandes de Moll sont également dédiées au follicule pileux des cils. Il s'agit de glandes sudoripares sécrétant des agents actifs contre les micro-organismes, notamment du lisozyme et des immunoglobulines (21).

Les glandes lacrymales accessoires de Krause sont localisées profondément dans le fornix supérieur.

Les glandes lacrymales accessoires de Wolfring sont situées juste au-dessus du bord supérieur du tarse. Les ulcères de cornée représentent un des traumatismes oculaires les plus fréquents (23).

Malgré les progrès médicaux, la nécessité d'augmenter l'efficacité et la disponibilité des traitements cicatrisants pour la cornée demeure d'actualité. Une meilleure compréhension des mécanismes de cicatrisation cornéenne permettrait probablement de développer des traitements novateurs et plus efficaces répondant à un problème de santé publique. Les cellules souches ont également un rôle de barrière en empêchant le tissu conjonctival de proliférer sur la cornée.

En cas de dysfonctionnement ou déficience des cellules souches on peut observer des défects épithéliaux chroniques, une conjonctivalisation ou une vascularisation de la cornée. Puis, les liens membrane basale-cellules épithéliales sont rétablis par la redistribution des hémidesmosomes au pôle basal des cellules épithéliales [START_REF] Payne | Tyrosine phosphorylation: a critical component in the formation of hemidesmosomes[END_REF].

Les desmosomes, les « gap junctions » et les jonctions adhérentes sont restaurés, assurant ainsi l'intégrité structurale de l'épithélium cornéen. 

PARTIE B

Présentation de l'article

INTRODUCTION

Cornea is the transparent layer that covers the surface of the eye. It has a visual key role as it refracts the light onto the retina, with a refractive power of about two thirds of the eye's total optical power. It has also a protective role as it is the first barrier of the eye against the external environment.

Structurally, the cornea, which is avascular and transparent, is a tissue composed of five different layers [START_REF] Sridhar | Anatomy of cornea and ocular surface[END_REF]. The outermost layer is the corneal epithelium, a pluristratified and non-keratinized epithelium of 40 to 50µm, representing about 10% of the cornea thickness (2). This layer is constantly renewed by progenitor cells, scattered on the corneal surface, and by stem cells located in the limbus, at the corneoscleral junction. Similarly to skin, the most external cells desquamate, in the case of cornea, these cells are evacuated via the tear fluid.

Below the epithelial layer is the Bowman layer, a non-regenerative layer made of collagen fibers and proteoglycans. Any trauma altering the Bowman's layer will result in the development of corneal opacity (3). The stroma is mainly composed of collagen fibers and mesenchymal cells called keratocytes. This layer represents almost 90% of the cornea thickness (4). The Descemet's membrane is a thin acellular layer that serves as the modified basement membrane of the corneal endothelium. Finally, the most internal layer is the corneal endothelium, a non-regenerative cell monolayer, which regulates fluid balance between the aqueous humor and the stroma. A stromal swelling would result in a corneal edema and thus a loss of corneal transparency.

In case of epithelial damage, a proper epithelial wound healing is needed to preserve corneal transparency and vision. Corneal epithelial wound healing is characterized by a cell migration phase followed by a proliferation phase and a final epithelial reattachment. In a healthy context, this process takes few days and allows corneal homeostasis to resume. On the opposite, a limbal stem cells damage would lead to corneal opacity and therefore visual loss (5) As cornea is an avascular tissue, the nutrients and growth factors are not reaching the corneal epithelium through the blood flow, but via the tear film. This complex biological fluid contains electrolytes, proteins, mucins, inorganic salts, etc (6). The tear fluid is composed of three layers that are closely intertwined: the mucous, the aqueous and the lipid layer. The lipid layer at the external surface is derived principally from the Meibomian glands as well as the glands of Zeiss and Moll. Its main role is to limit the tear evaporation. The aqueous layer is mostly secreted by the lacrimal gland but also the accessory glands of Krause and Wolfring. It forms the core of the film and contains different cytokines and growth factors involved in wound healing. Finally, the mucous layer derives from the conjunctival goblet cells and allows the adhesion of the tear film to the corneal epithelium.

The predisposition of cornea to sustain various types of damages makes corneal wound healing an important medical issue. According to the World Health Organisation, corneal blindness is the fourth leading cause of blindness worldwide after cataract, glaucoma and age relatedmacular degeneration. Ocular trauma and corneal ulceration are an important and underestimated cause of corneal blindness.

Corneal abrasion represents one of the most common eye injuries (7). About 20% of the population suffers from an eye trauma during their lifetime (8). Moreover, there is an increasing number of refractive surgeries performed worldwide. Both Photorefractive Keratectomy (PRK) and Laser Intrastromal Keratomileusis (LASIK) reshape the cornea. These are safe procedures but can lead to an abnormal wound healing. Thus, it is important to better understand the wound healing mechanisms to be able to develop innovative therapeutics.

Therefore, studies have been conducted to analyze the growth factors and cytokines involved in epithelial wound healing. S E Wilson et al showed that levels of HGF, KGF, and EGF mRNAs increase in rabbit lacrimal gland tissue in response to corneal epithelial wounding (9). EGF is indeed one of the most characterized factors known to positively regulate proliferation of corneal epithelial cells. The topical application of EGF on a dry eye mouse model, maintains the epithelium integrity (10). Takashi Nagano proved that a treatment with both SP and IGF-1 improved corneal epithelial barrier function and stimulated corneal epithelial wound healing in a rat model of neurotrophic keratopathy (11). Recently, Kuony et al. highlighted the role of Eda signaling in the cornealacrimal gland feedback loop in both physiological and pathological conditions (12). The tear film has been increasingly more studied in the past years. This easily accessible biological fluid allows for non-invasive collection and subsequent analysis. Fung et al. reported that approximately 500 proteins were detected by liquid chromatography in tear film (13). It has therefore been analyzed by many research groups to study different pathologies such as dry eye diseases, diabetes or neurological diseases.

Due to its clinical significance, a deeper analysis of the proteomic modulation in healthy human tear fluid during cornea wound healing is needed. In this study we aimed to characterize the tear proteomic content modulation in human tears after corneal wound by mass spectrometry analysis. We established a very powerful analysis strategy. We chose corneal abrasion post PRK as a model of corneal wound healing as it is a reproducible and sterile ulceration. First, we did a bulk analysis of the tear proteomic content. Then, we performed a sample simplification through gel separation to choose the most efficient gel consistency. Next, we made a first analysis of tear proteomic content with in-gel digestion. Finally, we analyzed the proteomic modulation during wound healing post PRK in five patients.

MATERIAL AND METHODS

Patients recruited for the study

This study was conducted on patients attending the ophthalmology department of Gui de Chauliac Hospital in Montpellier to undergo a photorefractive keratectomy (PRK) surgery. We had very strict exclusion parameters to obtain a homogenous set of patients. We excluded from the study patients using any systemic or local treatment that may affect tear tests, patients with any ocular surface disorder or systemic metabolic disease (diabetes, …), which could alter the tear fluid structure, and patients above the age of 50 or with menopause, due to hormonal interference. All recruited patients were informed of the purpose of the study and signed a consent document. In total, 5 patients aged 30 to 32, 3 males and 2 females were included. All of them underwent a bilateral PRK surgery performed by the same surgeon in Gui de Chauliac Hospital. The study was conducted according to the Helsinki Declaration and our protocol was approved by the Local Ethics Committee of the Montpellier hospital.

Murine tear collection

Female Swiss/CD1 (Janvier Labs) Wild Type mice from 10 to 12 weeks old were used for this experiment. The mice were anesthetized with a mixture of Ketamine (75mg/kg, Imalgene® 1000, Centravet) and Medetomidine (1mg/kg, Domitor®, Centravet). An abrasion was performed unilaterally on the right eye of the mice with an ocular burr (Algerbrush II, reference BR2-5 0.5 mm, Alger company), as previously described (Kalha, 2018, doi:10.3791/58071). After abrasion, the mice were treated with Buprenorphine (150µg/kg, Burprecare®, Centravet) and woken up with Atipamezole (1mg/kg, Antisedan®, Centravet). Tear samples were collected using 1µL microcapillary glass tubes (Merck, Drummond Scientific, reference P1424-1PAK) before abrasion and at various times after abrasion, from 2 hours to 1 week. The protein concentration was measured with a NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, reference ND-ONE-W) by using 2µL of sample. The samples were stored at -80°C.

Human tear Collection

Tear samples were collected using Schirmer strips preoperatively, post operatively and 3 days after the surgery. We used the Whatman N°41 Schirmer test (35 x 5mm) that is standard for ophthalmological use. No topical anesthesia was applied prior to the placement of the paper. The bulb of the Schirmer strips, which is in contact with the conjunctival cul-de-sac and the eyelid, was cut to avoid potential contamination from the eyelids. A minimum of 5 mm long wetted strip was collected. The eye was carefully washed at the end of the surgery to remove any anesthetic drops from the ocular surface for the post-operative collection which was performed about 10 minutes after the surgery. No teardrops medication was used by the patient on the morning of the third day to insure the collection of physiological tears. The wetted strips were placed in sterile tubes and transported within 4 hours after surgery to the Institute for Regenerative Medicine and Biotherapy in Montpellier where there were stored at -80°C.

Sample preparation

Tear elution. Tear samples were extracted from the strips by an elution protocol with spin columns (Thermo Fisher Scientific, Pierce®, reference 69725). For each sample, the strip was cut in 5mm bands with sterile scissors and placed in the upper part of the column. An elution volume of 300µL sterile deionized water was added and the strips were left to soak for 3h at 4°C without shaking. The columns were then centrifugated for 2 minutes at 14000rpm to filter the samples and collect the elution volume in the lower part of the column. The elution volume was transferred to clean 1.5mL LoBind tubes (Merck, Eppendorf®, reference EP0030108116-100EA).

The protein concentration was immediately measured with a NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, reference ND-ONE-W) by using 2µL of sample. The samples were then dried at 50°C with an acid-resistant CentriVap centrifugal vacuum concentrator (Labconco) connected to a Centrivap -50°C cold trap (Labconco) and a RZ6 rotary vane pump (Vacuubrand, reference 20698130). The dried samples were temporarily stored at -20°C.

Gel prefractionation.

A prefractionation step was performed by doing one-dimensional (1D) gel electrophoresis with 16% Tricine gels (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, reference EC6695BOX). First, the samples were resuspended with deionized water in a volume sufficient to load 40µg of proteins in 15µL on the gel for every sample. Constant volumes of 5µL 2X Tricine SDS sample buffer (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, reference LC1676) and 1µL 10X NuPAGE® sample reducing agent (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, reference NP0009)

were added to all the samples. The samples were then heated for 2 minutes at 85°C and centrifugated for 1 minute at 3000rpm. The 1X Tricine SDS running buffer was prepared by adding 50mL of 10X Tricine SDS running buffer (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, reference LC1675) to 450mL of deionized water. The gels were mounted in XCell SureLock® Mini-Cell gel running tanks, the samples and ladder (Thermo Fisher Scientific, Pierce®, reference 26628) were loaded on the gels. The running conditions were set as follows : 125V constant, 80 minutes, 80mA (start) to 40mA (end). The gels were then stained for 90 minutes with InstantBlue® Coomassie protein stain (Abcam, reference ab119211) and washed three times with deionized water.

The gels were scanned with EPSON Expression 1680 Pro (EPSON, reference B11B138041GA) and a cutting pattern was designed for all the samples with PowerPoint software (Microsoft © ). A number of 8 or 10 bands was determined for each sample. The gels were stored at 4°C during the design process. The gels were cut under a laminar flow hood using a razor blade following the pattern and each band was stored in a clean 1.5mL LoBind tube. The tubes were temporarily stored at -20°C.

In-gel digestion. The gel bands were washed twice for 20 minutes with a 50% Ethanol, 50mM ABC (pH 8.4) solution and then dried with the Centrivap for 20 minutes at 50°C. A reduction step was performed with a 10mM DTT, 50mM ABC (pH 8.4) solution for 1h at 56°C, 450 rpm, protected from light. The bands were washed once and dried with the Centrivap as before. An alkylation step was performed with a 55mM IAA, 50mM ABC (pH 8.4) solution for 45 minutes at 37°C, 450rpm, protected from light. The bands were washed twice with the 50mM ABC (pH 8.4) solution and once with the 50% Ethanol, 50mM ABC (pH 8.4) solution, then dried with the Centrivap for 30 minutes. The in-gel digestion of the proteins was performed with a 1µg/µL Trypsin Gold solution (Promega, reference V5280) overnight at 37°C, 450rpm. On the next day, the bands were incubated with 50mM ABC (pH 8.4) for 1h and the supernatant was collected in clean 1.5mL LoBind tubes. The bands were incubated twice for 20 minutes with a 5% FA, 70% Ethanol solution, the supernatant was collected each time and pooled with the first one. The pooled samples were then dried with the Centrivap at 50°C and stored temporarily at -20°C.

In-solution digestion. Some samples were digested directly in-solution, in the 300µL elution volume. After the protein concentration measurement, the reduction step was immediately performed with a 200mM DTT, 100mM TricHCl (pH 8.5) solution for 1h at 56°C, 350rpm, protecting from light. The alkylation step was done right after with a 300mM IAA, 100mM Tris HCl (pH 8.5) solution for 30 minutes at 37°C, 350rpm, protecting from light. The digestion was done with a 1µg/µL Trypsin Gold, 200mM DTT, 100mM Tris HCl (pH 8.5) solution overnight at 37°C, 450rpm. On the next day, the digestion was stopped by adding formic acid, the samples were dried with the Centrivap at 50°C and stored temporarily at -20°C.

Peptide clean up.

Regardless of the digestion protocol, the samples were dissolved by adding 102µL of 0.1% FA in deionized water. The samples were desalted with C18 tips with the AssayMAP Bravo Protein Sample Prep Platform (Agilent Technologies), by using the Peptide Clean-Up program. The elution volume was set to 30µL. The eluted samples were dried with the Centrivap at 50°C and stored temporarily at -20°C.

Mass spectrometry analysis

The samples were resuspended in 10µL phase A of Q-TOF (2% ACN, 0.1% FA in water HPLC grade) in mass spectrometry polypropylene vials (Agilent technologies, reference 5190-3155).

The samples (1µL out of 10µL) were analyzed online by using the NanoElute® High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Bruker) coupled with the Impact II Quadrupole Time-Of-Flight (Q-TOF) mass spectrometer (Bruker). The peptides were separated on a C18 column (FORTY, reference 1842619 from Bruker; 75µm x 400mm; Acclaim Pepmap RSLC, C18, 1.9µm, 120Å) following a gradient of 2-15% phase B in 55 minutes, 15-25% in 25 minutes, 25-35% in 10 minutes and 35-95% in 10 minutes (phase A = 2% ACN, 0.1% FA in water HPLC grade; phase B = 0.1 % FA in 90% ACN). The column was kept at 50°C and the flow rate was set to 300 nL/min. Water, acetonitrile (ACN), formic acid (FA) were all HPLC grade and purchased from Biosolve (Dieuze, France).

Data processing and statistical analysis

Protein identification was performed using MaxQuant software (version 1.6.17.0). The parameters were as follows: the enzyme used for protein cleavage was the trypsin, the mass tolerance was set to 10ppm for the precursor ions and to 0.005 Da for the MS/MS. The FASTA database for human proteome from the Uniprot database was used (version 01/02/2021). The carbamidomethylation of the cysteine was programmed as a fixed modification, the oxidation of the methionine and the deamidation of the asparagine and glutamine were programmed as variable modifications. The maximum number of modifications for one peptide was set to 5.

Data processing was performed using Perseus software (version 1.6.15.0). Proteins considered as contaminants and redundant proteins were deleted. Data were grouped following the tear sampling time points (3 times: t1, t2, t3). The values obtained for each protein were transformed by using the log2(x) formula. For each sampling time point, the proteins must be found in at least 4 out of the 5 replicates in order to be conserved. Data were then normalized in order to follow a normal distribution.

Correlations between the expression of proteins and the different timing were analyzed by Pearson correlation coefficient.

Differences of protein concentrations among groups were tested using Student Test. A p value of <0.05 was considered statistically significant. Our volcano plots were made using a Pearson correlation.

RESULTS

Bulk analysis of the murine and human tear film leads to a poor protein identification

To investigate the impact of a corneal physical injury on the tear film, we first established a proteomic analysis protocol that allows a thorough protein identification. We decided to study the tear proteomic content with a bulk analysis on murine and human tears.

1) Murine tears

To obtain a first overview of the total proteome and to determine the depth of analysis required for this type of analysis, a classical in-solution digestion without gel prefractionation was first performed. We applied the in-solution digestion protocol on one sample, composed of tears pooled from the right eye of seven control mice, without corneal abrasion. The tears were collected in 35µL of 50mM ABC buffer. The protein concentration was determined with the BCA assay, which used 10µL of the sample. We obtained a concentration of 2.24µg/µL, for a total protein content of 56.1µg in the 25µL volume remaining. The mass spectrometry analysis of this sample, with the Impact II mass spectrometer, allowed us to identify 447 proteins. Many keratins were identified: among the 50 most abundant proteins found in this sample, 12 were keratins, of either type I or type II. We also found known abundant proteins in tear, like lactotransferrin (also known as lactoferrin) and serum albumin. We were not able to detect other major known proteins, like lysozyme or lipocalin. Of notable interest, we found three members of the secretoglobin family 2B (SCGB2B): 2, 24 and 20, in order of relative abundance. With this first analysis, 25µL (approximately 50µg) of murine tears appeared to be sufficient to have a decent LC-MS profile and protein identification.

2) Human tears

As a way to confirm the depth of analysis obtained with the classical in-solution digestion, we analyzed the tears of a test patient using the same digestion protocol. Tears were collected prior to PRK and 24h post-PRK. Tears from the left eye were analyzed, as the right eye could not be sampled 24h post-PRK in this patient. Tear samples were extracted from the Schirmer strips following the elution protocol we designed. The samples were digested in-solution and the mass spectrometry analysis was performed with a Tims TOF Pro mass spectrometer. Approximatively 250ng of estimated total proteins were analyzed. Few proteins were identified. We were only able to detect 87 proteins in the control sample and 298 proteins in the post-PRK sample. There were 81 common proteins in both samples (Figure 1). Some type I and type II keratins were identified among the 50 most abundant proteins: five and seven for the control and post-PRK samples respectively. We found known abundant proteins in both samples, like lysozyme, lipocalin, lactotransferrin and serum albumin. Interestingly, we detected one growth factor, the hepatoma-derived growth factor (HDGF), with only one peptide and a low relative abundance, in the control sample but not the post-PRK sample. We also found proteins related to the immunoglobulins family in both samples: heavy constant alpha 1, J chain, heavy constant alpha 2, lambda constant 3, in order of relative abundance. With this bulk analysis, the number of identified proteins was insufficient. We concluded that we had to perform a prefractionation step before the mass spectrometry analysis to increase the amount of detectable proteins.

Gel prefractionation has an impact on the depth of protein identification

Our next objective was to determine the best prefractionation technique to increase the depth of analysis. As tears sampled from patients are precious, we decided to use murine tears for these experiments.

A) 1D NuPAGE 4-12% Gel (separation range: 3,5-260 kDa)

For the first type of gel tested, we used one sample, composed of tears pooled from the right eye of seven control mice, without corneal abrasion. The tears were collected in 35µL of 50mM ABC buffer. The protein concentration was determined with the BCA assay, which used 10µL of the sample. We obtained a concentration of 2.64µg/µL, for a total protein content of 66.10µg in the 25µL volume remaining. We decided to load the totality of the sample on the gel. No mass spectrometry analysis was performed on this sample, as the gel separation visually appeared to be insufficient (Figure 2). As the majority of the proteins were found at the migration line, we decided to test a second type of gel, with a narrower separation range. We used one sample, composed of tears pooled from the right eye of seven control mice, without corneal abrasion. The tears were collected in 35µL of 50mM ABC buffer. The protein concentration was determined with the BCA assay, which used 10µL of the sample. We obtained a concentration of 2.00µg/µL, for a total protein content of 50.10µg in the 25µL volume remaining. We decided to load the totality of the sample on the gel. This gel offered a better separation of the protein content than the 4-12% gel, with apparently less proteins at the migration line (Figure 3).

The gel was cut in eight bands that were reduced with DTT, alkylated with IAA and digested with Trypsin gold before the mass spectrometry analysis. In total, 1346 proteins were identified with this in-gel digestion protocol. As a reminder, we only found 447 proteins with the classical insolution digestion. The majority of the proteins were found in the bands 2 and 3 (Figure 4). Many keratins were identified: among the 50 most abundant proteins in each band, 6 to 18 type I or type II keratins were detected, with 12 keratins on average. Lysozyme was found in bands 2, 7 and 8; lactotransferrin was found in bands 1 to 4; serum albumin was found in bands 2 and 3. Focusing on the growth factors, we found the pro-epidermal growth factor (pro-EGF) in band 1, in the 50 most abundant proteins, with 8 peptides identified. This factor was also identified in band 2, with only 1 peptide, and with less abundancy. We found the hepatoma-derived growth factor (HDGF) in band 4, with only 1 peptide, and a low abundancy. This analysis showed that the in-gel digestion protocol allows the detection of more murine proteins than the in-solution digestion protocol.

3) 1D Tricine 16% Gel (separation range: 2-30 kDa)

As we wanted to focus more on low molecular weight proteins, we decided to test another type of gel, with an even more restricted separation range. We used four samples, composed of tears pooled from either the right eye or the left eye of seven mice, prior and 24h after corneal abrasion. The tears were collected in 35µL of 50mM ABC buffer. The protein concentration was determined with the Nanodrop system, which used 2µL of the sample. The measured protein concentration before abrasion was 2.565µg/µL for the right eye and 2.920µg/µL for the left eye. After abrasion, the protein concentration was 2.491µg/µL for the right eye and 2.634µg/µL for the left eye. The total protein content of the samples was 85.9µg, 97.8µg (before abrasion), 83.4µg and 88.2µg (after abrasion) respectively. We loaded 20µL of sample for every sample. This gel gave a better separation of the sample than the 1D NuPAGE 12% gel (Figure 5). For each sample, the gel was cut in ten bands. Only the right eye before abrasion sample was reduced, alkylated and digested before the mass spectrometry analysis. The other samples were not analyzed. In total, 930 proteins were identified. The majority of the proteins were found in the bands 3 and 4 (Figure 6). Some type I and type II keratins were identified among the 50 most abundant proteins: 3 to 13 type I or type II keratins were detected, with 8 keratins on average. Lysozyme was found in bands 2, 3, 4, 5 and 7; lactotransferrin was found in band 2 only; serum albumin was found in bands 3, 4 and 10. Looking at the growth factors, the pro-epidermal growth factor (pro-EGF) was detected in band 1 and 2, while the hepatoma-derived growth factor (HDGF) was detected in band 4. We decided to use this type of prefractionation for our study. Indeed, even if the number of identified proteins is slightly lower than with 1D NuPAGE 12% Gel, the separation of the sample appears to be more precise.

Increase of human tear proteome after PRK

We made a first analysis of tear proteomic content with in-gel digestion on human tears with another test patient. Tears were collected prior to PRK and 3 days post-PRK. Tear samples were extracted from the Schirmer strips following the elution protocol we designed. The protein concentration was measured with the Nanodrop system: 0.251µg/µL for the right eye and 0.146µg/µL for the left eye before PRK. The concentration was 0.171µg/µL for the right eye and 0.255µg/µL for the left eye post-PRK. The totality of the protein content was loaded on the gel. The visual appearance of the proteome showed some differences in bands intensity (Figure 7). For each sample, the gel was cut in ten bands. Only the right eye samples were reduced, alkylated and digested before the mass spectrometry analysis. The other samples were not analyzed. In total, 655 proteins were identified in the control sample and 983 proteins were identified in the post-PRK sample (Figure 8). The majority of the proteins was sparsely distributed from bands 2 to 6 (Figure 9). Some type I and type II keratins were identified among the 50 most abundant proteins, with 7 keratins on average for both samples. Lysozyme was found throughout bands 1 to 8 for control sample and 1 to 9 for post-PRK sample. Lactotransferrin was found in all 10 bands in both samples, being part of the three most abundant proteins in bands 2, 3 and 4. Serum albumin was also found in the 10 bands in both samples. The control sample allowed us to detect three growth factors. The pro-epidermal growth factor (pro-EGF) was detected in band 1, with only 1 peptide identified. Two other growth factors were detected: the platelet-derived growth factor C (PDGFC) in band 3 with 1 peptide and the myeloid-derived growth factor (MYDGF) in band 6 with 1 peptide. The pro-epidermal growth factor (pro-EGF) was also detected in band 1 of the post-PRK sample, with 3 peptides identified. In the post-PRK sample, the platelet-derived growth factor C (PDGFC) was found again in band 3 with 1 peptide, and the hepatoma-derived growth factor (HDGF) was found in band 4 with 1 peptide. In both samples, proteins involved in constant and variable chains of immunoglobulins were also found throughout all the bands. 

Human tear proteome shows a significant difference in composition during corneal wound healing

After setting up the elution, digestion and mass spectrometry analysis protocols, we made a deep analysis of the tear proteomic content with in-gel digestion on human tears from five patients undergoing PRK surgery. Tears were collected prior to PRK, just after the surgery and 3 days post-PRK. Tear samples from the left eye were extracted from the Schirmer strips following the elution protocol we designed. The protein concentration was measured with the Nanodrop system (Table 1). A fixed amount of 40µg of protein was loaded on the gel for each sample, with an exception for one sample (patient 2, time 1), for which the amount of protein loaded was 35.4µg due to an insufficient protein content. The visual appearance of the proteome showed some differences in bands intensity (Figure 10). For each sample, the gel was cut in eight bands. The bands 2, 3 and 7 were reduced, alkylated and digested before the mass spectrometry analysis. We focused on the band 3, as it seemed to be the most varying band on the prefractionation gel. In this band, 88 proteins were identified. The statistical analysis showed a significant difference of the protein composition between time 1 and 2 and between time 3 and 2. Table 3 shows the proteins that were over-or under-represented in the samples between the different sampling times. Just after the surgery (Time 2), we notice an increase of Immunoglobulin Gamma chain regions, complement and Transforming Growth Factor-Beta Induced protein. On the opposite, there is a decrease of the detection of different others Immunoglobulins. Three days after the PRK (Time 3), the Immunoglobulin Gamma chain regions are decreased compared to Time 2. Our analysis demonstrated a stability in the tear proteome between Time 1 (before surgery) and Time 3 (after healing).

Figure 13 shows the Principal Component analysis (PCA) of the samples. Red squares correspond to time 1, blue squares to time 2 and green squares to time 3. Time 1, 2, 3 do not seem correlated In conclusion, 88 proteins are identified in band 3. There is a significant difference (pvalue <0.05) of the protein composition between times 1 and 2 and times 2 and 3.

DISCUSSION

After cornea wounding, its healing is insured by an increased growth factor secretion by the lacrimal gland, cornea being an avascular tissue. Finding new therapeutics for corneal healing is a major health issue and therefore, a better understanding of its protein modulation is necessary.

Numerous growth factors have already been identified such as epidermal growth factor, transforming growth factor-beta, fibroblast growth factor, hepatocyte growth factor, plateletderived growth factor… (14) but there are still lots left to discover and analyse.

In this study, we aimed at establishing a powerful strategy to make a deep analysis of the tear film modulation during cornea wound healing.

We first did a bulk analysis of both murine and human tears. The number of identified proteins was quiet low compared to the literature. Indeed, in 2012, Zhou et al analysed the human tear proteome from healthy subjects and identified 1543 proteins (15). More recently, Jones et al described a method of in-strip protein digestion that identified more than 3000 proteins in human tear samples from 11 healthy subjects (16). In our study we only found 87 proteins in the control sample and 298 proteins in the post-PRK sample with the bulk analysis. For that reason, we performed a gel prefractionation that greatly increased the depth of analysis of the total proteome and found that the Tricine 16% gel allows the separation of the low molecular weight proteins.

We then did a first global analysis of tear proteomic content after gel separation on our test patient. With this first analysis, we found that Pro-Epidermal Growth Factor doubles after PRK surgery (Figure 14). This is relevant as EGF is known to be one of the most characterized factors that positively regulate proliferation of corneal epithelial cells (10). However, in our study its increase is low compared to other proteins involved in more general signaling pathways such as Clusterin, Nucleobindin-2, Cystatin-SN.... Clusterin is an apolipoprotein present in all fluids of the organism that has a cytoprotective role but can also lead to cellular arrest and is linked to inflammation (17). In tears, Fini et al. showed the protective role of Clusterin towards the surface barrier thanks to a sealing mechanism dependent on attainment of a critical all-or-none concentration (18). We found that Clusterin has a 25.2 increase rate after surgery. Nucleobindin-2 is a calcium-binding protein that affects cellular migration and invasion (19). We found that NUCB2 has a 13.8 increase rate after surgery. Cystatin-SN is encoded by CST1 which is a gene expressed in lacrimal glands. CST1 has a presumed role of protection of the ocular surface [START_REF] Roo | Superficial Conjunctival Epithelium as the Main Producer of Protective Tear Component Cystatin SN[END_REF]. In our analysis, Cystatin-SN has a 12.5 increase rate after PRK. Finally, we decided to focus on the deep analysis of a specific band of our Tricine 16% gel separation as it seemed visually interesting. It allowed us to identify several proteins involved in corneal wound healing. We found significant proteins modification between the immediate post-surgery and the pre surgery samples, and between the immediate postsurgery and three days after the PRK samples.

We noticed an overexpression of various Immunoglobulin Gamma chain regions, complement and Transforming Growth Factor-Beta Induced protein. On the opposite, there was an underexpression of different others Immunoglobulins. Nätinnen et al. found that 47 out of the 49 immunoglobulin subunits that they identified were downregulated 1.5 hours post LASIK surgery compared to pre operatively but suggested that these results could be connected to surgery-associated eye drops (21). Some studies found an increase expression of immunoglobulins with various ocular surface diseases or prolonged contact lens wear (22) (23).

However, there is no significant modification between the pre surgery and three days after the PRK samples when the cornea is clinically healed. This concurs with other studies in which modification of proteins goes quickly back to normal: Vesaluoma et al showed that the release of vasoendothelial growth factor and transforming growth factor beta1 is significantly higher at Day 1-2 after a PRK but is not significant at Day 7 post-surgery (24).

Our study has some limitations. First, it is a monocentric study. We were limited by the small sample size in this feasibility protocol study. Moreover, we tried our best to avoid contamination of the post PRK samples by the local anaesthetics used during the surgery, thanks to a prolonged eye washing with physiological saline at the end of the surgery. We then waited at least ten minutes before doing the Schirmer test. But despite all our efforts, some anaesthetic could have altered our samples and the potential residual physiological saline could have disturbed our results by diluting the tears. The dilution of the protein concentration just after the surgery is also likely by the increase of the tear fluid flow by reflex tearing after the PRK.

However, our study displays strengths too. The surgery was performed with the same technique by the same surgeon. We chose patients without any illness to get rid of any confusion factor linked with systemic disease and excluded patients above the age of 50 or with menopause to exclude hormonal implication.

In conclusion, we established a solid protocol allowing a deep analysis of proteomic content modulation subsequently to photorefractive keratectomy. This allowed us to identify several protein changes that seem involved in cornea wound healing. Further studies are necessary to confirm our results, analyse the exact role of each of these proteins and maybe be able to use them as eye therapeutics.

1/ DISCUSSION

Nous avons montré dans notre étude, en accord avec les données de la littérature, que le film lacrymal présente des modifications protéiques significatives au cours de la cicatrisation cornéenne post-PKR. A terme, chez l'Humain, on espère pouvoir créer un collyre cicatrisant performant.

2/ CONCLUSION

La cicatrisation cornéenne est un réel enjeu de santé publique. Notre étude a permis de montrer certaines modifications de la protéomique lacrymale lors de la cicatrisation cornéenne. Elle a ainsi ouvert des pistes intéressantes à explorer plus en profondeur pour peut-être trouver un traitement efficace dans la prise en charge des ulcères cornéens.
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 211 Enjeux actuels ......................................................................................................................................... 4 . 2 . 2 Études en cours ...................................................................................................................................... 2/ CONCLUSION ........................................................................................................................................ PKR : Photokeratectomie Réfractive -EGF : Epithelium Growth Factor -TGF-ß : Transforming Growth Factor Beta -HGF : Hepatocyte Growth Factor -LASIK : Laser Intrastromal Keratomileusis -VEGF : Vasoendothelial Growth Factor -ARNm : Acide Ribonucléique messager -EGFP : Enhanced Green Fluorescent Protein PARTIE A Généralités, connaissances actuelles et problématique 1/ INTRODUCTION La cornée est un composant oculaire essentiel à la fonction visuelle. Elle est la première structure traversée par les rayons lumineux incidents et protège l'oeil des agressions externes. C'est un tissu transparent, avasculaire mais richement innervé et recouvert du film lacrymal. Les ulcères de cornée sont la conséquence de phénomènes physiopathologiques variés et parfois intriqués. Ils conduisent à une baisse d'acuité visuelle par atteinte de la transparence de la cornée, majoritairement quand ils siègent au centre de celle-ci. La cicatrisation cornéenne a pour but la restitution anatomique, la transparence et le pouvoir réfractif de la cornée. Elle est rapide et se fait par migration des cellules épithéliales basales en bordure de l'ulcération mais les mécanismes de cicatrisation des différentes couches cornéennes restent encore mal connus. La cornée étant avasculaire, les facteurs de croissance nécessaires à sa régénération lui sont apportés par le film lacrymal. Ce dernier est produit en grande partie par la glande lacrymale. Du fait de son accessibilité, le film lacrymal a été de plus en plus étudié ces dernières années dans divers contextes physiopathologiques. L'objectif de notre étude est d'identifier les modifications de la protéomique lacrymale au cours de la cicatrisation cornéenne. La photokératectomie réfractive (PKR), est une méthode de chirurgie au laser Excimer qui consiste à photo-ablater la partie antérieure et centrale de la cornée. Elle crée ainsi un ulcère stérile et reproductible idéal pour une étude protéomique des larmes non biaisée par de potentiels agents exogènes. Ainsi, dans notre étude, nous avons choisi de prélever des patients pris en charge dans notre service pour PKR. 2/ LA CORNEE • 2.1 Anatomie de la cornée Elle présente une face antérieure convexe, recouverte par le film lacrymal et les paupières qui la protègent, et une face postérieure concave au contact de l'humeur aqueuse. La cornée possède un double rôle protecteur et réfractif. Elle est à elle seule responsable des 3/4 du pouvoir réfractif de l'oeil. La cornée saine est avasculaire. L'humeur aqueuse en postérieur et le film lacrymal en antérieur assurent sa nutrition et l'évacuation de ses métabolites.Elle est constituée de cinq couches distinctes, d'antérieur en postérieur : l'épithélium, la membrane de Bowman, le stroma, la membrane de Descemet et l'endothélium[START_REF] Sridhar | Anatomy of cornea and ocular surface[END_REF].
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 1 Figure 1 : Structure de la cornée

  2.1.5 L'endothélium Il est composé d'une monocouche de cellules hexagonales organisées en « nid d'abeille » d'environ 6µm d'épaisseur. Elles ont pour rôle de pomper l'excès de fluide hors du stroma. Cette déturgescence est possible par l'action de pompes Na+/K+ ATPase empêchant une hydratation de la cornée qui serait responsable d'un épaississement cornéen et d'une baisse de sa transparence. Au cours de la vie, le nombre de cellules diminue et les cellules restantes grandissent pour combler l'espace, ces cellules étant arégénératives. • 2.2 Innervation cornéenne La cornée est le tissu périphérique le plus innervé du corps humain. Elle possède 300 nerf ophtalmique issu du nerf trijumeau se divise lui-même en trois branches : frontale, lacrymale et nasociliaire. Le nerf nasociliaire se ramifie à son tour en nerfs ciliaires longs et courts. L'innervation cornéenne provient de 60 à 80 troncs des nerfs ciliaires pénétrant la cornée dans le stroma profond de manière radiaire au niveau du limbe puis devenant de plus en plus superficiels pour former un plexus sous-épithélial entre la couche de Bowman et le stroma antérieur. Les fibres nerveuses de ce plexus sous-épithélial pénètrent la membrane de Bowman pour former le plexus sous-basal entre la couche de Bowman et les cellules épithéliales basales. Des branches perpendiculaires vont ensuite pénétrer l'épithélium cornéen et se terminer en terminaisons nerveuses libres (13). L'endothélium et la membrane de Descemet quant à eux sont dépourvus d'innervation. L'innervation cornéenne permet le maintien de l'intégrité cornéenne notamment grâce au réflexe de clignement qui permet d'étaler le film lacrymal sur la cornée. La production de ce film lacrymal a lieu suite au réflexe lacrymal sous dépendance de l'innervation cornéenne. Enfin, l'innervation cornéenne a un rôle trophique direct et de modulation des réponses inflammatoires par relargage de neuropeptides trophiques, pro ou antiinflammatoires.
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 31 Anatomie du film lacrymal Le film lacrymal protège la cornée de l'environnement extérieur. Il est composé de trois phases : lipidique, aqueuse et mucinique d'antérieur en postérieur. Ces trois phases sont étroitement intriquées. Le niveau lipidique s'étale en surface afin de limiter l'évaporation, le mucus est dilué dans l'eau et adhère étroitement aux cellules cornéo-conjonctivales superficielles.
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 2 Figure 2 : Le film lacrymal

  (d'eau, d'oxygène et de dioxyde de carbone notamment) entre le film lacrymal et la surface oculaire d'une part et le milieu extérieur d'autre part.

Figure 3 :

 3 Figure 3: Glandes lacrymales : principale et accessoires

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Ulcère cornéen
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 42 Homéostasie cornéenneLes cellules épithéliales se renouvellent tous les 7 à 10 jours. Lorsqu'elles atteignent la surface de l'épithélium, les cellules superficielles desquament et sont remplacées par les cellules ailées de la couche intermédiaire(24). Il existe une véritable homéostasie de l'épithélium cornéen avec la compensation de chaque perte cellulaire permettant de maintenir une épaisseur cornéenne constante.En 1983, Thoft et al[START_REF] Thoft | The X, Y, Z hypothesis of corneal epithelial maintenance[END_REF] ont émis la théorie selon laquelle le limbe serait le réservoir de cellules souches épithéliales et plus précisément les palissades de Vogt au niveau de la couche basale. Le limbe est la région épithéliale située entre la cornée transparente et la conjonctive blanche. Le stroma sous-jacent au limbe renfermant une quantité importante de vaisseaux et de nerfs aide à maintenir l'homéostasie des cellules souches dans le limbe[START_REF] Castro-Muñozledo | Review: corneal epithelial stem cells, their niche and wound healing[END_REF].Lors de la division d'une cellule souche, celle-ci donne naissance d'une part à une cellule souche indifférenciée qui restera dans la niche pour maintenir la population de cellules souches, d'autre part à une cellule se différenciant en cellule amplificatrice transitoire. Cette dernière migre de manière centripète vers le centre de la cornée le long de la membrane épithéliale basale(24). Les cellules amplificatrices transitoires vont alors devenir des cellules basales et se divisent : verticalement pour renouveler l'épithélium cornéen et horizontalement pour proliférer le long de la membrane basale.
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 43431 Cicatrisation cornéenneAprès une lésion cornéenne, le renouvellement épithélial se fait par un processus de prolifération cellulaire, migration, différenciation, stratification et apoptose[START_REF] Liu | Corneal Epithelial Wound Healing[END_REF]. Toute atteinte à ce processus entraîne un défect épithélial persistant conduisant à une baisse d'acuité visuelle, surtout si le centre de la cornée est affecté.On distingue quatre grandes étapes de la cicatrisation épithéliale : la phase latente, la phase migratoire, la prolifération et différenciation cellulaires et finalement l'adhésion cellulaire. La phase latente Durant entre 4 à 6h, elle constitue la période entre la création de l'ulcère et le début de la migration cellulaire[START_REF] Dua | Corneal epithelial wound healing[END_REF][START_REF] Agrawal | Corneal epithelial wound healing[END_REF]. Juste après l'apparition de l'ulcère, les cellules épithéliales situées en bordure de la lésion vont réorganiser leur cytosquelette et augmenter leur métabolisme afin de se préparer à migrer vers le centre de la lésion. Les cellules endommagées subissent une apoptose et sont emportées par le film lacrymal. On assiste à une altération des jonctions intercellulaires et les hémidesmosomes unissant les cellules épithéliales basales à la membrane basale sont remplacés par des complexes d'adhésion focale provisoires afin de permettre la migration cellulaire (10)(30)(31).4 .3. 2 La phase migratoireElle correspond au mouvement horizontal des cellules épithéliales en une monocouche afin de recouvrir la surface de la lésion[START_REF]Epithelial wound closure in the rabbit cornea. A biphasic process[END_REF]. Celui-ci est assez rapide, de l'ordre de 60 à 80µm/heure[START_REF] Matsuda | A larger corneal epithelial wound closes at a faster rate[END_REF] et demande beaucoup d'énergie, notamment du glucose présent dans l'humeur aqueuse et des réserves de glycogène intracellulaires. Cette monocouche établit des contacts provisoires avec la matrice sous-jacente.4 .3. 3 La prolifération et la différenciation cellulairesLes cellules épithéliales situées en bordure de la lésion et migrant afin de recouvrir la surface lésée, prolifèrent peu ou pas. Cependant, celles situées plus à distance de la lésion augmentent leur activité mitotique afin de proliférer vers la plaie. L'augmentation périphérique de ce processus mitotique permet l'arrivée de cellules souches épithéliales de la région limbique vers l'ulcère via la membrane basale (34)[START_REF] Hanna | Proliferation and migration of epithelial cells during corneal wound repair in the rabbit and the rat[END_REF]. Cette arrivée de nouvelles cellules contribue à restaurer le nombre initial de cellules épithéliales. De plus, on observe une division verticale des cellules épithéliales accrochées à la membrane basale au niveau de la lésion. Ainsi, la prolifération des cellules épithéliales en périphérie et la différenciation verticale des cellules recouvrant l'ulcère permettent de générer un néoépithélium stratifié.4. 3. 4 L'adhésion cellulaireCette dernière étape cruciale consiste en l'adhésion du nouvel épithélium à la membrane basale et au stroma. Celle-ci est permise grâce au rétablissement des contacts perdus lors de la phase migratoire. Tout d'abord, les jonctions intercellulaires sont rétablies afin de former le plus rapidement possible une barrière protectrice(10).
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 91016 Figure 9 : Number of identified proteins pre and post PRK with Tricine 16% Gel

Figure 11

 11 Figure 11 shows the classification of the samples according to their protein composition. A strongly detected protein is represented by a light red box and a faintly represented protein is represented by a light green box. The samples collected at time 2 seem to have a different protein composition compared to the samples collected at times 1 and 3.
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 41 Comparaison de nos données par rapport aux données actuelles Nättinen et al ont étudié en 2020 les changements précoces du profil protéique du film lacrymal après une chirurgie LASIK (Laser Intrastromal Keratomileusis). Ils ont identifié de nombreuses protéines avec des modifications significatives de leur expression 1,5h après l'opération(48). Ces changements étaient liés à une augmentation de la migration des cellules immunitaires, une réponse inflammatoire et une augmentation de la concentration en ATP nécessaire suite au besoin énergétique accru demandé par le processus de cicatrisation. Parmi les protéines présentant des modifications significatives de leur expression à 1,5h de la chirurgie, les 2/3 d'entre elles présentaient un retour à la normale 1 mois après. De même, ils ont observé qu'une partie des protéines retrouvées présentaient une diminution significative de leur expression 1,5h après le LASIK avec un retour à la normale 1 mois après. Parmi celles-ci, la majorité d'entre elles étaient des sous-unités d'immunoglobulines. Leur hypothèse explicative étant que le film lacrymal à 1,5h de l'opération était influencé par l'utilisation des collyres associés à la chirurgie et qu'ainsi l'expression des protéines liées à la réponse immunitaire pourrait être altérée. Une autre hypothèse serait que dans les heures suivant la chirurgie, les immunoglobulines se lieraient aux tissus lésés ou que leur production pourrait prendre plus de temps, ce qui empêcherait de les identifier dans le film lacrymal. Dans notre étude, portant sur des patients opérés de PKR et non par LASIK, 88 protéines ont été identifiées au niveau de la bande 3 de nos prélèvements. 19 protéines voient leur expression augmenter en post opératoire immédiat (temps 2) comparé au pré opératoire (temps 1), à l'inverse 13 voient leur expression diminuer. 10 protéines sont plus exprimées au temps post opératoire immédiat qu'à J3 (temps 3) contre 5 protéines sousexprimées.
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 42 Perspectives thérapeutiques 4 . 2. 1 Enjeux actuels Les lésions cornéennes peuvent être d'origine systémique (maladies autoimmunes), traumatique (éraflures, brûlures, corps étrangers…), inflammatoire ou infectieuse (virale, bactérienne, parasitaire ou mycologique), liées à une sécheresse oculaire…. Elles peuvent être superficielles et sans séquelle ou bien plus sévères, persistantes ou récurrentes et engendrant des complications visuelles dont des cicatrices cornéennes, des perforations ou des érosions récurrentes. En cas d'opacification cornéenne, la greffe de cornée constitue le traitement le plus fréquent. Cependant, cette technique n'est pas sans risque et n'est disponible que dans les pays les plus développés. On assiste de plus à une pénurie de greffons. Ainsi, environ 40 000 patients sont en attente d'une greffe de cornée chaque année en Europe (50). Approximativement 10 millions de personnes ne sont pas prises en charge au niveau mondial du fait de cette pénurie, et on déplore 1,5 million de nouveaux cas de cécité cornéenne chaque année. Par ailleurs, on assiste à un développement croissant des techniques de chirurgie réfractive telles que la PKR et le LASIK. Cela pose un double problème. Premièrement, ces chirurgies rendent les cornées des patients opérés inutilisables pour un potentiel don, ce qui va augmenter la rareté des cornées disponibles pour la greffe (51). De plus, malgré les très bons résultats de ces techniques réfractives, plusieurs complications peuvent cependant en découler et affecter ainsi la vision des patients : ectasies cornéennes, opacifications, sécheresse oculaire…. (52)(53)(54) Malgré les progrès médicaux concernant les thérapeutiques cornéennes, il reste néanmoins primordial d'augmenter l'efficacité et la disponibilité des traitements. Cela passe par une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les troubles de la cornée et notamment ses processus de cicatrisation.
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 22 Études en cours Une expérimentation est actuellement en cours à l'INSERM. Le but étant qu'une fois qu'un facteur d'intérêt pro-cicatrisant aura été identifié, on puisse créer à partir de ce dernier un traitement cicatrisant. L'expérimentation consiste à injecter un ARNm (Acide Ribonucléique messager) codant pour un facteur sélectionné dans la glande lacrymale d'une souris afin que la glande le produise et le sécrète dans le film lacrymal. Après quoi, une abrasion cornéenne sera réalisée chez cette souris et on analysera si la souris injectée cicatrise plus rapidement qu'une souris non injectée. Ce protocole animal a été validé par l'INSERM. En attendant d'avoir trouvé le facteur pro-cicatrisant le plus adapté, l'équipe est en train de tester si l'injection d'ARNm est efficace et si l'ARNm est bien incorporé par la glande lacrymale. Pour cela, un test est réalisé avec de l'ARNm d'EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein : protéine fluorescente verte) injectée dans l'une des glandes lacrymales de la souris. Si le test est efficace, de l'EGFP devrait être produite par la glande lacrymale, sécrétée dans les larmes de l'oeil homolatéral et ainsi retrouvée après analyse en fluorescence du film lacrymal.
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	Thibaut, vous êtes ma deuxième famille. A Thibaut C. : notre papa caille et maître Kung Fu au grand coeur.
	A Laurie : pour ta gentillesse et ta douceur.
	A Adèle : notre maman caille. A ce fameux : « au début je pensais que t'étais hautaine, A Vincent : C'était un plaisir d'apprendre à te connaître en Grèce.
	mais en fait pas du tout » bilatéral. Des soirées manades à l'ECN, la coloc, les vacances
	ensemble… un beau chemin à tes côtés !
	A Flora : ma Floflo. Tu sais être à l'écoute des autres comme personne. Merci pour ta
	grande sensibilité et ta douceur. Tu es une amie et une confidente en or.
	A Lucie : ma partenaire de dancefloor et de toutes les aventures. La seule à avoir réussi à
	me faire aimer (en partie) la techno et m'avoir fait aller au Dieze. Je sais que je peux compter
	sur toi en toutes circonstances, tu es une perle. Merci pour tout, vraiment.
	A Matt : notre mister Gadget, notre « Super » man, notre kitteur. Un coloc et un
	organisateur de voyages de rêve de compet ! Même si tu n'arrives pas à aimer le latino et
	que tu me critiques pour ça je t'aime quand même.
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	2.1.1 • 2.2 • 3.1

  Les mucines sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire assurant un rôle de lubrification, d'hydratation, de barrière et d'élimination des germes pathogènes.

	• 3.2 Glandes lacrymales principales (18)(19)
	Responsable de la sécrétion de la phase aqueuse du film lacymal, la glande lacrymale est
	une glande exocrine située à la partie supéro-latérale et antérieure de l'orbite dans la fosse
	lacrymale de l'os frontal. Elle mesure en moyenne 20 mm de long, 15 mm de large, 3 à 5
	mm d'épaisseur et pèse entre 60 et 80 grammes.
	La glande lacrymale principale possède 8 à 12 canaux excréteurs principaux qui se vident

3.1.2 La phase aqueuse

La phase aqueuse est sécrétée par les glandes principales et les glandes lacrymales accessoires de Krause et de Wolfring situées dans le stroma conjonctival.

La proportion et le mécanisme de production de ces glandes accessoires restent méconnus, et il est très difficile de faire la séparation entre la sécrétion principale et accessoire. Traditionnellement, on pensait que la glande lacrymale principale était responsable uniquement de de la production lacrymale réflexe et émotionnelle tandis que les glandes accessoires de Krause et de Wolfring étaient responsables du larmoiement basal. Cependant, des données récentes suggèrent que les glandes principales et accessoires participent aux deux types de production lacrymale

(18)

. Elle a un rôle nutritif et protecteur. Composée à 98% d'eau, elle contient également des électrolytes, des enzymes, des facteurs de croissance, des immunoglobulines et des protéines anti-inflammatoires.

3.1.3 La phase mucinique

La phase mucinique au contact de l'épithélium permet l'adhésion du film lacrymal à ce dernier et rend la surface oculaire hydrophile. Elle est sécrétée par les cellules caliciformes. dans le cul de sac conjonctival supérieur environ 5mm au-dessus du bord latéral du tarse après être passés, en arrière de l'aponévrose, à travers le muscle de Muller et la conjonctive.

L'innervation de la glande lacrymale est complexe.

  Le développement récent de la protéomique et de la spectrométrie de masse ont permis de mieux appréhender la composition du film lacrymal mais beaucoup reste à apprendre sur le protéome lacrymal et le rôle des différentes protéines.

	Transforming Growth Factor Beta (TGF-ß) et l'Hepatocyte Growth Factor (HGF) sont
	également reconnus pour jouer un rôle pleiotropique dans l'homéostasie de l'épithélium
	cornéen (40).
	Une meilleure compréhension et analyse des protéines dans les différents cas
	5/ PKR physiopathologiques permettrait d'envisager de nouvelles options thérapeutiques.
	La chirurgie réfractive au laser excimer s'est beaucoup développée ces dernières années La cicatrisation cornéenne représente un problème de santé important, la cornée étant un
	en démontrant sa sécurité et ses bons résultats fonctionnels. tissu particulièrement exposé aux agressions externes. Toute altération du processus de
	La Photokératectomie réfractive (PKR) a été développée en 1983 par le Dr Steven Trokel cicatrisation cornéenne entraîne un risque de cécité par opacification cornéenne ou
	(42). Elle permet de corriger les différentes amétropies : myopie faible à modérée, perforation.
	astigmatisme et hypermétropie. Une meilleure compréhension des mécanismes de cicatrisation devrait permettre de
	développer des traitements adaptés aux conditions locales, avec alors une efficacité
	thérapeutique plus importante.
	6/ PROBLEMATIQUE
	L'analyse protéomique des différents fluides biologiques s'est révélée être une des
	approches les plus prometteuses de découverte de biomarqueurs dans différents cas
	physiopathologiques et processus cicatriciels (45)(46).
	Le film lacrymal est un fluide biologique complexe essentiel à la nutrition et la protection
	de la surface oculaire.
	Du fait de son accès facile et non invasif il a été de plus en plus étudié ces dernières années
	dans différents cadres physiopathologiques. Il reflète en effet l'état physiologique des
	tissus sous-jacents (14). De ce fait, ses différents biomarqueurs sont une source d'analyse

).

Chez un sujet sain, la cicatrisation cornéenne a lieu spontanément et est supportée par la production par la glande lacrymale de facteurs spécifiques sécrétés dans les larmes réflexes

[START_REF] Petznick | Contributions of ocular surface components to matrix-metalloproteinases (MMP)-2 and MMP-9 in feline tears following corneal epithelial wounding[END_REF]

[START_REF] Nagano | Effects of substance P and IGF-1 in corneal epithelial barrier function and wound healing in a rat model of neurotrophic keratopathy[END_REF]

[START_REF] Wilson | Lacrimal gland HGF, KGF, and EGF mRNA levels increase after corneal epithelial wounding[END_REF]

. Parmi ceux-ci, l'Epithelium Growth Factor (EGF) est le plus connu et régule positivement la prolifération des cellules épithéliales cornéennes

[START_REF] Xiao | Therapeutic effects of epidermal growth factor on benzalkonium chloride-induced dry eye in a mouse model[END_REF]

. Le Après un pelage de la surface épithéliale sur environ 8-9 mm de diamètre, une ablation laser de la membrane de Bowman et du stroma antérieur est réalisée. La repousse épithéliale se fait en 4 à 5 jours.

Les résultats visuels sont bons dans la plupart des cas bien que certains patients présentent des complications dont la principale est le haze cornéen

[START_REF] Fogla | Preferred practice patterns for photorefractive keratectomy surgery[END_REF]

. Celui-ci est lié à une prolifération anarchique cellulaire stromale et épithéliale ainsi qu'à la modification de la matrice extra-cellulaire aboutissant à la perte de transparence cornéenne

[START_REF] Phelouzat | Haze après PKR. Un rappel. Les cahiers d'Ophtalmologie[END_REF]

. intéressante dans le cadre d'études de pathologies oculaires ou systémiques

[START_REF] Von Thun | Tears as a source of biomarkers for ocular and systemic diseases[END_REF]

.

Dans notre étude nous avons réalisé une analyse détaillée de la modification de la protéomique lacrymale au cours de la cicatrisation cornéenne. Nous avons décidé d'utiliser comme modèle de cicatrisation cornéenne des patients ayant subi une PKR afin d'étudier des cas d'ulcères reproductibles et « stériles » et de nous affranchir ainsi de toute contamination de nos analyses par des pathogènes extérieurs.

Table 1 : Protein concentrations (mg/mL) of the different samplesTable 2 : Human tears from 5 patients at 3 different times
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On observe ainsi un retour à la normale très rapide de l'expression de la majorité des A J7, l'expression de ces deux facteurs de croissance revient à la normale.

On observe donc dans cet article un retour à la normale rapide des facteurs de croissance tout comme dans notre étude où la différence n'est pas significative entre le temps 1 et le temps 3.

On observe dans notre étude une majoration significative au temps 2 de la Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3, qui diminue de manière également significative au temps 3 concordant donc avec les résultats de l'équipe de Vesaluoma.

SERMENT

Ø En présence des Maîtres de cette école, de mes chers condisciples et devant l'effigie d'Hippocrate, je promets et je jure, au nom de l'Etre suprême, d'être fidèle aux lois de l'honneur et de la probité dans l'exercice de la médecine.

Ø Je donnerai mes soins gratuits à l'indigent et n'exigerai jamais un salaire au-dessus de mon travail.

Ø Admis (e) dans l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon état ne servira pas à corrompre les moeurs, ni à favoriser le crime.

Ø Respectueux (se) et reconnaissant (e) envers mes Maîtres, je rendrai à leurs enfants l'instruction que j'ai reçue de leurs pères.

Ø Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses. Que je sois couvert (e) d'opprobre et méprisé (e) de mes confrères si j'y manque.

Résumé

Mots-clés : glande lacrymale, film lacrymal, épithélium, protéomique, cicatrisation

Introduction :

La cornée est un composant oculaire essentiel à la fonction visuelle. En cas d'atteinte, une cicatrisation cornéenne optimale est nécessaire afin de préserver sa transparence. La cornée étant avasculaire, les facteurs de croissance nécessaires pour assurer sa cicatrisation lui sont apportés par le film lacrymal. L'objectif de cette étude était de réaliser une analyse détaillée de la modification de la protéomique lacrymale au cours de la cicatrisation cornéenne. Nous avons choisi d'étudier comme modèle de cicatrisation les ulcères post photokératectomie réfractive.

Matériel et méthodes :

Nous avons inclus dans cette étude cinq patients ayant subi une photokératectomie réfractive dans notre service d'ophtalmologie du CHU Gui de Chauliac. Les patients devaient avoir entre 18 et 50 ans. Les critères d'exclusion étaient l'existence d'une maladie systémique, une pathologie oculaire ou une ménopause. Un test de Schirmer était réalisé en pré chirurgie (temps 1), juste après l'opération (temps 2) et trois jours après la photokératectomie (temps 3). Un pré-fractionnement sur gel Tricine 16% a permis de diviser les échantillons en 8 bandes. La bande 3, la plus visuellement intéressante, a ensuite été analysée en spectrométrie de masse.

Résultats :

88 protéines humaines sont identifiées dans la bande 3. Un test de Student, avec un « permutated-based FDR » de 0.05, montre une différence significative de la composition protéique entre les temps 1 et 2 ainsi que les temps 2 et 3.

Discussion et conclusion:

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence une modification significative de la protéomique lacrymale au cours de la cicatrisation cornéenne. D'autres études sont nécessaires afin de confirmer nos résultats et d'évaluer le rôle précis des protéines identifiées ainsi que leur potentielle utilisation à visée thérapeutique.