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INTRODUCTION

La dystrophie endothéliale de Fuchs, décrite pour la premiéere fois en 1910, est une
pathologie dégénérative de la cornée. Elle représente la principale cause de défaillance de
'endothélium cornéen. Cette affection entraine une perte progressive des cellules
endothéliales jusqu’a la décompensation cornéenne, amenant a des complications telles
gu’'une sensibilité accrue a la lumiére, des douleurs oculaires et la perte progressive de la

vision. L'impact sur la qualité de vie des patients est par conséquent considérable.

Le traitement de cette pathologie a évolué au cours des années, allant de la
kératoplastie transfixiante a des techniques plus modernes et moins invasives comme la
kératoplastie endothéliale. La DMEK (Descemet membrane endothelial keratoplasty) est

devenue la référence dans la prise en charge de cette maladie.

Néanmoins, malgré les avancées techniques et le taux de réussite élevé, il est acquis
qu’il existe une perte cellulaire endothéliale significative au cours des 2 premiers mois post
opératoires pouvant compromettre la durabilité du greffon et la qualité visuelle du patient. Cette
perte cellulaire endothéliale est en partie liée aux manipulations per opératoires
particulierement traumatisantes pour I'endothélium. Il est donc important que la densité
cellulaire endothéliale au moment de la greffe soit la plus haute possible, permettant ainsi une

durée de vie du greffon plus importante.

La conservation des greffons est une étape clé dans la viabilité du greffon. Elle doit étre
la plus optimale possible. L'organoculture est la méthode de conservation la plus courante en
Europe. Elle permet une conservation prolongée allant jusqu’a 35 jours. Toutefois, les milieux
de conservation entrainent un cedéme stromal important, toxique pour la cornée, rendant la
manipulation du greffon au bloc opératoire complexe et la récupération visuelle plus lente (en

particulier pour les kératoplasties transfixiantes).

En conséquence, il existe des agents osmotiques utilisés comme solutions de
déturgescence tel que le dextran T500. |l s’agit d’'un polysaccharide de haut poids moléculaire,
dont la toxicité cellulaire endothéliale a été évoquée dans certaines études récentes. Cette

toxicité serait significative a partir de 4 jours de déturgescence.




Nous rappelons qu’a ce jour, lors d’une procédure standard de DMEK en France, la
déturgescence des greffons n’est pas obligatoire. Cependant, la manipulation et la dissection
des greffons cornéens par le chirurgien au bloc opératoire semble moins complexe lorsque
que le greffon a été préalablement déturgé. De plus, les plis descemétiques induits par
I',cedéme stromal lors de I'organoculture pourraient également avoir un effet délétére sur la
densité cellulaire endothéliale. De nombreuses études ont étudié I'impact de la déturgescence

sur I'endothélium avant la greffe, contrairement aux critéres fonctionnels post opératoires.

Enfin, depuis I'émergence des DMEK prédécoupées, certaines études récentes ne
retrouvent aucune différence significative sur la toxicité du dextran sur ce type de DMEK voire
un role protecteur du dextran dans les DMEK préchargées dans une cartouche en plastique

pour lentille intra oculaire.

Devant cette ambiguité dans la littérature, nous avons choisi d’articuler cette thése
autour de I'impact de la déturgescence a 'aide du dextran sur la perte cellulaire endothéliale

aprés une procédure standard de DMEK chez les patients atteints de dystrophie de Fuchs.



RAPPELS

. Lacornée
A. L’anatomie et la physiologie

La cornée représente la partie antérieure du globe oculaire, dans le prolongement de
la sclére. C’est une structure transparente et avasculaire(1). Sa face antérieure convexe est
directement exposée a I'environnement externe par l'intermédiaire du film lacrymal. Elle est
protégée par les paupiéres la recouvrant partiellement ou totalement. Sa face postérieure
concave est baignée par I'humeur aqueuse et forme la paroi antérieure de la chambre
antérieure de I'ceil (Figure 1).

Sur toute la périphérie de la cornée, se trouve le limbe, tissu trés vascularisé, réservoir

en cellules a haute capacité proliférative(2).
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Figure 1 : Anatomie du globe oculaire. D’aprés www.cancerdesyeux.fr.(3)

La cornée se compose de 6 couches successives décrites ci-dessous de la plus
antérieure a la plus postérieure (Figure 2, Figure 3) :
- Lépithélium, pavimenteux stratifi¢ non kératinisé, est non dissociable du film lacrymal

qui le recouvre car il partage avec celui-ci son réle optique (1% interface traversée par




les rayons lumineux) et son réle métabolique (role de lubrification et de stabilisation de
la cornée). Il mesure 30 a 50 um (10 % de I'épaisseur cornéenne totale) (Figure 4).
La couche de Bowman est une couche majoritairement acellulaire, composée de fibres
de collagéne réparties dans la substance fondamentale. Elle mesure 8 a 10 um (Figure
5).

Le stroma est une couche avasculaire, composée de lamelles de collagéne entre
lesquelles s’intercalent des kératocytes et de la substance fondamentale. On y retrouve
des cellules de Schwann, des lymphocytes B et T, des cellules mononucléées et des
cellules de Langerhans. Elle mesure 500 um, soit 90% de I'épaisseur cornéenne. Les
propriétés anatomiques, biochimiques et biomécaniques du stroma conférent a la
cornée sa solidité et sa transparence (Figure 6).

La couche de Dua est une membrane stromale postérieure décrite par le Professeur
Harminder Dua en 2013(4). Elle mesure environ 10 um et est composée de fines
lamelles de faisceaux de collagéne solidement entrelacées. Elle est dépourvue de
kératocytes.

La membrane de Descemet est une membrane acellulaire sécrétée par I'endothélium
(Figure 7). Elle est trés résistante, amorphe, élastique, perméable a I'eau. Elle mesure
environ 10 um. Son épaisseur augmente avec I'adge et dans certaines pathologies. Elle
est formée de collagénes (IV et VIII) et contient de la fibronectine, de la laminine type
1 et des protéoglycanes (héparane, dermatane et kératane sulfates)(2).

L’endothélium (détaillé plus loin).
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Figure 2 : Les couches de la cornée. D’apres www.centre-cornee-keratocone.com.(5)



Figure 4 : Epithélium cornéen en microscopie optique, coloration HES (& gauche) et en microscopie électronique,
x220 (a droite). D’apres Anatomie de la cornée.(2)

Figure 5 : Couche de Bowman en microscopie électronique, x10 000. D’aprés Anatomie de la cornée.(2)



Figure 6 : Stroma cornéen en microscopie optique, coloration HES (a gauche) et en microscopie électronique, x
720 (a droite). D’aprés Anatomie de la cornée.(2)

Figure 7 : Jonction entre le stroma et la membrane de Descemet en microscopie électronique. D’apres Anatomie
de la cornée.(2)

La cornée est trés richement innervée. Son innervation dépend des nerfs ciliaires longs
et courts, qui pénétrent de fagon radiaire a la périphérie de la cornée au niveau du stroma
moyen et perdent leur périnévre ainsi que leur gaine de myéline a environ 1 mm de leur entrée

du limbe, permettant de maintenir la transparence de la cornée(6) (Figure 8).



Figure 8 : Nerfs cornéens, photographie en HRT. D’apres Anatomie de la cornée.(2)

La cornée, avasculaire, regoit son apport nutritif du limbe (par la périphérie cornéenne
via les artéres ciliaires antérieures qui émergent de la sclére en regard des muscles droits

horizontaux). Elle regoit également son apport nutritif des larmes et de I’humeur aqueuse.

La cornée posséde une forme convexe et est irrégulierement asphérique. Elle est
traversée par des rayons lumineux (de longueur d’'onde comprise entre 400 et 650 nm(7)) qui
convergent vers la rétine. Dans leur propagation, les rayons lumineux traversent un ensemble
de 4 dioptres centrés sur un méme axe de révolution : la cornée, ’humeur aqueuse, le cristallin
et enfin le corps vitré.

La cornée représente a elle seule, les deux tiers du pouvoir réfractif de I'ceil. Sa
puissance de 43 dioptries se décompose en un dioptre cornéen antérieur de 49 dioptries et un
dioptre cornéen postérieur de - 6 dioptries. Ses propriétés optiques varient en fonction de sa
forme, sa courbure (puissance), sa régularit¢ et son épaisseur intimement liée a sa

transparence.

B. L’endothélium cornéen
1. L’anatomie

Il s’agit de la couche la plus postérieure de la cornée, elle est en contact avec 'humeur
aqueuse.

L’endothélium est formé d’une monocouche de cellules uniformes hexagonales
plates, jointives, qui mesurent environ 5 a 6 um de hauteur et 15 a 20 um de largeur(2) (Figure
9). Cette monocouche cellulaire a une disposition caractéristique réguliere en « nid
d’abeilles » (Figure 10). Ces cellules se composent d’'un volumineux noyau ovale



centrocellulaire, occupant la plus grande partie de la cellule. Les cellules endothéliales
présentent de nombreuses interdigitations et contiennent de nombreuses jonctions complexes
(zonas occludens, macula occludens et macula adherens). Les gaps junctions permettent le
transfert de petites molécules et d’électrolytes d’'une cellule endothéliale a I'autre. Ces cellules

interconnectées se comportent comme une barriere face a 'humeur aqueuse.

Figure 9 : Endothélium cornéen en microscopie optique, coloration HES (a gauche) et en microscopie
électronique, x 2200 (a droite). D’apres Anatomie de la cornée.(2)
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Figure 10 : Endothélium cornéen en microscopie confocale (a gauche), nid d’abeille. D’aprés Anatomie de la
cornée(2) et https://www.sciencesetavenir.fr(8)



2. La fonction

A I'état physiologique, la cornée est transparente grace a l'organisation réguliére des
fibres de collagéne dans le stroma cornéen. Elle le reste grace a la fonction de pompe
endothéliale qui lutte en permanence contre I'hnydrophilie spontanée du stroma. La cornée
reste ainsi dans un état de perpétuelle déturgescence (78 % d'eau en moyenne). Elle garde
une épaisseur constante avec moins de 4 % de variation quotidienne et une organisation

stable de son stroma(9).

Le role de I'endothélium, qui ne représente que 2 % de I'épaisseur d'une cornée adulte, est
essentiel a la fonction visuelle. Il fonctionne comme une pompe active grace a la pompe
Na*/K* ATPase (Figure 11). Le Na* est expulsé dans I'humeur aqueuse et le K* est libéré dans
la cellule endothéliale, ce qui crée un gradient osmotique assurant la déturgescence du stroma
(les mouvements de I'eau suivent les mouvements de I'ion Na*). Ces ions générent également
une différence de potentiel d’environ 500 mV entre les milieux intra et extracellulaires
endothéliaux. Les mouvements de lion bicarbonate (HCO3;™) sont responsables de la
polarisation négative de la face postérieure de I'endothélium, ce qui intervient aussi dans le

phénoméne de déturgescence.
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Figure 11 : Schéma de la pompe endothéliale. D’aprés The Physiology of Cornea.(10)




3. La densité endothéliale

Le nombre de cellules endothéliales (CE) par unité de surface (mm?) ou densité
cellulaire endothéliale (DCE) est le critere le plus simple et le plus largement utilisé pour
qualifier un endothélium cornéen.

Les cellules endothéliales sont bloquées en phase G1 du cycle cellulaire et ne peuvent

donc pas se renouveler par mitose. Ce qui entraine une diminution progressive de la densité
endothéliale. La DCE décroit donc avec l'age mais de fagon non linéaire. Elle décroit
rapidement aprés la naissance pendant une période trés courte. Le taux de décroissance
pendant I'age adulte est généralement estimé de 0,3 % a 0,7 % par an.
La DCE est plus importante en périphérie qu’au centre de la cornée. Chez I'adulte sain, la DCE
centrale est entre 2000 et 3 500 cellules/mm?, soit 250 000 & 450 000 CE par cornée. Elle
a une trés forte variabilité inter individuelle(11) mais elle est néanmoins trés similaire entre les
cornées droite et gauche, ainsi qu’entre les hommes et les femmes(12). La DCE peut étre
également influencée par la présence d'un diabéte. En revanche, elle n’est pas influencée par
une hypertension artérielle, un tabagisme ou par I'exposition aux UV.

Chez I'adulte, les variations de taille (polymégathisme) et de forme (polymorphisme)
sont plus importantes et s'accentuent avec I'age(13). Ces variations sont expliquées par le fait
que lorsqu’un défect local survient aprés la mort spontanée d'une cellule endothéliale, 'espace
laissé libre sur la membrane de Descemet est trés vite comblé par la migration et
I’élargissement des cellules endothéliales avoisinantes, altérant localement la régularité de

la mosaique.

Figure 12 : Réparation endothéliale par migration et élargissement. D’apres L’endothélium cornéen.(9)

Il existe un effet de seuil en-dessous duquel la fonction de pompe endothéliale ne peut
plus étre assurée : ce seuil est situé autour de 400 a 500 cellules/mm?. Lorsque le seuil est

franchi, un cedéme stromal irréversible se développe et s'aggrave jusqu'a provoquer une
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kératopathie bulleuse (Figure 13) caractérisée par des plis endothéliaux, une cornée souvent

trés opaque, des bulles épithéliales fragiles puis une néovascularisation cornéenne(9).

-

Figure 13 : Kératopathie bulleuse. D'aprés le CHU de Rouen.

4. Les techniques d’analyses in vivo

L'observation clinique de I'endothélium cornéen est possible a la lampe a fente,

orientée a 45°, a fort grossissement, grace a la réflexion de la lumiére a la face postérieure de
la cornée (Figure 14).
La microscopie spéculaire sans contact (Figure 15) permet une évaluation de la DCE
centrale. L'endothélium cornéen est également visible en microscopie confocale (Figure
10), sous forme d’'une monocouche de cellules hexagonales hyper réflectives, avec des limites
hypo réflectives et sans noyau visible.

Figure 14 : Observation de I'endothélium cornéen a la lampe a fente. D’aprés le CHU de Rouen.
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Figure 15 : Microscopie spéculaire d'une cornée normale. D’apres le CHU de Rouen.

5. La viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire endothéliale peut étre utilisée pour une évaluation expérimentale
de I'endothélium. En effet, il s’agit du critére le plus précis de la qualité endothéliale(14), car la
mesure classique de la DCE a un instant t n’élimine pas les cellules engagées dans un
processus d'apoptose et n'informe pas sur le statut métabolique des cellules, ce qui entraine
des valeurs de DCE surestimées. Ce critére qualitatif permet d’évaluer des nouveaux milieux

ou nouvelles méthodes de conservation des greffons cornéens.

Un test de viabilité cellulaire fluorescent (Figure 16) a été mis au point a l'aide de la
triple coloration HEC (Hoechst-33342, éthidium homodimére et calcéine-AM)(15) :
- Le Hoechst-33342 (H) colore en bleu le noyau de toutes les cellules qu’elles soient
vivantes ou mortes.
- L'éthidium homodimeére (E) colore en rouge le noyau des cellules mortes.
- La calcéine-AM (C) colore en vert le cytoplasme des cellules vivantes.

L'acquisition des images se réalise a I'aide d'un microscope a fluorescence équipé des trois
filtres. La densité et la viabilité endothéliale sont calculées a I'aide d’un logiciel.
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Phénotype(9) H E C Traduction
Zone viable + - + Cellules vivantes
Zone non viable large | - - - Descemet anue
+ - - Phase précoce de mort cellulaire
Zone non viable + + - Phase intermédiaire de mort cellulaire
- + - Phase avancée de mort cellulaire

Tableau 1 : Tableau représentant I'interprétation du test de viabilité a la triple coloration HEC.

Figure 16 : Greffon cornéen avec endothélium prédécoupé selon la technique d’hydrodissection Muraine, en
microscopie a fluorescence, triple coloration HEC. Deux filtres de fluorescence ont été utilisés (Pour Hoechst et
Calcein). D’apres le CHU de Rouen.

13



Il. Ladystrophie endothéliale de Fuchs

A. L’historique

La dystrophie de Fuchs a été décrite en 1910 par Ernst Fuchs (1851-1930,
ophtalmologiste autrichien), comme une affection caractérisée par une réduction de la
transparence cornéenne centrale sous le terme de « dystrophia epithelialis corneae »(16), «
epithelialis » se référant a la présence de bulles sous épithéliales liées a la présence d'un

cedéme stromal et sous épithélial prononceé.

Dans les années 20, Alfred Vogt (1879-1943, ophtalmologiste suisse) décrivit la
présence de « gouttes », petites excroissances arrondies, au niveau de I'endothélium, faisant

saillie a la face postérieure de la cornée.

B. L’épidémiologie
Ce n’est pas une maladie rare : l'incidence est supérieure a 1/2000. Il existe une

prédominance féminine entre 2,5 et 3,1. La prévalence serait de 4% a 11 % des individus de
plus de 40 ans(17).

C. La physiopathologie

La transmission est autosomique dominante. La pénétrance est de 100 %,
d’expressivité variable. Il existe une forme précoce et forme tardive :
- Dans la forme précoce, le géne COL8AZ2 impliqué dans la production du collagéne VIl
situé sur le chromosome 1 a été mis en cause(18).
- Dans la forme tardive, il existe un large spectre d’altérations génétiques. La plupart
sont liées au géne TCF4 codant le facteur de transcription 4(19), situé sur le

chromosome 18.

Les altérations de 'ADN mitochondrial(20) et nucléaire, liées au stress oxydatif(21)
(endogéne génétique et exogéne liés au tabac et aux UV) ont été incriminées dans la genése
de la dystrophie(22) : le stress cellulaire induit est a I'origine d’'une régression du métabolisme
des CE. Ces CE pathologiques sont responsables d’une sécrétion aberrante de molécules de
matrice extra cellulaire tel que le collagéne 8 embryonnaire, qui s’accumule en verrucosités
appelées « guttae » (Figure 17) a la face interne de la membrane de Descemet(23). Ces
verrucosités de collagéne néo formé prennent un aspect en goutte appelée « cornea

guttata de Vogt » visible en lampe a fente.
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Figure 17 : Verrucosités descemétiques (fleches) en histologie et en microscopie électronique. D’apres
Dystrophies cornéennes.(24)

Ces guttaes créent un environnement toxique pour les cellules endothéliales, ce qui
entraine une sénescence et une apoptose cellulaire(25). Au cours de I'évolution, les CE
pathologiques laissent place aux CE voisines qui migrent et s’étendent afin de rester
confluente pour assurer la déturgescence cornéenne. A terme, leur rupture de confluence
engendre un cedeme cornéen qui diffuse dans le stroma jusque sous la membrane basale de
I'épithélium, formant ainsi des bulles sous-épithéliales : | s’agit du stade de la kératopathie

bulleuse.

D. La clinique et les examens complémentaires

Les signes fonctionnels commencent entre 50 et 60 ans dans la forme classique(26)
et entre 10 et 20 ans dans la forme précoce. lls commencent par une sensation de flou visuel
aprés décubitus, qui disparait aprés l'orthostatisme, pour une durée qui augmente avec
I'évolution, témoignant de l'incompétence endothéliale dans la déturgescence : cest le
déverrouillage visuel matinal. |l s’agit du principal marqueur évolutif de I'affection. Au stade
d’cedéme central, on note une baisse d’acuité visuelle permanente, une sensation de corps
étranger, des douleurs a type de décharge électrique puis des érosions épithéliales
récidivantes jusqu’a des douleurs permanentes et invalidantes au stade de kératopathie

bulleuse. Au stade terminal, une fibrose stromale, parfois néovascularisée, s’installe.
Les verrucosités de la membrane de Descemet sont visibles en lampe a fente, donnant

un aspect descemétique en médaillon martelé (argent battu) (Figure 18), mieux visible a fort

grossissement en incidence lumineuse oblique ou en rétro-illumination dilatée.
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Figure 18 : Dystrophie de Fuchs en lampe a fente. D’apres le CHU de Rouen.

En tomographie par cohérence optique (OCT), la pachymétrie centrale est

augmentée (Figure 19), la membrane de Descemet est hyper réflective, épaissie et

irréguliére(27), composée de plusieurs zones hyper ou hypo réflectives, comme un aspect

multi stratifié(9).

Figure 19 : Dystrophie de Fuchs en OCT. D’aprées le CHU de Rouen.

En microscopie spéculaire sans contact, on observe des gouttes, sous forme de

zones noires avec un centre clair (Figure 20) masquant les cellules qui les recouvrent, un

pléomorphisme, un polymégathisme et une diminution de la densité cellulaire endothéliale(28).
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Figure 20 : Dystrophie de Fuchs en microscopie spéculaire. D'apres le CHU de Rouen.
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E. Les traitements

Le traitement médical, au stade d’cedéme débutant paucisymptomatique, comprend
les agents hyperosmolaires aidant a la déturgescence essentiellement épithéliale. Au stade
de la kératopathie bulleuse, la douleur peut étre prise en charge a l'aide d’une lentille
thérapeutique. Le traitement chirurgical est le traitement curatif de référence et consiste a
remplacer le tissu endothélial par une greffe de cornée de type endothéliale.

L'arbre décisionnel thérapeutique est présenté ci-dessous (Figure 21).

Transfixiante

Remplacement
- kératoplastie
endothéliale

Endothélium Abstention
défaillant thérapeutique
éfaillan peutiq . e
hyperosmolaire
. - N Membrane

l —> PKT

Recouvrement
ik conjonctival

Figure 21 : Arbre décisionnel thérapeutique lorsque I'endothélium cornéen d’une dystrophie de Fuchs est
défaillant. D’apres Dystrophies cornéennes.(24)

ncindla -
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lll. La DMEK (Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty)
A. L’historique

Erasmus Darwin (1731-1802, médecin britannique) décrit en 1796 le concept de greffe
de cornée(29).

Les premiéres expérimentations commencérent au XIX*™ siécle, avec le concept de
« kératoplastie » introduit par Franz Reisinger (1787-1855, médecin allemand). La premiére
greffe hétérologue (animale) réussie fit décrite en 1888 par Arthur Von Hippel (1841-1916,
ophtalmologiste allemand)(30).

La premiere greffe homologue (humaine) allogénique réussie fat décrite par Eduard
Konrad Zirm (1863-1944, ophtalmologiste autrichien), en 1905(31). Il s’agissait d‘une
kératoplastie transfixiante sur un homme de 45 ans ayant subi des brllures cornéennes
basiques bilatérales sévéres, a partir d’'une cornée d’un ceil perdu d’un enfant de 11 ans.

Le concept de kératoplastie endothéliale est né dans les années 50 (32), malgré des
résultats fonctionnels décevants liés a la difficulté de la technique et le manque d’instruments
adaptés.

La premiere DMEK est pratiquée et décrite en 2006 par Gerrit Melles(33), en
démontrant qu’il était possible de réaliser un remplacement sélectif autologue d'une membrane

de Descemet et d'un endothélium.

B. La définition

La DMEK (Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty) appartient au groupe des
kératoplasties lamellaires postérieures (endothéliales) (Figure 22), visant a remplacer un
endothélium pathologique : la membrane de Descemet et I'endothélium sont remplacés par

un greffon d'un donneur contenant de la membrane de Descemet et de I'endothélium.

A. B.
Descemet’s DLEK DSEK/DSAEK

Membrane Stroma

Endothelium :\. : ?’< /———\

- Graft > - >

C. DMEK

a -y

Figure 22 : Représentation schématique des différents types de kératoplastie endothéliale. D’apres Corneal
Endothelial Transplantation.(34)
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C. Les indications

Les indications de la DMEK sont larges et concernent I'ensemble des dysfonctions et
dystrophies endothéliales(35) : la dystrophie de Fuchs, la dystrophie postérieure polymorphe,
la CHED, la kératopathie bulleuse du pseudophaque ou de I'aphaque, la décompensation
endothéliale post traumatique, post chirurgicale ou post hypertonie oculaire, le syndrome
iridocornéen endothéliale et I'échec de greffe.

L'indication opératoire se pose en fonction de la géne visuelle et de I'épaisseur
cornéenne centrale(36).

Les possibilités de récupération visuelle sont moindres s’il existe une fibrose stromale
secondaire a un cedéme intra stromal chronique. La kératoplastie transfixiante est alors

privilégiée.

D. Les techniques chirurgicales

Comme expliqué précédemment, la DMEK consiste a ne greffer que I'endothélium et
la membrane de Descemet. Bien que peu colteuse et associée a une récupération visuelle
plus rapide, elle reste une procédure délicate a réaliser en raison de la nécessité de préparer
et de disséquer le complexe endothéliodescemétique du greffon cornéen avant son

introduction dans la chambre antérieure du patient.

Il existe 3 techniques de dissection du greffon :
- Technique SCUBA ou peeling technique(37) : Détachement périphérique du greffon a
l'aide de pince puis trépanation centrale.
- Technique pneumatique(38) : Injection brutale dans le plan prédescemétique d’une
bulle d’air.
- Technique d’hydrodissection de Muraine(39) : Injection dans le plan prédescemétique

de BSS ou de milieu de culture.

Technique d’hydrodissection de Muraine (Figure 23) : La cornée a disséquer est placée sur

une chambre artificielle, endothélium vers le haut. Le Punch Muraine D800 (Moria, France)
permet une trépanation de la membrane de Descemet sur 330°, laissant deux zones
diamétralement opposées intactes, de 15° chacune. De l'air est injecté dans la chambre
artificielle afin d’inverser la cornée. L'endothélium est coloré avec du bleu trypan 0,4%
(Eurobio) et rincé au BSS, permettant une visualisation parfaite de la zone de trépanation. Une
petite spatule ou une pince de Troutman est introduite sous le rabat pour assurer le bon
décollement de la membrane de Descemet sur une longueur de 2-3 mm. Le reste de la

dissection est réalisé avec une canule 27G montée sur une seringue de 2,5 ml remplie de
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milieu de culture ou de BSS. L'injection du liquide vers le centre de la cornée (hydrodissection)
détache facilement I'endothélium. Le greffon est introduit dans une cartouche a injection
d'implant intraoculaire de fagon replié sur lui-méme (endothélium vers l'intérieur), a I'aide de la
canule 27G. Le greffon est injecté dans la chambre antérieure du receveur par une incision de
moins de 2,4mm, apres réalisation d’'un descemetorhexis sur le patient receveur. Le greffon

est déplié dans la chambre antérieure et est maintenu contre la cornée a I'aide d’une bulle

d’air.

Figure 23 : Technique d'hydrodissection de Muraine. D’apres le CHU de Rouen.

La DMEK peut étre associée a la chirurgie de la cataracte. La phacoémulsification est
a réaliser durant le premier temps opératoire. Il ne devra rester aucun résidu de substance
viscoélastique, car cela diminue I'adhésion du greffon a la face postérieure stromale. Un agent
myotique permettra d’assurer un plan irien large pour le soutien du greffon et I'efficacité de la
tamponnade d’air. Pour les patients atteints de dystrophie de Fuchs, il est préconisé de prévoir
une cible réfractive de -0,75 D(40).
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E. Les résultats et les complications

Figure 24 : Dystrophie de Fuchs avant et 2 mois aprés DMEK. D'apres le CHU de Rouen.

Il existe d’excellents résultats visuels post opératoires aprés une DMEK. Rodriguez-Calvo-
De-Mora et al.(41) a montré qu'aprés une série de 500 cas de DMEK (pour dystrophie de
Fuchs, kératopathie bulleuse ou échec de greffe) 75 % des yeux ont une MAVC = 20/25 (=
8/10), 41 % des yeux ont une MAVC = 20/20 (= 10/10), 13 % des yeux ont une MAVC >20/18
(= 12/10) a 6 mois post opératoires. Peraza-Nieves et al.(42) a montré qu’aprés cette méme
série de DMEK, 81 % des yeux ont une MAVC = 20/25 (= 8/10), 49 % des yeux ont une MAVC
> 20/20 (= 10/10), 15 % des yeux ont une MAVC = 20/18 (= 12/10) a 12 mois post opératoires
et est restée stable jusqu'a 24 mois.

La densité cellulaire endothéliale est maximale dans les 2 premiers mois(43). Dans
ces 2 études(41,42), la DCE moyenne a diminué de 37% a 6 mois et de 40% a 12 mois et de
45% a 24 mois (Figure 25).
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Figure 25 : Graphique montrant la DCE jusqu'a 24 mois aprés DMEK. D’apres Peraza-Nieves, et al.(42)
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Des complications post opératoires peuvent survenir. Le décollement post opératoire
du greffon (Figure 26) est la complication la plus fréquente (35%)(44,45). Les autres
complications sont I’hypertonie intra oculaire, I'échec primaire de la greffe (se définissant par

un cedeme persistant malgré un greffon en place), le blocage pupillaire, le rejet (Figure 27) et

le développement d’'une cataracte aprés l'intervention.

Figure 26 : Décollement du greffon. D'apres le CHU de Rouen.

[ . -

Figure 27 : Rejet de DMEK. D'apres le CHU de Rouen.
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IV. Les greffons cornéens
A. L’aspect réglementaire

En France, ce sont les banques de cornées (au nombre de 16 en France), accréditées
par TANSM, qui assurent la conservation, la qualification et la distribution des greffons. Ces
activités respectent les lois de bioéthique du 29 juillet 1994 (revues en 2004, 2014 et 2015) :
respect du corps humain, gratuité du don, anonymat donneur-receveur avec cependant

tragabilité, consentement préalable et présumé du donneur, sécurité sanitaire.

Le premier maillon capital est I’équipe de coordination hospitaliére (accréditée par
'ABM) : elle évalue le dossier médical, explique et recherche auprés des familles la non-
opposition du défunt et assiste le préleveur de cornée comme au bloc opératoire.

Le prélevement doit se faire en théorie dans les 24 heures suivant le décés du patient

a condition que le corps ait été réfrigéré dans les 4 heures suivant 'arrét circulatoire.

Le patient en attente d'une greffe de cornée est directement concerné par les textes
législatifs : l'article L. 673-8 du Code de la santé publique précise que « seules peuvent
bénéficier d'une greffe de cornée les personnes, qui sont inscrites sur une liste nationale en
cours d'élaboration ». LABM est chargée de l'enregistrement de l'inscription des patients sur
la liste d'attente dite GLAC.

B. Les sélections des donneurs

La premiere étape garantissant la sécurité de la greffe est le respect des contre-
indications médicales au prélévement de cornées (Figure 28). Les criteres de sélection
consensuels sont actualisés annuellement par les sociétés savantes européennes (European
Association of Tissue Banks [EATB], European Eye Bank Association [EEBA]) et américaine
(Eye Bank Association of America [EBAA]).
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Infections ° Sida
Hépatites virales actives A, B, C
Séropositivité : VIH, Ag HBs, VHC, syphilis (syphilis active ; infection ancienne avec séropositivité, pas de
contre-indication absolue)
Comportements a haut risque pour les virus VIH et hépatites (homosexualité, prostitution, hémophilie, etc.) ; ainsi
que examen général évoquant toxicomanie ou risque de maladies transmissibles
Encéphalites virales ou d’origine inconnue
Rage ou postexposition au vaccin contre la rage pendant les 12 premiers mois
Rubéole congénitale
Syndrome de Reye
Tuberculose active ou pendant les 6 premiers mois de traitement
Leucoencéphalopathie multifocale progressive
Icteres d’origine inconnue
Infection HTVL-1 et 2
Paludisme actif
Patient ayant un organe transplanté ®
Antécédent de vaccination récente (< 12 mois) au moyen d’un vaccin vivant atténué

Hémodialyse
Pathologie du systeme nerveux Maladie de Creutzfeldt-Jacob (CJ) et groupes a risques : antécédents familiaux de CJ, receveur de greffe de dure-mere
central d’origine inconnue avant 1992 ou d’hormones pituitaires d’origine humaine

Maladie du systéme nerveux central de cause inconnue (sclérose en plaques, Alzheimer, etc.)
Panencéphalite sclérosante subaigué

Syndrome d’asthénie chronique

Décés de cause inconnue

Cancers © Toute hémopathie maligne
Tumeur primitive cérébrale métastasiante
Maladie oculaire et antécédent Inflammation oculaire
de chirurgie oculaire Anomalies congénitales ou acquises de 1’ceil ou antécédents de chirurgie oculaire susceptibles de retentir sur

I'évolution de la greffe
Rétinoblastome, Tumeurs malignes du segment antérieur
Receveur d'une greffe de cornée, de sclere, de limbe

Traitements pouvant modifier Hémodilution (si le volume administré de plasma et colloide dans les 48 h pré-mortem est supérieur a S0 % du
les résultats de qualification volume plasmatique du donneur)
biologique des donneurs Traitement a base d’agent immunosuppresseur par voie générale (sans précision) 4

@ La septicémie n’est pas une contre-indication : les donneurs atteints de septicémie bactérienne peuvent faire I’objet d’une évaluation et étre pris en considération pour
un don de cornées dans le cadre d’organoculture (un contréle microbiologique est réalisé systématiquement sur le milieu de prélévement et sur le milieu de culture).

b Un patient greffé de la cornée peut en revanche donner ses organes.

¢ Aucun autre cancer, qu'il soit métastatique ou pas, n’est une contre-indication au don de cornée.

d Bien évidemment, une corticothérapie au long cours n’est pas une contre-indication au don de cornée. Quant aux immunosuppresseurs, ils sont a discuter au cas par
cas.

Figure 28 : Normes minimales consensuelles de la Eye Bank Association of America sur les contre-indications au
don de cornée thérapeutique. D’apres 'EBAA.(46)

Le don de cornée ne comporte théoriquement pas de limite d’age puisque la survie des
greffons n’est pas strictement corrélée a I'age des donneurs(47) mais dépend essentiellement

de la qualité du greffon.

C. Les techniques de prélévement

Le prélevement des cornées est réalisé dans des conditions d’asepsie chirurgicale.
Soit dans un bloc opératoire au cours d’un prélévement multi organe, soit au dépét mortuaire
dans une salle spécifique (prélevement a coeur arrété)(48). Il existe 2 techniques : par excision
in situ ou par énucléation. En France, il s’agit quasi exclusivement d’'un prélévement par
excision in situ (le prélévement par énucléation n’étant autorisé que lors des prélevements

multiorganes).

Les étapes du prélévement par excision in situ (Figure 29) sont :

1/ Utilisation de gants, d’instruments stériles et d’'une blouse chirurgicale.
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2/ Asepsie chirurgicale minutieuse de la peau, de la surface oculaire et des culs-de-sac
conjonctivaux avec deux écouvillons a la povidone iodée (Bétadine® 5%) puis ringage
abondant au BSS.

3/ Champage chirurgical et pose d’'un blépharostat.

4/ Désinsertion conjonctivale limbique sur 360°. La conjonctive est réclinée dans les culs-
de-sac conjonctivaux.

5/ Découpe sclérale a 3 ou 4 mm du limbe aprés marquage au trépan de 17 a 19 mm de
diameétre, en déformant le moins possible la cornée (les plis sont délétéres pour les
cellules endothéliales) et en veillant a ne pas entrer en contact avec I'endothélium
cornéen avec la pince.

6/ La cornée (isolée avec sa collerette sclérale) est placée immédiatement dans un
flacon de milieu de conservation, hermétiquement clos.

7/ La restauration tégumentaire est réalisée a I'aide d’'un conformateur assurant le respect
du relief oculaire et la fermeture des paupiéres a I'aide de colle cyanoacrylate.

Figure 29 : Prélevement de cornée. D'aprés le CHU de Rouen.

Un prélévement sanguin (par voie sous-claviére le plus souvent) doit étre effectué pour

la réalisation des sérologies obligatoires.

25



D. La conservation et la déturgescence
1. L’historique

Historiquement, la conservation du globe entier en chambre humide a + 4°C était la
méthode de référence. Elle ne permettait qu'une conservation de 24h. Elle est encore utilisée
dans les pays de faible niveau économique(49). Cette méthode ne comporte pas de controle

microbiologique.

Aux Etats Unis et dans le majorité du monde(50), la méthode de référence est la
conservation d’une collerette cornéosclérale en hypothermie en milieu liquide a + 4°C.
Depuis plusieurs décennies, le milieu de conservation principal est I'Optisol-GS®
(gentamycine-streptomycine). Ce milieu permet une conservation jusqu’a 14 jours maximum.
Il ne contient pas de sérum de veau foetal, mais contient en revanche du dextran et de la
chondroitine sulfate. Ces 2 macromolécules limitent fortement I'oedéme stromal et la formation

des plis stromaux postérieurs. Cette méthode ne comporte pas de contréle microbiologique.

2. En France

En France et en Europe, la méthode de référence est la conservation d’une collerette
cornéosclérale en organoculture entre 31 et 37°C (proche de la température d’'une cornée
in vivo) pour une durée allant jusqu’a 35 jours (selon les pays et les banques). Cette durée de
conservation longue permet de réaliser de nombreux contrdles de sécurité et de qualité ainsi

que de réduire les pertes de greffons par défaut de disponibilité des receveurs.

Le milieu de conservation est un dérivé des milieux de culture cellulaire : le minimum
essential medium (MEM) de Dulbecco. Le réle de ce milieu est de maintenir les fonctions
métaboliques cellulaires pendant la période allant du prélévement de cornée a la greffe.

Le milieu contient également 2 % de sérum de veau foetal indispensable a la survie des cellules

endothéliales au-dela de quelques jours.
En France, ces milieux ont le statut de dispositifs médicaux de classe lll et possédent

le marquage CE (Conformité Européenne). 2 milieux sont actuellement disponibles (Figure
30) : CorneaPrep/Max/Jet® (Eurobio, France) et Tissu-C/Carry-C® (Alchimia, France).
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Figure 30 : Milieux de culture cellulaire actuellement disponibles en France : Eurobio (a gauche) et Alchimia-Moria
(a droite)

Durant la phase de conservation en organoculture, le stroma cornéen devient trés
cedémateux du fait de la perte de pression intra oculaire : I'épaisseur de la cornée double, la
transparence est réduite et de nombreux plis endothéliaux apparaissent. Ces plis
endothéliaux sont responsables d’'une mortalité cellulaire endothéliale accélérée (Figure 31),
altérant la fonction de pompe endothéliale et augmentant I'cedéme stromal(51). C’est un cercle
vicieux.

Cet cedéme stromal entraine une diminution de la maniabilité du greffon au bloc
opératoire, une qualité de trépanation moindre et des sutures plus complexes du fait de la
différence d’épaisseur entre la cornée du donneur et du receveur. Il serait également

responsable d’un ralentissement de la récupération visuelle en post opératoire.

Figure 31 : Observations des plis endothéliaux en organoculture, responsables de zones de mortalité cellulaire
endothéliale (fleche rouge). (A gauche : coloration bleu trypan, au milieu : coloration Calcein AM, a droite : noyaux
cellulaires colorés par Hoechst 33342. D’aprés le CHU et la banque de cornée de Saint-Etienne.

Pour réduire cet cedéme stromal, une phase de déturgescence du greffon est
nécessaire. Elle est réalisée en fin de conservation, dans les jours qui précédent la greffe. La
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cornée est immergée dans un milieu de conservation de méme composition que le précédent,
additionné de dextran T500: il s’agit d’'une macromolécule hyperosmolaire (polymére
synthétique de glucose a grosse chaine) dont les propriétés hydrophiles et osmotiques,
permettent une absorption de I'eau du stroma (la pression osmotique colloidale d'une solution
de dextran a 6% dans de I'eau est équivalente a la pression osmotique colloidale du sang
humain).

La durée de cette phase est limitée a 4-5 jours en fonction des milieux utilisés en
raison d’une toxicité cellulaire endothéliale. Cette toxicité est attribuée a son accumulation
intracellulaire entrainant la formation de vacuoles dans le cytoplasme des cellules
endothéliales (Figure 32)(52-54). Le greffon immergé dans ce milieu de déturgescence,
serait affecté d’'une surmortalité cellulaire estimée a une perte de DCE de 7% par jour de

déturgescence(52,55).
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Figure 32 : Cellules endothéliales en microscopie électronique a transmission x 2000. A : greffon non déturgé. B :
greffon déturgé en dextran. De nombreuses vacuoles cytoplasmiques étaient présentes. D’apres Yoeruek et
al.(54)

E. Les contrdles de qualité et de sécurité

Le contrdle de sécurité microbiologique a pour but de réduire au minimum les risques
de transmission de pathologies infectieuses du donneur au receveur. Le respect des contres
indications médicales au don est la 1°® étape. Ensuite, la stérilité bactérienne et fongique du
greffon est assurée par l'immersion des greffons dans un milieu nutritif contenant des
antibiotiques et des antifongiques (pénicilline, streptomycine et amphotéricine B). Ce milieu
contient également du rouge phénol, indicateur coloré de pH pour détecter une infection
précoce : les micro-organismes produisent du CO2 (dioxyde de carbone) dont la réaction avec
les composés du milieu produisent des protons qui acidifient le milieu et le font virer au
jaune(56).

La mise a I'étude a 31°C pendant quelques jours assure une certaine quarantaine

microbiologique suffisante pour que les inoculi les plus importants se révelent(57).
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La réalisation de tests microbiologiques performants permet de détecter trés
rapidement les contaminations bactériennes et fongiques(58)(59). L’envoi en bactériologie de
la collerette aprés trépanation est devenu inutile car aucune corrélation entre son taux de
contamination et les suites post greffe n’a jamais pu étre démontrée(60,61). L'ensemble des
manipulations des greffons s’effectuent dans une zone dédiée spécifique, en salle blanche

certifiée, sous hotte a flux d’air laminaire, par un personnel accrédité et expérimenté.

Il existe également des contrOles de qualité qui se déclinent en 3 aspects: la
transparence cornéenne, I'épaisseur cornéenne et la densité de cellules endothéliales. En
organoculture, les contréles de qualité sont effectués en parallele des contréles
microbiologiques, aprés réception et mise en quarantaine de la cornée et avant cession pour
greffe.

La qualité endothéliale détermine en partie la survie du greffon dans le temps. Le
parameétre le plus important est la densité cellulaire endothéliale(62). Les banques de
cornée délivrent des greffons ayant une DCE > 2000 c/mm? avant cession du greffon, un
polymorphisme modéré, un polymégathisme modéré, une mort cellulaire < 2%, une perte
cellulaire < 20 % entre le début et la fin de la conservation, 'absence de gouttes en grand
nombre ou confluentes.

Pour pouvoir examiner les cellules endothéliales, il nécessite de déconditionner la
cornée pendant plusieurs minutes. Le greffon doit étre préparé sous hotte a flux laminaire
(systéme ouvert). La préparation débute par une coloration au bleu trypan 0,4% des cellules
endothéliales mortes pendant 1 minute puis ringage et dilatation des espaces
intercellulaires(63) par des bains de sérum physiologique 0,9 % ou de saccharose pendant 4
minutes. Le greffon, placé dans une boite de Pétri® stérile hermétique, est observé au
microscope optique (objectif x10 ou x20) dans la salle blanche. 3 photos sont prises au
minimum pour I'analyse ultérieure.

La DCE est déterminée par une méthode de comptage des cellules par extrapolation
a partir d’un échantillon d'images endothéliales de quelques mm? pour obtenir la DCE totale.
Le comptage manuel est fastidieux, peu standardisé, non tragable et trés variable d’un
technicien a l'autre, cette méthode ne permet pas de mesurer la morphométrie des cellules
qui fait partie des indicateurs de qualité endothéliale. Le comptage informatisé (Figure
33) réalisé par des logiciels d’analyse d’images, donne des résultats fiables et reproductibles

et remplace avantageusement les méthodes manuelles(64,65).

29



Figure 33 : Photographie d’'un endothélium avec contréle de la DCE a la banque de cornée. D’aprés le CHU de
Rouen

Cependant, méme si le comptage de la DCE en banque reste un outil de sélection pour
les cornées éligibles a la greffe, il y a toujours un laps de temps entre le comptage et la greffe,
durant laquelle la perte de cellule endothéliale est non quantifiée (les cellules meurent au

rythme de 1% par jour(66)).

L’évaluation de la transparence cornéenne est subjective, laissée a I'appréciation du
préleveur, du technicien de banque et du chirurgien greffeur en bout de chaine. Des dispositifs
d’analyse d’images ont été développés et validés ces derniéres années (67,68) mais I'idéal
serait de pouvoir mesurer la transparence cornéenne aprés déturgescence, ce qui
nécessiterait un contréle supplémentaire et comporterait un risque de contamination.

L'épaisseur cornéenne est mesurée par tomographie par cohérence optique (OCT),

qui a remplacé le pachymeétre a ultrasons. LOCT permet une mesure rapide, faible et non

contact, tout est gardant le greffon stérile(69).
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ETUDE CLINIQUE

.  Objectif de I’étude

Le but de notre travail est d’analyser I'impact de la déturgescence en dextran sur la
perte cellulaire endothéliale aprés une DMEK, chez des patients atteints de dystrophie

endothéliale de Fuchs.

Il. Matériels et méthodes
A. L’étude prospective

Il s’agit d’'une étude prospective, randomisée, monocentrique, réalisée au Centre

Hospitalier Universitaire de Rouen (Normandie, France).

La sélection des patients : Nous avons recherché tous les patients en attente de DMEK

seule ou associée a une chirurgie de phacoémulsification (PKE) de Mai 2023 a Juin 2024, a
'aide de la liste des demandes de programmations chirurgicales pour greffes endothéliales
sous anesthésie locale par le Pr Muraine, dans le logiciel M-EVA® (Maincare). Pour chaque
patient, le dossier médical ophtalmologique a été étudié a I'aide du logiciel Sophtalmo®
(Corilus), permettant d’'inclure uniquement les patients atteints d’'une dystrophie endothéliale
de Fuchs.

Les patients présentant des comorbidités ophtalmologiques telles qu’un glaucome, une
hypertonie oculaire, un antécédent de chirurgie oculaire autre que la PKE, ont été exclus.

Les patients ont été répartis par paires, afin de se voir attribuer les cornées d’'un méme
donneur. Chaque paire de patients a été programmé pour une intervention le méme jour pour
garantir leur comparabilité.

Ensuite une randomisation binaire a été effectuée a l'aide du site random.org,
permettant d’attribuer a chaque greffon d’'un méme donneur, une déturgescence (GD) ou non
(GND). La randomisation a été effectuée en mode ouvert vis-a-vis du chirurgien et de la

banque de cornée.

La sélection des greffons : Les greffons sélectionnés pour chaque paire de patients

doivent répondre aux caractéristiques suivantes : ils doivent étre issues de cornées prélevées
au sein d'un méme donneur décédé, conformément a la réglementation. La DCE a 10 jours

de conservation doit étre supérieure a 2000 cellules/mm?. La perte de densité cellulaire
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endothéliale entre les 2 contrbles de qualité pré greffe doit étre inférieure a 20%. La mortalité

cellulaire doit étre inférieure a 2%.

Le protocole de conservation (Figure 34) : Le préléevement des cornées a été réalisé

aprés consentement éclairé des proches du défunt. Les cornées sont prélevées au CHU de
Rouen selon la procédure recommandée en France pour les cornées destinées a la greffe.
Elles sont ensuite immergées dans 60 ml de CorneaPrepll (Eurobio, France) pendant 5 jours,
puis transférées dans 100 ml de CorneaMax (Eurobio, France) et stockées a 31°C dans un
incubateur sec. Le controle de qualité endothéliale a été effectué a 10 jours de conservation
et 1 a 2 jours avant la greffe. En raison des week-ends et de I'organisation des horaires de
travail, les dates peuvent varier de 1 ou 2 jours. Le comptage des cellules endothéliales a été
effectué aprés coloration au bleu trypan 0,4% (Eurobio, France) et préparation osmotique de
'endothélium avec du chlorure de sodium a 0,9%. Les cellules endothéliales ont été
visualisées a l'aide d’'un microscope a lumiéere transmise Eclipse 50i (Nikon Japon) objectif
X10 avec un appareil photo numérique (Evolution MP, Mediacybernetics, Silver Sping, MD)
ainsi que le logiciel QCAPTURE PRO (Qimaging, Canada). Minimum 5 images de
'endothélium ont été capturées dans une zone centrale de 8 mm de diamétre. Les cellules
endothéliales ont été comptées par méthode semi-automatique avec le logiciel Image-Pro
Express (Mediacybermetics, USA). La moyenne de densité cellulaire endothéliale a été
réalisée.

Les greffons cornéens randomisés sans déturgescence (GND) sont maintenus dans
leur milieu de conservation CorneaMax original.

Les greffons cornéens randomisés en déturgescence (GD) sont immergés dans 50
ml de Corneadet (Eurobio, France) a la suite du contréle de densité cellulaire endothéliale

avant greffe.

J5 J10 J-2 DMEK
CorneaPrep CorneaMax . CorneaMax
o @ ® == /
oD Jr————===———— o
CorneaPrep ) CorneaMax Cornealet
DCE DCE

Figure 34 : Frise chronologique du protocole.

Les différentes cornées sont ensuite acheminées au bloc opératoire a température

ambiante.
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Les préparations du greffon et les réalisations des greffes de cornée ont toutes été
réalisées par le Pr Muraine, selon la technique d’hydrodissection de Muraine

précédemment expliquée.

La collecte des données : Les données concernant les patients ont été recueillies a

l'aide du logiciel Sophtalmo® (Corilus). Tous les patients greffés bénéficient d’un suivi
standardisé. Les patients étaient examinés a J1, J7, J15, M1, M2 post greffe. Les données
suivantes ont été recueillies en pré opératoire : I'acuité visuelle, la pachymétrie. Les données
suivantes ont été recueillies a 2 mois post opératoire (M2) : la densité cellulaire endothéliale
(DCE) mesurée par microscopie spéculaire (Nidek), la meilleure acuité visuelle corrigée
(MAVC) et la pachymétrie (pachy). Les complications post opératoires survenant au cours des
2 premiers mois ont également été recueillies. Les données concernant les greffons ont été
récupérées a partir de la base de données de la banque de cornée de Rouen: I'dge du
donneur, la densité cellulaire endothéliale avant greffe , la durée d’organoculture et le délai de

déturgescence ont été recueillis.

B. L’étude rétrospective

Il s’agit d’'une étude rétrospective, monocentrique, réalisée au Centre Hospitalier

Universitaire de Rouen (Normandie, France).

La sélection des sujets : Nous avons recherché tous les patients atteints de dystrophie

de Fuchs et opérés d'une DMEK seule ou associée a une chirurgie de phacoémulsification
(PKE) par le Pr Muraine entre Janvier 2022 et Mai 2024 a I'aide de la base de données de la
banque de cornée de Rouen. Selon les données de conservation des greffons
correspondants, nous avons créé deux groupes : greffon déturgé en dextran (GD) ou non
déturgé (GND).

Les patients présentant des comorbidités ophtalmologiques telles qu’un glaucome, une

hypertonie oculaire, un antécédent de chirurgie oculaire autre que la PKE, ont été exclus.

Le protocole de conservation : Les cornées ont été prélevées, stockées et analysées

de maniére identique a celle utilisée dans I'étude prospective.

La collecte des données: Les données recueillies concernant les patients sont

identique a I'étude prospective.
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C. L’analyse statistique

Un test de Student apparié a été utilisé pour la comparaison statistique de I'étude prospective
et un test de Student non apparié pour la comparaison statistique de I'étude rétrospective. Un
test de régression linéaire a été réalisé pour mesurer I'influence de I'dge du donneur et de la
durée de conservation sur la perte cellulaire endothéliale dans les 2 groupes.

La valeur p < 0,05 étant considérée comme significative.

lll. Résultats

A. L’étude prospective
1. La population étudiée

Au total, 17 paires de cornées ont été incluses. Concernant les donneurs (Tableau 2),
'age moyen du donneur est de 68 ans. La durée moyenne d’organoculture est de 20,1 jours.
Les DCE avant greffe étaient comparables dans les 2 groupes avec une moyenne globale
de 2709 cellules/mm?. La durée de déturgescence dans le groupe GD est en moyenne de 0,59
jours. Concernant les patients (Tableau 3), 'dge moyen est de 70 ans, la meilleure acuité
visuelle corrigée moyenne pré opératoire est de 0,45 log MAR, la pachymétrie moyenne pré
opératoire est de 646 um. La randomisation garantit la comparabilité des groupes. Quand bien
méme il peut exister de légers déséquilibres entre les groupes par hasard, cela n’avantage ni
I'un ni 'autre des groupes.

53% des DMEK étaient combinées a une chirurgie de la cataracte.

Total GND GD p value
Age (années) 67,79 (7,39) 67,71 (7,42) 67,88 (7,59)
DCE pré greffe (c/mm?) 2709 (306) 2717 (305) 2700 (316) | 0,714
Durée d’organoculture (jours) 20,1 (3,5) 19,8 (5,5) 20,4 (5,8)
Durée de la déturgescence (jours) | 0,59 (0,37) NA 0,59 (0,37)
Tableau 2 : Caractéristiques générales des donneurs (moyenne et écart type)
Total GND GD p value
Age (années) 70,18 (7.27) 70,23 (572) 70,12 (8,74) | 0,963
MAVC pré opératoire (logMAR) | 0,45(0,25)  0,45(0,24) 0,45(0,27) | 0,973
Pachy pré opératoire (um) 646 (53) 656 (59) 635 (45) 0,378

Tableau 3 : Caractéristiques générales des patients (moyenne et écart type)




2. La densité cellulaire endothéliale post opératoire

Total GND GD Différence de moyenne* (p)
DCE a M2 (¢c/mm?) 1533 (427) 1450 (415) 1615 (436) 165 (p=0,25)
Perte de DCE a M2 (%) | 43 (14) 46 (14) 41 (15) -6 (p=0,3)

Tableau 4 : Analyse de la DCE et de la perte cellulaire a 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student sur séries appariées avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)

Il n’existe pas de différence significative de DCE a 2 mois post opératoire entre les
2 groupes de greffons. On observe tout de méme une tendance a une meilleure DCE a 2 mois
post opératoire concernant les greffons déturgés avec une différence entre les 2 groupes de
165 cellules/mm?.

La perte de cellularité a 2 mois post opératoire est également non significative avec
une légerement tendance en faveur des greffons déturgés (41% pour les greffons déturgés
contre 46% pour les greffons non déturgés). La différence de perte cellulaire entre les 2
groupes est de 6%.

Dans cette étude la perte globale de cellule endothéliale est de 43%.

Le coefficient de corrélation de Pearson entre la densité cellulaire pré-greffe et post-
greffe pour un greffon donné était estimée a 0,43 (p=0,002). Il existe donc une corrélation
modérée entre la DCE avant greffe et post opératoire.
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Figure 35 : Graphique représentant la perte de DCE a 2 mois post opératoire dans chaque groupe.
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Figure 36 : Graphique représentant la DCE a 2 mois post opératoire en fonction de la DCE avant greffe.

Chaque segment de couleur représente une paire de greffons d'un méme donneur, avec I'extrémité carrée qui
représente le greffon déturgé et I'extrémité ronde le greffon non déturgé. La droite noire diagonale représente
I'équation Y=X. Un point sur cette droite correspondrait a un greffon stable en densité cellulaire a M2 de la greffe
par rapport a avant la greffe alors qu’un point en-dessous de la droite correspond a une perte cellulaire et un
point au-dessus correspondrait & une augmentation de la densité cellulaire.

3. La pachymeétrie post opératoire

Total GND GD

Différence de moyenne* (p)

Pachymétrie a M2 (um)

516 (40) 520 (45) 513 (36)

-7 (p=0,54)

Tableau 5 : Analyse de la pachymétrie a 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student sur séries appariées avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)

Il n'existe pas de différence significative de pachymeétrie a 2 mois post opératoire

entre les 2 groupes de greffons. La pachymétrie moyenne a 2 mois opératoire est de 516 um.
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Figure 37 : Graphique représentant la pachymétrie a 2 mois post opératoire dans chaque groupe

4. L’acuité visuelle post opératoire

Total GND GD

Différence de moyenne* (p)

MAVC & M2 (logMAR)

0,16 (0,17) 0,15 (0,13) 0,18 (0,20)

0,03 (p=0,62)

Tableau 6 : Analyse de la MAVC a 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student sur séries appariées avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)

Il n’existe pas de différence significative de meilleure acuité visuelle corrigée a 2

mois post opératoire entre les 2 groupes de greffons. La MAVC moyenne a 2 mois opératoire

est de 0,16 logMAR.

5. Les complications post opératoires

La survenue d’un ou plusieurs rebullages pour décollement du greffon dans les 2

premiers mois post opératoire de la greffe est de 29,4% et 17,6% respectivement dans le

groupe GND et GD. Il n’existe pas de différence significative (p = 0,27).

Aucun cas de rejet de greffe endothéliale n'a été observé pendant la période de suivi.
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6. La perte de DCE en fonction de I'a4ge du donneur

Coefficient béta p-value
Age du donneur 0,773 0,290

Tableau 7 : Influence de I'age du donneur sur la perte cellulaire endothéliale de greffon cornéen déturgé ou non.

L'age du donneur n’est pas significativement associé a une plus grande perte de

densité cellulaire endothéliale dans le groupe avec ou sans déturgescence.

7. La perte de DCE en fonction de la durée de conservation

Coefficient béta p-value

Durée de conservation -0,514 0,599

Tableau 8 : Influence de la durée de conservation sur la perte cellulaire endothéliale de greffon cornéen déturgé
ou non.

La durée de conservation n’est pas significativement associée a une plus grande

perte de densité cellulaire endothéliale dans le groupe avec ou sans déturgescence.
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B. L’étude rétrospective
1. La population étudiée

Au total, 201 cornées ont été incluses, dont 20 déturgées en dextran et 181 non
déturgées. Concernant les donneurs (Tableau 9), 'age moyen du donneur est de 71 ans. La
durée d’organoculture est comparable entre les 2 groupes avec une moyenne globale de 19,8
jours. Les DCE avant greffe étaient comparables dans les 2 groupes avec une moyenne
globale de 2650 cellules/mm?. La durée de déturgescence dans le groupe GD est en moyenne
de 1,16 jours. Concernant les patients (Tableau 10), 'dge moyen est de 71 ans, la meilleure
acuité visuelle corrigée moyenne pré opératoire est de 0,51 log MAR, la pachymétrie moyenne
pré opératoire est de 642 um.

49% et 50% des DMEK étaient combinées a une chirurgie de la cataracte,

respectivement dans le groupe GND et GD.

Total GND GD p value
Age (années) 71,22 (12,27) 71,61 (12,30) 67,65 (11,72) 0,171
DCE pré greffe (c/mm?) 2650 (284) 2647 (287) 2676 (262) 0,658
Durée d’organoculture (jours) 19,81 (4,62) 19,62 (4,40) 21,51 (6,19) 0,084
Durée de la déturgescence (jours) | 1,16 (0,83) NA 1,16 (0,83)

Tableau 9 : Caractéristiques générales des donneurs (moyenne et écart type)

Total GND GD p value
Age (années) 71,32 (8,39) 70,94 (8,41) 74,75 (7,62) 0,054
MAVC pré opératoire (logMAR) | 0,51 (0,35) 0,51 (0,34) 0,57 (0,41) 0,469
Pachy pré opératoire (um) 642 (54) 642 (56) 639 (35) 0,803

Tableau 10 : Caractéristiques générales des patients (moyenne et écart type)

2. La densité cellulaire endothéliale post opératoire

Total GND GD Différence de moyenne* (p)
DCE a M2 (¢c/mm?) 1436 (434) 1431 (443) 1478 (355) 47 (p=0,650)
Perte de DCE a M2 (%) | 46 (17) 46 (17) 45 (13) -1 (p=0,766)

Tableau 11 : Analyse de la DCE et de la perte cellulaire @ 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)
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Il n’existe pas de différence significative de DCE a 2 mois post opératoire entre les
2 groupes de greffons.

La perte cellulaire a 2 mois post opératoire est également non significative entre les
2 groupes.

Dans cette étude la perte globale de cellule endothéliale est de 46%.
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Figure 38 : Graphique représentant la perte de DCE a 2 mois post opératoire dans chaque groupe.

3. La pachymeétrie post opératoire

Total GND GD Différence de moyenne* (p)
Pachymétrie a M2 (um) | 515 (43) 515 (42) 514 (47) -1 (p=0,926)

Tableau 12 : Analyse de la pachymétrie a 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)

Il n'existe pas de différence significative de pachymeétrie a 2 mois post opératoire
entre les 2 groupes de greffons. La pachymétrie moyenne a 2 mois opératoire est de 515 um.
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Figure 39 : Graphique représentant la pachymétrie a 2 mois post opératoire dans chaque groupe

4. L’acuité visuelle post opératoire

Total GND GD Différence de moyenne* (p)
MAVC a M2 (logMAR) | 0,18 (0,19) 0,17 (0,17) 0,28 (0,30) 0,11 (p=0,013)

Tableau 13 : Analyse de la MAVC a 2 mois post opératoire (moyenne et écart type)
* test de Student avec petits p bilatéraux (HO : différence de moyennes = 0)

Il existe une différence significative de meilleure acuité visuelle corrigée a 2 mois
post opératoire en faveur du groupe GND avec une MAVC de 0,17 log MAR. La MAVC
moyenne a 2 mois opératoire est de 0,18 logMAR.

5. Les complications post opératoires

La survenue d’un ou plusieurs rebullages pour décollement précoce dans les 2 premiers mois
post opératoire de la greffe est de 27,1% et 15% respectivement dans le groupe GND et GD.
Il n’existe pas de différence significative (p = 0,29).

2 rejets de greffe endothéliale ont été observés a 1 mois post opératoire pour 2 greffons du
groupe GND.
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6. La perte de DCE en fonction de I'dge du donneur

GND GD
Perte de DCE Coefficient béta p-value | Coefficient béta p-value
Age du donneur 0,348 0,00064 0,063 0,810

Tableau 14 : Influence de I'dge du donneur sur la perte cellulaire endothéliale de greffon cornéen déturgé ou non.

Dans le groupe GD, I'age du donneur n'est pas significativement corrélé a la perte de DCE.
Dans le groupe GND, une augmentation d'une unité d'dge du donneur est associée a une
augmentation de 0,348% de perte de DCE (donc 3,48% pour 10 ans).
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Figure 40 : Graphique représentant la corrélation entre la perte de DCE a M2 et I'dge du donneur dans les 2
groupes.

7. La perte de DCE en fonction de la durée de conservation

GND GD
Perte de DCE Coefficient béta  p-value | Coefficient béta p-value
Durée de conservation 0,919 0,000129 0,0041 0,993

Tableau 15 : Influence de la durée de conservation sur la perte cellulaire endothéliale de greffon cornéen déturgé
ou non.
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Dans le groupe GD, la durée de conservation n'est pas significativement corrélée a la perte de

DCE. Dans le groupe GND, une augmentation d'un jour de durée de conservation est associée

a une augmentation de 0,919% de perte de DCE (donc 9,19% pour 10 jours)
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Figure 41 : Graphique représentant la corrélation entre la perte de DCE a M2 et la durée de conservation des

greffons dans les 2 groupes.
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IV. Discussion

L’organoculture est la technique de conservation de référence en France. Cependant,
les milieux de conservation provoquent un gonflement rapide du stroma, entrainant un
doublement de I'épaisseur de la cornée, une réduction de la transparence cornéenne, ainsi
que de nombreux plis descemétiques. Afin de faciliter la manipulation du greffon au bloc
opératoire, la cornée doit étre déturgée avant la chirurgie par immersion dans un milieu
complété par une macromolécule hydrosoluble pour obtenir une pression osmotique similaire
a celle de I'organisme humain. Le dextran est de loin I'agent le plus couramment utilisé dans
les banques de cornées.

Cette procédure est obligatoire pour la kératoplastie transfixiante. En revanche, les
DMEK peuvent étre réalisées a partir de cornées qu'elles soient cedématiées ou non. Les
protocoles concernant les DMEK varient en fonction des banques de cornées. Cependant, il a
été démontré que le dextran a une toxicité endothéliale dlie a son accumulation intra cellulaire
conduisant a la formation de vacuoles dans les cellules endothéliales et les kératocytes(70).

Cette toxicité est corrélée a la durée d’exposition au dextran(58,71).

A. La confrontation avec la littérature

A ce jour dans la littérature, il existe peu d’études analysant I'impact du dextran sur la
densité cellulaire endothéliale en post opératoire d'une DMEK standard.
Nous avons donc décidé dans un premier temps de réaliser une étude prospective. En raison
de résultats non significatifs et du nombre de patient non élevé, nous avons décidé de
poursuivre les investigations : c'est pourquoi nous avons entrepris une étude complémentaire,

cette fois ci, rétrospective sur un échantillon de patients distinct mais plus important.

La densité cellulaire endothéliale a été mesurée a 2 mois post opératoire car on sait
qu’il existe une perte brutale de 13 % la premiére semaine, puis une diminution plus lente
durant les 6 premiers mois et se stabilise aprés 6 mois(43). Dans nos 2 études, le pourcentage
de perte moyenne de densité cellulaire endothéliale a 2 mois post opératoire est de 43%
et 46%, respectivement pour I'étude prospective et rétrospective. Ces résultats sont
légérement supérieurs a ceux retrouvés dans la littérature avec une perte moyenne entre 30

et 40% dans les 6 premiers mois.

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les 2 groupes
concernant la DCE, la perte cellularité, la pachymétrie. Ces résultats sont en accord avec
les recherches menées par 2 équipes allemandes. Peu d’études issues d’autres pays ont été

réalisées car en Allemagne, les greffons pour DMEK sont obligatoirement déturgés dans un
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milieu contenant du dextran. Menzel-Severing et al(77) ont mené des recherches au sein d’'une
cohorte prospective randomisée de 200 patients dans le but d’étudier si I'absence de
déturgescence modifiait les résultats post opératoires d'une DMEK. Aucune différence
significative n’a été détectée entre les 2 groupes (déturgés et non déturgés) pour la MAVC, la
pachymeétrie, la DCE et le taux de rebullage précoce, durant la premiére année post opératoire.
Rickmann et al(78) ont également montré qu’il y a pas de différence significative concernant
la perte DCE, la pachymétrie, la MAVC et le taux de rebullage, 1 an aprés une DMEK issues

d’un greffon déturgé ou non.

En revanche, de nombreuses équipes ont étudié la toxicité du dextran dans les
DMEK prédécoupées (prestripped DMEK) et ont produit des résultats divergents. Dans cette
technique, le greffon endothélial est alors libre dans le milieu de culture ou Iégerement attaché
a son stroma par une petite charniére centrale. Prenons I'exemple d’Heinzelmann et al(79)
comparant une cohorte rétrospective de 453 cas de DMEK standard a 11 cas de DMEK
prédécoupées au maximum 48h avant la chirurgie. lls rapportent que la perte cellulaire
endothéliale est significativement plus élevée pour les greffons découpés et attribuent cela a
'accumulation potentielle du dextran sur la surface de la membrane de Descemet. Il est
important de préciser que les greffons pour DMEK prédécoupées étaient déturgés pendant les
24 a 72 heures précédant la découpe et étaient ensuite replacés dans un milieu contenant du
dextran pendant 24 a 48 heures. Cela correspond a une durée totale d’exposition au
dextran de 2 a 5 jours. On notera que pour Borderie et al(52), les dommages induits par la
déturgescence dans un milieu avec du dextran pendant 24 a 48 heures étaient modérés, alors
qu’ils seraient plus graves lorsque la durée s'étendait sur 3 a 4 jours. Et le temps nécessaire
selon Hamon et al(80) pour une déturgescence optimale amenant a une pachymétrie de 506
MM en pré opératoire serait de 12 heures. Dans nos études, la durée moyenne de
déturgescence est 0,55 et1,16 jours, respectivement dans ['étude prospective et
rétrospective. La durée est toujours inférieure a 2,8 jours. Nous pouvons considérer que
cette période est relativement courte et qu’elle n’a pu provoquer que d’infimes changements
dans le greffon non mis en évidence dans notre étude. Cette hypothése est validée par Filev
et al(81) sur une cohorte rétrospective de 1334 greffons cornéens, ou ils observent que la
perte cellulaire endothéliale est significativement corrélée au temps immergés dans les milieux

contenant du dextran.

D’autre techniques de greffons préts a I'emploi nécessitant le dextran sont employées
telles que les DMEK préchargées (preloaded DMEK), visant a enrouler le greffon endothélial
sur lui-méme et le distribuer dans une cartouche pour lentille intra oculaire, prét a étre injecté.

Dans la littérature, les recherches rapportent principalement des résultats favorables a
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I'utilisation du dextran pour le transport de ce type de greffon. Pour Parekh et al(82-85),
le dextran jouerait un réle important dans le transport des greffons préchargés pendant 4
jours : Le dextran aiderait a maintenir les cellules endothéliales adhérentes a la membrane de
Descemet et préserverait la souplesse indispensable au dépliement des tissus. Dans notre
étude, le chirurgien a également observé une différence dans la manipulation des tissus

en faveur des greffons déturgés bien que cela n’ait pas été formellement évalué.

Concernant les complications post opératoires, on sait qu’il existe une corrélation
significative entre le taux de rebullage pour décollement post opératoire et I'expérience du
chirurgien. Mais la survenue de ces décollements du greffon pourrait étre également majoré
par une défaillance de fonction de pompe des cellules endothéliales, par altération de la
viabilité cellulaire, comme I'affirme Hayashi et al(86). Dans notre étude, le dextran ne semble
pas étre impliqué dans cette complication, avec une absence de différence significative

entre les 2 groupes.

L’age du donneur est un critére important a prendre en compte lors d'une DMEK. On
sait que plus le donneur est jeune (age inférieur a 50-55 ans), plus la DCE est importante mais
'endothélium est également plus difficile a manipuler en peropératoire : il est plus élastique,
plus fin et s’enroule rapidement aprées avoir été séparé de son stroma(87). Dans cette étude,
nous avons étudié si les effets de la déturgescence sur la perte cellulaire endothéliale étaient
influencés par I'age du donneur. Dans I'étude rétrospective, contrairement aux greffons non
déturgés, on note que I'age du donneur n’est pas significativement corrélé a la perte de
cellularité quand les greffons sont déturgés. Ces résultats sont confirmées par les

recherches menées par Filev et al(81).

Enfin nos résultats de I'étude rétrospective, suggerent que contrairement aux greffons
non déturgés, la durée de conservation n’est pas corrélée a la perte de cellularité a 2 mois
post opératoire quand les greffons sont déturgés. |l n'y a pas d’étude retrouvée ce jour
étudiant a proprement parler ce parameétre. Ces résultats seraient expliqués par le fait que les
plis descemétiques induits par la conservation en organoculture sont responsables d’une
mortalité cellulaire endothéliale au sein de ces plis. Grace a la phase de déturgescence, les
plis s’estompent et la mosaique endothéliale serait en mesure de s’organiser et de combler

les lacunes cellulaires endothéliales laissées par les cellules mortes.
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B. Les forces et les limites de I’étude

Bien que la majorité des analyses biostatistiques n'aient révélé aucune différence entre
les groupes, quelques limites de cette étude doivent étre prises en compte. Le petit effectif de
cornées déturgées dans les 2 études pourraient réduire la fiabilité et la généralisation des
résultats. Ce nombre a été volontairement maintenu petit pour maintenir la sécurité des
patients en raison de la littérature ambigué. La courte durée de suiviau CHU de Rouen est
également une des limites de cette étude. Elle est expliquée par le fait que la majorité des
patients opérés d’'une DMEK au CHU de Rouen provient de 'ensemble du territoire frangais
voire de I'étranger. Pour éviter les multiples déplacements aux patients, les consultations post
opératoires sont partagées avec l'ophtalmologiste traitant du patient greffé. Seules les
consultations a J1, J7 et M2 post opératoire sont obligatoirement réalisées au CHU de Rouen.
Ces raisons motivent le fait que le critére de jugement principale soit seulement évalué a 2
mois post opératoire. Une derniére limite est a relever. La déturgescence en dextran est un
élément connu du chirurgien réalisant la greffe et du technicien de la banque de cornée
réalisant le comptage de cellulaire endothéliale pré greffe. Cela peut induire un biais de

performance ou de mesure, c’est-a-dire influencer la maniére dont les soins sont dispensés.

La randomisation de I'étude prospective garanti une répartition aléatoire des patients
et des greffons entre les groupes, ce qui réduit les biais de sélection et augmente ainsi la
validité interne de I'étude. L'utilisation de paires de cornées dans I'étude prospective augmente
la puissance de la comparaison en permettant de minimiser la variabilité entre 2 donneurs
distincts. On considérera que les 2 cornées d’'un méme donneur se comportent de la méme

fagon.
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CONCLUSION

La greffe de cornée de type DMEK est désormais la technique de référence pour traiter
les pathologies endothéliales, en particulier la dystrophie de Fuchs. Elle se distingue des
autres kératoplasties par une meilleure récupération visuelle, une diminution de I'astigmatisme
post opératoire et du rejet du greffe.

La longévité d'un greffon dépend principalement du nombre de cellules endothéliales

au moment de la greffe. Il est donc important d’optimiser la conservation de ces greffons.

Le dextran est un agent osmotique utilisé pour réduire 'oedéme stromal induit par la
technique de conservation de référence en France qui est 'organoculture. Un greffon non
cedémateux posséde plusieurs avantages tels qu'une mosaique endothéliale réguliére par
I'absence de plis endothéliaux et une meilleure maniabilité au bloc opératoire, mais le dextran
est décrit comme étant toxique dans certaines études. L'objectif de cette thése était donc
d'évaluer I'impact du dextran sur la perte cellulaire endothéliale aprés une DMEK dans le

traitement de la dystrophie endothéliale de Fuchs.

Nos résultats montrent que ['utilisation du dextran comme agent de déturgescence
n’influence pas de maniére significative sur la survie des cellules endothéliales a 2 mois
post opératoire, la pachymétrie post opératoire et la survenue de complications post
opératoires. En revanche, pour chaque critere de jugement cité ci-dessus, les valeurs brutes
montrent systématiquement une meilleure qualité du greffon, quand celui-ci a été
déturgé.

L’age du donneur et la durée de conservation ne semble pas affecter la survie cellulaire

endothéliale des greffons déturgés.

Ces résultats sont intéressants pour la pratique clinique, notamment dans
I'optimisation des protocoles de conservation des greffons cornéens dans les banques
de cornéens car il n’existe aucune réglementation sur I'utilisation d’'une déturgescence des
greffons cornéens destinés a une DMEK. Des études complémentaires a plus grandes

échelles sont nécessaires pour évaluer l'impact sur le long terme.
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RESUME

Introduction : La greffe de cornée type DMEK (Descemet membrane endothelial keratoplasty) est la référence
dans le traitement des pathologies de I'endothélium cornéen. La densité cellulaire endothéliale du greffon au
moment de la greffe doit étre la plus haute possible pour permettre une survie du greffon la plus longue possible.
La qualité du greffon dépend du donneur mais aussi des conditions de conservation. L'organoculture, technique
référence de conservation en France, est inducteur d'un cedeme stromal important, toxique pour la cornée. Le
dextran T500, polysaccharide de haut poids moléculaire et agent osmotique, est utilisé comme solution de
déturgescence dans les jours qui précédent la greffe. Sa toxicité cellulaire endothéliale a été évoquée dans
certaines études. Le but de ce travail est d’analyser I'impact de la déturgescence en dextran sur la perte cellulaire
endothéliale aprés une DMEK, chez des patients atteints de dystrophie endothéliale de Fuchs.

Matériels et méthodes : Il s'agit de 2 études monocentrigues menées au CHU de Rouen entre Janvier 2022 et
Juin 2024. Une étude prospective randomisée et une étude rétrospective sur la mise en déturgescence (GD) ou
non (GND) de greffons cornéens pour DMEK chez des patients atteints d’'une dystrophie de Fuchs. La perte de
densité cellulaire endothéliale a 2 mois post opératoire a été étudiée. Nous avons également analysé I'acuité
visuelle, la pachymétrie post opératoire et les complications post opératoires.

Résultats : Dans I'étude prospective, 17 paires de cornées ont été incluses. Il n’existait pas de différence
significative de DCE a 2 mois post opératoire entre les 2 groupes de greffons (p=0,25), ni de perte de DCE a 2 mois
post opératoire (p=0,3). La perte globale de cellules endothéliales a 2 mois post opératoire était de 43%. Il n’existait
pas de différence significative de pachymétrie a 2 mois post opératoire entre les 2 groupes (p=0,54). La pachymétrie
moyenne a 2 mois post opératoire était de 516 um. Il n'existait pas de différence significative de MAVC a 2 mois
post opératoire entre les 2 groupes de greffons (p=0,62). La MAVC moyenne a 2 mois post opératoire était de 0,16
logMAR:. Il n’existait pas de différence significative de survenue de rebullages pour décollement du greffon dans les
2 premiers mois post opératoire (p=0,27). L'age du donneur n’était pas significativement associé a une plus grande
perte de densité cellulaire endothéliale dans le groupe avec ou sans déturgescence (p=0,290). La durée de
conservation n’était pas significativement associée a une plus grande perte de densité cellulaire endothéliale dans
le groupe avec ou sans déturgescence (p=0,599).

Dans I'étude rétrospective, 201 cornées ont été incluses, dont 20 déturgées en dextran, et 181 non déturgées. II
n’existait pas de différence significative de DCE a 2 mois post opératoire entre les 2 groupes de greffons (p=0,65),
ni de perte de DCE a 2 mois post opératoire (p=0,766). La perte globale de cellules endothéliales a 2 mois post
opératoire était de 46%. Il n’existait pas de différence significative de pachymétrie a 2 mois post opératoire entre
les 2 groupes (p=0,926). La pachymétrie moyenne a 2 mois post opératoire était de 515 um. Il existait une différence
significative de MAVC a 2 mois post opératoire en faveur du groupe GND (p=0,013). Il n’existait pas de différence
significative de survenue de rebullages pour décollement du greffon dans les 2 premiers mois post opératoire
(p=0,29). Dans le groupe GND, une augmentation d'une unité d'age du donneur est associée a une augmentation
de 0,348% de perte de DCE (p=0,00064). Dans le groupe GND, une augmentation d'un jour de durée de
conservation est associée a une augmentation de 0,919% de perte de DCE (p=0,000129).

Discussion : Nos 2 études ne mettent pas en évidence d’effets néfastes du dextran sur la densité cellulaire
endothéliale a 2 mois post opératoire d'une DMEK, la pachymétrie post opératoire et la survenue de rebullages
post opératoires. Ces résultats sont en accord avec les recherches effectuées en Allemagne ou les greffons pour
DMEK sont obligatoirement déturgés dans un milieu contenant du dextran. Une durée de déturgescence courte
dans nos études pourrait expliquer qu’elle n’a pu provoquer que d’infimes changements dans le greffon non mis en
évidence. La durée de conservation n’est pas corrélée a la perte de cellularité a 2 mois post opératoire quand les
greffons sont déturgés. Ces résultats seraient expliqués par le fait que les plis descemétiques induits par la
conservation en organoculture sont responsables d’'une mortalité cellulaire endothéliale au sein de ces plis. Grace
a la phase de déturgescence, les plis s’estompent et la mosaique endothéliale serait en mesure de s’organiser et
de combler les lacunes cellulaires endothéliales laissées par les cellules mortes.

Conclusion : L'utilisation du dextran comme agent de déturgescence n’influence pas de maniére significative sur
la survie des cellules endothéliales a 2 mois post opératoire, la pachymétrie post opératoire et la survenue de
complications post opératoires. L'age du donneur et la durée de conservation ne semblent pas affecter la survie
cellulaire endothéliale des greffons déturgés. Ces résultats sont intéressants pour la pratique clinique, notamment
dans l'optimisation des protocoles de conservation des greffons cornéens dans les banques de cornées car |l
n’existe aucune réglementation frangaise sur I'utilisation d’'une déturgescence des greffons cornéens destinés a
une DMEK.

Mots clés : Cornea, Corneal endothelium, Corneal transplantation, Keratoplasty, Eye banking, Conservation
settings, Fuchs endothelial corneal dystrophy, Dextran, DMEK, Deswelling







